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RESUMO

As inulinases catalisam a hidrolise da inulina, produzindo inulo-
oligossacarideos, frutose e glicose, por isso, possuem varias aplicacdes industriais. A
fermentacdo submersa € mais usada na producdo industrial de inulinase, contudo a
fermentacdo em estado solido tem demonstrado bons resultados quanto a obtencdo de
enzimas a baixo custo. O yacon (Smallanthus sonchifolius) ¢ um tubérculo com alta
concentracdo de antioxidantes e frutanos e por isso tem atraido o interesse na area de
alimentos. A fermentacdo em estado solido utilizando o yacon como substrato possui
potencial para a producdo de enzimas e também para utilizacdo na alimentagdo animal.
Objetivou-se com este trabalho avaliar a producdo de inulinases utilizando 16 espécies
fangicas filamentosas cultivadas em fermentacdo em estado sélido utilizando residuos
agroindustriais como substrato, bem como identificar a melhor combinacgdo
substrato/micro-organismo para utilizagdo do preparado enzimatico solido como
prebidtico em racdes de frango de corte. A atividade da inulinase foi muito superior
com a utilizacdo da farinha de yacon como substrato em fermentacdo em estado solido
em relacdo ao farelo de trigo, farelo de soja e bagaco de cana-de-agUcar, independente
do fungo utilizado. As inulinases provenientes da farinha de yacon demonstraram
grande amplitude de pH e temperatura, independente do micro-organismo fermentante.
O preparado enzimatico solido de farinha de yacon com Aspergillus niger 40018
apresentou alta atividade de lipase e antioxidante e alta quantidade de fruto-
oligossacarideos e foi selecionado para os ensaios com frangos de corte. Ndo houve
alteracdo no desempenho, pH cecal e perfil lipidico com a utilizagdo do preparado
enzimaético solido. O preparado enzimatico solido promoveu reducdo mais acentuada na
contagem de Salmonella Enteritidis ap0s a inoculagdo nas aves e, consequentemente, 0
turnover da mucosa intestinal foi menos acelerado. Conclui-se que o preparado

enzimatico solido de farinha de yacon com A. niger 40018 apresenta efeito prebidtico.

Palavras-chave: Inulinase; Smallanthus sonchifolius, Aspergillus niger, fruto-
oligossacarideos, inulina.



ABSTRACT

Inulinases catalyze the inulin hydrolysis, vyielding inulo-oligosaccharides,
fructose and glucose, therefore, they have many industrial applications. The submerged
fermentation is more used at inulinase industrial production, however the solid state
fermentation (SSF) has showed good results regarding to low cost enzymes. The yacon
(Smallanthus sonchifolius) is a tuber root with high content of antioxidants and fructans
and because of this it has attracted interest of food area. The solid state fermentation
using the yacon root as substrate has potential to produce enzymes and to use in animal
feeding. The aim of this work was to evaluate the inulinase production of 16
filamentous fungal species growing in solid state fermentation (SSF) on agroindustrial
wastes as substrate, as well as to identify the best combination substrate/microorganism
of the solid enzymatic preparation (SEP) to use as prebiotic in broilers diets. The
inulinase activity was higher with yacon flour than wheat bran, soybean bran and
sugarcane bagasse, independently of fungus. The inulinases from yacon flour showed
large pH and temperature amplitude, independently of fungus. The SEP of yacon flour
and Aspergillus niger 40018 showed high lipase and antioxidant activity and high
fructooligosaccharides and it was selected to further trials with broilers. There was no
alteration on performance, caecum pH and lipid profile with the SEP. The SEP
promoted a stronger reduction of Salmonella Enteritidis number after the birds
inoculation, and, consequently, the mucosal gut turnover was slower. It is concluded
that the SEP of yacon flour with A. niger 40018 has prebiotic effect.

Keywords: Inulinase; Smallanthus sonchifolius, Aspergillus niger,
fructooligosaccharide, inulin.



1. INTRODUCAO

A producdo de carne de frango no Brasil em 2015 foi de 13,1 milhdes de
toneladas, inferior apenas a producédo dos Estados Unidos. Contudo, o Brasil é 0 maior
exportador mundial, com 4.304 milhdes de toneladas (ABPA, 2016).

Muitos paises impdem diversas exigéncias para importar produtos carneos,
como por exemplo, a Unido Europeia (UE), onde ha varias medidas para proteger a
salde do consumidor e assegurar que os alimentos de origem animal comercializados
sejam seguros para o consumo. A UE requer para 0s paises membros o estabelecimento
de programas de vigilancia nacional de residuos para monitorar alimentos de origem
animal quanto a presenca tanto de medicamentos autorizados como de residuos de
antibidticos, hormonios e 3-agonistas proibidos na Unido (KENNEDY, 2003).

Baseando-se em novos conceitos de seguranca alimentar, produtos alternativos
aos antibidticos vém sendo pesquisados e desenvolvidos, como os alimentos funcionais
e nutracéuticos, que ja ocupam uma fracdo consideravel do mercado de alimentos. De
acordo com relatorio recente da Global Information Inc., estimou-se que o mercado
mundial de nutracéuticos ultrapassou US$ 171,8 bilhdes em 2014, podendo atingir US$
241,1 bilhdes em 2019 (WANG et al., 2016).

Dentre os alimentos funcionais, destacam-se 0s prebioticos, que cada vez mais
sdo utilizados na alimentacdo animal. Os prebioticos do tipo frutano apresentam grau de
polimerizagdo (GP) muito amplo, o que pode promover diferengas na fermentagdo e
influenciar o seu efeito na microbiota. Pesquisas sugerem que frutanos com GP menor
sdo mais utilizados pelas bactérias probioticas. De acordo com o grau de polimerizacao,
os frutanos sdo classificados como oligofrutose (GP 2-8), fruto-oligossacarideo (GP 2-
4) e inulina (GP > 9) (BIEDRZYCKA e BIELECKA, 2004). O grau de polimerizagdo
da inulina pode ser reduzido com a utilizacdo de inulinases, sendo que estas podem ser
obtidas a partir da produgdo de micro-organismos pela fermentacdo em estado sélido
(FES) (XIONG et al., 2007).



2. HIPOTESE E OBJETIVOS

A hipdtese deste trabalho é que frutanos do preparado enzimatico solido (PES)
podem apresentar efeito prebidtico em frangos de corte.

Objetivou-se com este trabalho:

- Selecionar um substrato alternativo que estimule maior crescimento de micro-
organismos produtores de inulinases;

- Caracterizar a composi¢do quimica e bromatologica do PES da melhor
combinacdo substrato/micro-organismo, visando seu uso como prebiotico;

- Avaliar o efeito do fornecimento do PES no desempenho, pH cecal, parametros
bioquimicos dos lipideos, turnover na mucosa intestinal e pardmetros microbioldgicos

no conteldo cecal em frangos de corte.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. INULINA

Os prebidticos sdo uma categoria de compostos agrupados, ndo necessariamente
por semelhancas estruturais, mas pela capacidade de promover o crescimento de
determinadas bactérias benéficas no intestino. Roberfroid (2007) definiu os prebidticos
como substancias ndo digeriveis que, quando consumidos, proporcionam um efeito
fisiologico benéfico sobre o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento
favorével ou a atividade de um ndmero limitado de bactérias naturais da microbiota
intestinal. Os frutanos atendem a esses requerimentos, principalmente os fruto-
oligossacarideos (FOS) e as inulinas.

A inulina é um frutano com caracteristica prebiotica por ser um carboidrato néo
digerivel, que tem sido parte das dietas diarias de humanos e animais por séculos e
ocorre naturalmente em mais de 36.000 plantas, armazenada na forma de carboidratos,
como por exemplo, no alho-pord, cebola, alho, trigo, chicoria, alcachofra e banana
(BRANDT, 2001).

Em escala industrial, a inulina é obtida principalmente a partir de raizes de
chicoria, sendo usada como ingrediente funcional, além de oferecer exclusiva

combinacdo de propriedades nutricionais e beneficios tecnoldgicos. As propriedades



nutricionais da inulina promovem uma vasta gama de beneficios para a satde e bem-
estar (FRANCK e BOSSCHER, 2009).

A inulina consiste em cadeias lineares de ligacdo B (2-1) entre residuos de
frutose. Uma fracdo de glicose inicial pode estar presente, mas ndo é necessaria
(WATHERHOUSE e CHATTERTON, 1993). A molécula terminal ¢ um residuo de
glicose por meio de uma ligagdo do tipo sacarose na extremidade redutora (PANDEY et
al., 1999). Com relacéo a definicdo da inulina, tanto compostos GFn e Fn (G representa
a molécula de glicose, F a molécula de frutose e n o numero de unidades de frutose) sdo
considerados inclusos sob essa nomenclatura. Na inulina de chicoria, 0 nimero de
unidades de frutose ligadas a uma glicose terminal pode variar de 2 a 60 unidades (DE
LEENHEER e HOEBREGS, 1994), o que significa que a inulina € uma mistura de
oligdbmeros e polimeros.

Apesar dos FOS e a inulina possuirem a mesma composic¢do, muitos autores 0s
separam por diferirem no grau de polimerizacdo (GP). No entanto, na maioria das
defini¢bes, os FOS e oligofrutose possuem GP de 3 a 9, enquanto que as inulinas
apresentam GP superior a 9. O GP dos frutanos varia de 2 a 70 (STEVENS et al., 2001),
dependendo do tipo da planta do qual foi isolado, época de plantio, época de colheita,
condicBes de crescimento, idade fisiolégica da planta e periodo de armazenagem
(OLIVEIRA et al., 2004).

Os principais fatores responsaveis para a susceptibilidade a fermentacdo em
sacarideos sdo a estrutura quimica, composi¢do das unidades de mondmeros, GP,
estrutura linear ou ramificada e solubilidade em &gua. Geralmente, sacarideos de
comprimento de cadeia curta ndo ramificada e solivel em agua sdo considerados mais
susceptiveis a fermentacdo. Portanto, preparados menos purificados contendo
monossacarideos e dissacarideos sdo melhores, e muitas vezes, ndo sdo seletivamente
utilizados por bactérias (VAN LAERE et al., 1997).

A utilizagdo da inulina por bifidobactérias (Bifidobacterium spp.) depende do
GP das cadeias fruto-oligoméricas e da pureza. A predominancia de bifidobactérias em
uma microbiota é considerada a condicao ideal para o intestino, o que resulta em estado
saudavel em todo o corpo (BIEDRZYCKA e BIELECKA, 2004).

Pesquisas mostraram que a maioria das bifidobactérias é capaz de utilizar

cadeias curtas como 0s FOS e cadeias longas como a inulina (ROBERFROID et al.,



1998; ROSSI et al., 2005). Porém, a eficiéncia prebidtica dos frutanos do tipo inulina
ndo s6 depende do GP, mas também dos niveis na dieta (VAN LOO, 2004).

Os oligossacarideos nao digeriveis de maior GP sdo mais resistentes a
fermentacao sacarolitica, onde o metabolismo ocorre na parte distal do célon (HUGHES
e ROWLAND, 2001), sendo que esta diferenca de fermentacdo pode ser refletida sobre
as mudancas do efeito prebidtico na microbiota e no metabolismo geral do célon (LE
BLAY etal., 2003).

Biedrzycka e Bielecka (2004) avaliaram, in vitro, a capacidade das
bifidobactérias em metabolizar frutanos de diferentes GP, bem como a capacidade dos
frutanos em estimular seletivamente as bifidobactérias do c6lon em ratos. Os resultados
indicaram maior especificidade das bifidobactérias em utilizar FOS (GP 2-4),
oligofrutose (GP 2-8) e cadeias de inulina com baixa polimerizacdo (GP > 9) do que
cadeias de inulina altamente polimerizadas (GP > 22 ¢ GP > 23). Os resultados in vivo
seguiram 0 mesmo comportamento.

A inulina e seus derivados ndo sdo produzidos no Brasil, as empresas que
atendem o mercado brasileiro de prebioticos oferece os seguintes produtos: inulina
padrdo, que tem GP similar ao encontrado na chicoria, variando de 3 a 60; inulina de
cadeia longa, com GP maior que 23, obtida a partir da separacdo fisica da fracdo de
menor GP e; oligofrutose, obtida pela hidrolise enzimatica parcial da inulina por uma
endoinulinase purificada, conferindo GP de 3 a 8 e a combinacdo de oligofrutoses e
inulina de cadeia longa que foi desenvolvida com melhoria das propriedades
nutricionais (FRANCK e BOSSCHER, 2009).

Considerando o efeito sinérgico da utilizagdo conjunta de frutanos com variados
GP e a importancia em reduzir a dependéncia por insumos externos, torna-se

fundamental a inovacéo e o desenvolvimento biotecnoldgico na producdo de frutanos.

3.2. PRODUCAO DE INULINASES POR FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO
A fermentacdo em estado sélido (FES) é um processo no qual os micro-
organismos crescem na superficie de materiais solidos. Nesse processo, a composi¢do
do material pode ser modificada pela adi¢do de nutrientes ou dgua para otimizar o meio
ou para regular a atividade de &gua, durante a fermentacdo. A FES oferece algumas

vantagens em relacdo a fermentacdo submersa, incluindo o uso de meios de producédo



compostos de residuos agro-industriais, menor demanda de esterilidade devido a baixa
atividade de &gua, maior concentracédo final e estabilidade dos produtos (SINGHANIA
et al., 2009), menor liberacdo de efluentes, simplicidade, capacidade de trabalhar com
pequenos volumes, baixo consumo de energia e facilidade de separacdo do produto
(PENG e CHEN, 2008).

Diversos tipos de micro-organismos, incluindo bactérias, algas e fungos, séo
usados na fermentacdo em estado sélido, mas os fungos filamentosos sdo mais
comumente utilizados e estudados para a FES. Esta preferéncia ocorre devido a sua
capacidade de crescer naturalmente em superficies solidas com baixa umidade e pela
formacdo de hifas, que podem penetrar mais profundamente no substrato (PENG e
CHEN, 2008; GRAMINHA et al., 2009).

A producdo de enzimas por FES ganhou muita atencdo em estudos de
biotecnologia para a produgdo de lipases, proteases, pectinase, xilanase, o-amilase,
tanase, fitase, quitinase, -glucanase (AJILA et al., 2012) e inulinases (SELVAKUMAR
e PANDEY, 1999). A selecdo de um micro-organismo adequado é um aspecto
importante da FES para a producdo de enzimas. O micro-organismo deve ser capaz de
crescer em substrato umidificado com pouca agua, ser GRAS (Generally Recognized as
Safe) e aceito pela FDA (Food and Drug Administration) (MAZUTTI et al., 2006), ou
seja, seguros para alimentacdo validados pelos 6rgdos competentes.

Inulinases (2,1-p-D-frutano frutanohidrolase, EC 3.2.1.7) catalisam a hidrélise
da inulina, produzindo inulo-oligossacarideos, frutose e glicose como principais
produtos (NEAGU e BAHRIN, 2011). As inulinases podem ser divididas em
exoinulinases (B-D-frutano frutohidrolase, EC 3.2.1.80) e endoinulinases (2,1-B-D-
frutano frutanohidrolase, EC 3.2.1.7). A exoinulinase catalisa a remocao dos residuos de
frutose terminal da extremidade ndo redutora da inulina, enquanto a endoinulinase,
hidrolisa as ligagdes internas da molécula de inulina produzindo inulotriose,
inulotetraose e inulopentose como produtos principais (CHI et al., 2011).

Inulinases sdo produzidas por varios micro-organismos incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. Entre eles, Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Bacillus spp., Clostridium spp., Pseudomonas spp., Arthrobacter spp., Staphylococcus
spp., Xanthomonas spp., Kluyveromyces spp., Cryptococcus spp., Pichia spp.,
Sporotrichum spp. e Candida spp. (SELVAKUMAR e PANDEY, 1999). Os fungos



filamentosos de maior interesse industrial para a producdo de enzimas incluem o0s
Aspergillus oryzae e Aspergillus niger que sdo considerados ndo toxicos, sendo
avaliados como micro-organismos seguros pelo FDA e GRAS ( FAWOLE e ODUNFA,
2003; WANG et al., 2003; TAILOR e RICHARDSON, 1979).

A inulinase pode ser utilizada em uma vasta gama de aplica¢es, como producéo
de xarope de alto teor de frutose, bioetanol, inuloligossacarideos (NEAGU e BAHRIN,
2011), fruto-oligossacarideos (XIONG et al., 2007), &cido citrico, &cido latico, 2,3
butanodiol, 6leos e proteinas de organismos unicelulares (CHI et al., 2011).

3.3. BENEFICIOS DO CONSUMO DE INULINA

Muitos efeitos benéficos tém sido atribuidos as bifidobactérias, apoiando o seu
potencial como bactérias promotoras de saude. Como a populacdo de bifidobactérias
aumenta ap6s a ingestdo de inulina, uma concomitante diminuicdo na populacdo de
micro-organismos patogénicos é esperada com o0 uso deste prebidtico, uma vez que a
microbiota intestinal atua como uma barreira a infeccdo por esses micro-organismos,
contribuindo para resisténcia a colonizacdo (GIBSON et al., 1997).

Bifidobactérias e Lactobacilos (Lactobacillus spp.) podem prevenir a
colonizacdo de patdgenos através de varios mecanismos. Os acidos secretados por essas
bactérias, que sdo o resultado da fermentacdo dos carboidratos, reduz o pH do co6lon
inibindo o crescimento patogénico. Além disso, podem produzir compostos inibidores
contra uma série de patdgenos gastrointestinais, pelo menos em estudos in vitro
(GIBSON e WANG, 1994).

Em experimento com codornas gnotobidticas inoculadas com a microbiota de
um bebé com enterocolite necrosante causada por Clostridium butyricum, a maioria das
aves foram a dbito. No entanto, as codornas que receberam bifidobactérias apresentaram
recuperacdo completa. Este foi um dos primeiros estudos que demonstraram os efeitos
de bifidobactérias na salde dos seres vivos (BUTEL et al., 1998). Okamoto et al. (2009)
observaram que o fornecimento de Lactobacillus spp. a pintinhos de 1 dia de idade
podem contribuir para a regeneragdo da mucosa intestinal, frente as lesGes provocadas
pelo desafio com Salmonella Enteritidis.

O efeito de prebidticos na resisténcia a colonizacao intestinal foi demonstrado

por Yusrizal e Chen (2003a), que observaram menor populacdo de Campylobacter spp.
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e Salmonella spp. em frangos de corte suplementados com frutanos. Além disso, Van
Leeuwen et al. (2005), citado por Van Loo e Vancraeynest (2008), relataram
recuperacdo mais rapida em frangos de corte artificialmente desafiados com Salmonella
Typhimurium, Eimeria acervulina, Clostridium perfringens e Campylobacter jejuni
que consumiram prebiodticos tipo frutanos. Os FOS também tém demonstrado
capacidade de diminuir a colonizacdo de bactérias, tais como Escherichia coli e
bactérias dos género Salmonella, e aumentar o crescimento de micro-organismos
benéficos (YUSRIZAL e CHEN, 2003a).

Yusrizal (2012) aplicou 2% de Lactobacillus sp (2,6x10° UFC/g) e 2% de FOS
em 150 g de fezes coletadas de um aviério comercial e observou que ambos reduziram a
volatilizacdo de amoénia, o pH fecal e a populacdo de E. coli, Salmonella spp.,
Campylobacter spp. e aumentaram a populacao de lactobacilos.

Os frutanos tipo inulina também podem influenciar o metabolismo lipidico, no
entanto, sdo escassos 0s estudos sobre os efeitos da inulina e do FOS em frangos de
corte.

Yusrizal e Chen (2003b) avaliaram a suplementacdo (10 g/kg de dieta basal) de
inulina e oligofrutose na dieta de frangos de corte e observaram que ambos o0s frutanos
reduziram os niveis de colesterol no soro sanguineo e gordura abdominal.

Velasco et al. (2010) avaliaram a adi¢do de inulina (5-10 g/kg de dieta basal) em
dietas com duas fontes de 6leo (6leo de palma e girassol) para frangos de corte e
observaram reducdo do teor hepético de lipidios totais e colesterol total (apenas na
ultima fase das aves alimentadas com dietas contendo 6leo de girassol) e diminuicdo da
concentracdo de triglicerideos do soro sanguineo e colesterol VLDL. Também
observaram beneficios no perfil de acidos graxos do tecido adiposo abdominal, peito e
coxa. A relacdo de acidos graxos poli-insaturados por acidos graxos saturados na
gordura abdominal aumentou quando as aves foram suplementadas com inulina e dleo

de girassol.
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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE INULINASES FUNGICAS POR
FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO UTILIZANDO RESIDUOS
AGROINDUSTRIAIS

Resumo. As inulinases catalisam a hidrolise da inulina, produzindo inulo-
oligossacarideos, frutose e glicose, por isso, possuem varias aplicagbes industriais. A
fermentacdo submersa é mais utilizada na producao industrial de inulinase, contudo a
fermentacdo em estado s6lido tem demonstrado bons resultados quanto a obtencédo de
enzimas a baixo custo. Objetivou-se com este trabalho avaliar a producéo de inulinases
utilizando 16 espécies fungicas cultivadas em fermentacdo em estado sélido (FES)
utilizando residuos agroindustriais como substrato, bem como a cinética enzimatica e
caracterizacdo bioquimica (pH e temperatura 6timos e de estabilidade) da atividade de
inulinases. A atividade da inulinase foi superior com a utilizagdo da farinha de yacon
como substrato em FES em relagéo ao farelo de trigo, farelo de soja e bagago de cana-
de-acucar, independente do fungo utilizado. Para a maioria dos fermentados a maior
atividade ocorreu no periodo de 72 a 120 horas de incubacdo. Com 48 horas de
fermentacdo da farinha de yacon pelos fungos Fusarium sp. 13, Aspergillus niger 40018
e A. niger 01 foi obtida a producdo méxima de inulinase. As inulinases produzidas
utilizando farinha de yacon como substrato, apresentaram pH 6timo de atividade na
faixa de 4 a 7 e estabilidade até o pH 10. Para 0 mesmo substrato, a excecdo do A. niger
40018, a inulinase apresentou maior atividade a 95°C, sendo estavel até esta mesma
temperatura. A atividade de inulinases produzidas por A. niger 40018 em farinha de
yacon apresentou temperatura 6tima a 65°C, com um pico de 128 U mL™. A
fermentacdo da farinha de yacon por A. niger 40018, A. niger 01 e Fusarium sp. 13 por
48 horas proporciona alto teor de FOS e frutose. Além da alta quantidade de FOS, o
preparado enzimatico sélido da farinha de yacon por A. niger 40018 possui alta
atividade de lipase e antioxidante, o que o constitui como promissor para utilizagéo

como aditivo em ragdes.

Palavras-chave: Smallanthus  sonchifolius,  fruto-oligossacarideo, inulinases,

prebidticos.
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF FUNGAL INULINASES BY
SOLID STATE FERMENTATION USING AGROINDUSTRIAL WASTES

Abstract. The inulinase catalyzes the inulin hydrolysis, what produces
inuloligosaccharides, fructose and glucose, therefore, it has many industrial
applications. The submerged fermentation is more used on the industrial production of
inulinase, however, the solid state fermentation has showed good results regarding to
low cost enzymes. The aim of this work was to evaluate the inulinase production of 16
fungal species growing in solid state fermentation (SSF) on agroindustrial wastes as
substrate, as well as enzymatic kinetics and biochemical characterization (optimal and
stability of pH and temperature) of the inulinase activity. The inulinase activity was
higher with yacon flour than wheat bran, soybean bran and sugarcane bagasse,
independently of fungus. For the majority of fermented, the highest activity occurred
between 72 and 120 hours of incubation. With 48 hours of fermentation of yacon flour
by Fusarium sp. 13, Aspergillus niger 40018 and A. niger 01 it was obtained the
maximum inulinase production. The inulinase produced using with yacon flour as
substrate showed pH-optimal between 4 and 7, with good stability up to 10. For the
same substrate, except for A. niger 40018, the inulinase showed highest activity to
95°C, being stable up to this same temperature. The activity of inulinase produced by A.
niger 40018 with yacon flour showed optimum temperature at 65°C, with 128 U mL™.
The fermentation of yacon flour by A. niger 01, A. niger 40018 and Fusarium sp. 13 for
48 hours provides high FOS and fructose content. Besides the high amount of FOS, the
solid enzymatic preparation of yacon flour with A. niger 40018 showed high lipase and

antioxidant activity, what make it as a promising feed additive in diets.

Key words: Smallanthus sonchifolius, fructooligosaccharide, inulinases, prebiotics.

INTRODUCAO

Inulinases (2,1-B-D-frutano frutanohidrolase, EC 3.2.1.7) catalisam a hidrdlise
da inulina, produzindo inulo-oligossacarideos, frutose e glicose como principais
produtos (NEAGU e BAHRIN, 2011). As inulinases podem ser divididas em
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exoinulinases (B-D-frutano frutohidrolase, EC 3.2.1.80) e endoinulinases (2,1-B-D-
frutano frutanohidrolase, EC 3.2.1.7). A exoinulinase catalisa a remocao dos residuos de
frutose terminal da extremidade ndo redutora da inulina, enquanto a endoinulinase
hidrolisa as ligacBes internas da molécula de inulina produzindo inulotriose,
inulotetraose e inulopentose como produtos principais. (CHI et al., 2011).

As inulinases industriais geralmente séo produzidas por fermenta¢do submersa,
no entanto pesquisas demonstram que a fermentacdo em estado sélido (FES) tem
potencial de producdo mais econémica (PANDEY et al., 1999). A selecdo de micro-
organismos adequados é um aspecto importante para a FES e, consequente, producédo de
enzimas. Para FES o micro-organismo deve ser capaz de crescer em baixa atividade de
agua, e para ser aplicado em alimentos deve ser GRAS (Generally Recognized as Safe)
e aceito pela FDA (Food and Drug Administration) (MAZUTT] et al., 2006).

Inulinases sdo produzidas por VAarios micro-organismos incluindo fungos
filamentosos, leveduras e bactérias; e entre eles, Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Bacillus spp., Clostridium spp., Pseudomonas spp., Arthrobacter spp., Staphylococcus
spp., Xanthomonas spp., Kluyveromyces spp., Cryptococcus spp., Pichia spp.,
Sporotrichum spp. e Candida spp. (SELVAKUMAR e PANDEY, 1999). Os fungos
filamentosos de maior interesse industrial para a producdo de enzimas incluem o0s
Aspergillus oryzae e Aspergillus niger que sdo considerados ndo toxicos, sendo
avaliados como micro-organismos seguros pelo FDA e GRAS ( FAWOLE e ODUNFA,
2003; WANG et al., 2003; TAILOR e RICHARDSON, 1979). Nas ultimas trés décadas,
esforcos significativos foram feitos para encontrar a melhor fonte microbiana para a
extracdo de inulinase (VIJAYARAGHAVAN et al., 2009).

A producdo de inulinases microbianas tem chamado a atengdo recentemente,
pois estas enzimas oferecem vérias vantagens industriais. A inulinase pode ser utilizada
em uma vasta gama de aplicagdes, como producgédo de xarope de alto teor de frutose,
bioetanol, inuloligossacarideos (NEAGU e BAHRIN, 2011), fruto-oligossacarideos
(XIONG et al., 2007), &cido citrico, acido latico, 2,3 butanodiol e dleos e proteinas de
organismos unicelulares (CHI et al., 2011). Ela também possui uso na medicina, como
ferramenta para o diagnoéstico de problemas renais (KUEHNLE et al., 1992).

A inulina, substrato utilizado para induzir a producéo de inulinases, € um frutano

com caracteristica prebidtica por ser um carboidrato ndo digerivel, que tem sido parte
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das dietas de humanos e animais por séculos e ocorre naturalmente em mais de 36.000
plantas, armazenada na forma de carboidratos, como por exemplo, no alho-poro, cebola,
alho, trigo, chicoria, alcachofra, banana, yacon entre outros (BRANDT, 2001).

Em escala industrial, a inulina é obtida principalmente a partir de raizes de
chicéria, sendo usada como ingrediente funcional, além de oferecer exclusiva
combinacdo de propriedades nutricionais e beneficios tecnologicos. As propriedades
nutricionais da inulina promovem uma vasta gama de beneficios para a salde e bem-
estar (FRANCK e BOSSCHER, 2009).

A FES tem sido amplamente usada na elaboragdo de produtos para a
alimentacdo animal para melhorar o valor nutritivo de subprodutos agricolas e para
producdo de enzimas. Sua utilizacdo aumentou devido a maior quantidade de residuos
produzidos nos paises em desenvolvimento, o que representa uma potencial solucao
para alimentacéo de animais (ROBINSON e NIGAM, 2003).

Visando aliar nutricdo com salde animal é de suma importancia que o substrato
juntamente com o micro-organismo usado para FES, além de possuirem valores
energéticos e proteicos possam, apos a fermentacdo, agregar moléculas bioativas como
enzimas, antioxidantes, acidos organicos, carboidratos prebidticos, entre outros.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a producéo de inulinases por 16 linhagens
fangicas cultivadas em fermentacdo em estado solido (FES) utilizando-se residuos
agroindustriais como substrato, bem como a cinética enzimatica, caracterizacdo
bioguimica (pH e temperatura 6timo e de estabilidade) e averiguar o potencial uso do
preparado enzimatico solido (PES) como aditivo na racdo animal.

MATERIAL E METODOS
Micro-organismos

As linhagens de fungos filamentosos obtidas de cepas liofilizadas de Aspergillus
niger (INCQS 40018), A. niger (INCQS 40065), A. oryzae (INCQS 40068), A.
brasiliensis (INCQS 40036), A. flavipes (INCQS 40024), A. wentii (INCQS 40016) A.
niger (INCQS 40015) e Penicillium roqueforti (INCQS 40074) pertencentes ao Instituto
Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), foram ressuspendidas e inoculadas diretamente em slants
contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA), e incubados a 30°C até o crescimento
satisfatorio dos micro-organismos (incubagéo variou de 72 a 120 horas dependendo do
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micro-organismo). Apos o crescimento dos fungos, estes foram transferidos para novo
slants contendo 0 mesmo meio de cultura e dessa forma, sob camada de vaselina
esterilizada, foram conservados em refrigerador a 4°C. As linhagens foram repicadas a
cada trés meses de armazenamento.

As linhagens adquiridas da FIOCRUZ, juntamente com os fungos 51, 58, 77,
129, 159, 162, A. niger 01 e Fusarium sp. 13 da colecdo do Laboratério de Micro-
organismos do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de Biociéncias da

Unesp de Botucatu, foram utilizados para a produc¢édo enzimatica.

Producdo de inulinases em residuos agroindustriais

A producdo de inulinases pelos fungos filamentosos foi realizada através de
Fermentacdo em Estado Solido (FES) utilizando como substratos o farelo de trigo,
farelo de soja, farinha ou casca de yacon e bagaco de cana-de-agucar, de forma isolada.
Para a producéo foi utilizado meio de cultura composto por 50% do substrato e 50% de
agua (p/v). Os frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 10g do meio de cultura foram
esterilizados por 15 minutos a temperatura de 121°C, a 1 atm de pressdo, e
posteriormente inoculados com 2 mL de suspensdo de esporos (10’/mL) com 96 h de
crescimento do fungo em meio inclinado PDA.

Os frascos foram incubados a 30°C por 96 h. Apo6s a incubacdo foram
adicionados 50 mL de &gua destilada em cada frasco. Os meios de cultura foram
homogeneizados com bastdo de vidro e apds permanecerem em repouso por 1 h com
agitacdo ocasional, foram filtrados em gaze e coletados em recipiente Unico. O filtrado
foi considerado fonte de enzima, sendo a atividade de inulinases determinada como
descrito no item determinacgdo da atividade enzimatica. Nesta etapa foram selecionados
os seis fungos melhores produtores de inulinases. A fermentacdo foi realizada em

duplicata.

Determinacdo da atividade enzimatica

Aliquota de 0,5 mL proveniente de dilui¢bes contendo 100 ul do extrato da
enzima e 2,0 mL de inulina 1% (p/v), dissolvida em tampéo citrato-fosfato 0,1 M (pH =
6,0) foi incubada a 45°C por 1 h. A reacdo foi paralisada em banho de gelo. Os
produtos da reacdo foram centrifugados (6.000 rpm por 5 min a 5°C) e retirada uma
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aliquota de 1 mL do sobrenadante, onde foi estimado os agUcares redutores pelo método
Somogy-Nelson (NELSON, 1944). Os acucares redutores liberados foram estimados
pela curva de calibracdo utilizando como padréo frutose. Uma unidade (U) de atividade
de inulinase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a liberacdo de 1
pmol de frutose por minuto sob as condigcOes de ensaio. Esta determinagéo, assim como
todas as posteriormente descritas, foi realizada em triplicata.

Cinética de producao enzimatica

A cinética de producdo da inulinase foi realizada com os fungos com maior
capacidade de producdo. O experimento foi conduzido como descrito no item producéo
de inulinase em residuos agroindustriais, sendo que os frascos foram incubados 12, 24,
48, 72, 96, 120, 144 e 168 h. Assim, foi avaliado o melhor tempo de fermentacédo para a
producéo da enzima pelos fungos selecionados.

Caracterizacéo bioguimica

Determinacéo do pH o6timo

Foram preparadas solugdes tampao (0,1M) para diferentes valores de pH, a
saber: tampdo acetato de sodio pH 4 e 5; tampéo fosfato de sédio pH 6 e 7; tampéo
acido bdrico e borax pH 8 e 9 e tampdo borax — NaOH pH 10. A determinacédo do pH
6timo da inulinase foi determinada como descrito no item determinacdo da atividade

enzimatica somente alterando a solugdo tamp&o do meio reacional.

Determinacéo do pH de estabilidade

Os extratos enzimaticos foram incubados em solugdes tampdo com diferentes
valores de pH como descrito no item anterior, durante 24 horas a 25°C. Apos o
tratamento foi determinada a atividade enzimética residual, como descrito no item

determinacdo da atividade enzimética.

Determinacéo da temperatura 6tima
A temperatura 6tima da inulinase foi verificada pela medicdo da atividade

enzimética como descrita no item determinacdo da atividade enzimatica, utilizando os



21

extratos enzimaticos em diferentes temperaturas de incubacdo. As temperaturas testadas
foram 25 °C, 35°C, 45°C, 55°C, 65°C, 75°C, 85°C e 95°C.

Determinacéo da temperatura de estabilidade

Os extratos enzimaticos foram tratados a diferentes temperaturas 25°C, 35°C,
45°C, 55°C, 65°C, 75°C, 85°C e 95°C, por 1 hora. Apdés o tratamento térmico a
atividade enzimatica residual foi determinada como descrito no item determinacdo da

atividade enzimatica.

Preparado Enzimatico Sélido (PES)

A producéo do PES foi realizada através de fermentacdo em estado sélido (FES)
utilizando como substrato farinha de yacon com A. niger 01, A. niger 40015, A. niger
40018, A. flavipes e Fusarium sp. 13. Para a producéo foi utilizado meio de cultura
composto por 50% do substrato e 50% de &gua (p/v). Os frascos Erlenmeyers de 500
mL contendo 40g do meio de cultura foram esterilizados por 15 minutos a 121°C, 1 atm
de pressdo, e posteriormente inoculados com 6 mL de suspenséo de esporos (107/mL).

Os frascos foram incubados a 30°C por 48 horas.

Quantificacao de acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A caracterizacdo e quantificacdo dos acucares foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com equipamento da marca VARIAN modelo PRO
STAR 410, com duas bombas binérias e injetor automéatico (AUTO SAMPLER 410) e
detector IR (indice de refracdo). A coluna utilizada foi a HPX 87P (fase estacionaria de
chumbo) e a pré-coluna 125-0119, ambas BIO-RAD®, com temperatura da coluna a
85°C. O tempo de corrida foi de 30 minutos, com fluxo de 0,6 mL por minuto. Os
padrdes utilizados para comparacdo foram glicose, frutose e sacarose produzidos pela
Synth.

Todos os fermentados selecionados para analise de CLAE tiveram a farinha de
yacon como substrato, sendo que para A. niger 01, A. niger 40018 e Fusarium sp. 13 a
incubacéo foi por 48 horas, enquanto que para A. flavipes e A. niger 40015 a incubacao

foi por 72 horas.
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A quantificacdo dos fruto-oligossacarideos dos preparados enzimaticos solidos
(PES) foi realizada em fungdo da porcentagem de area dos fruto-oligossacarideos em
relacdo a area total dos acucares. As amostras foram filtradas em membrana fluoreto
polivinidileno (PVDF) com 0,22 mm de poro, 13 mm de diametro, hidrofilica, marca
MILLI PORE, com auxilio de um rolder e seringa de 1 mL, para reter o material sélido

e, finalmente, colocado em frasco do injetor automatico para a leitura.

Atividade da enzima lipase do PES

A atividade lipolitica das fracbes foi medida seguindo o método descrito por
Macedo et al. (1997) e Lopes et al. (2011), modificados. Foram utilizado 5 mL do
substrato composto por azeite de oliva extra virgem e solucdo de goma arabica 7% (na
proporcéo de 1:4, v/v), 3 mL de solucdo tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,0) e 1g do extrato
enziméatico. O sistema reacional foi incubado por 30 min a 40°C em banho
termostatizado com agitacdo de 130 oscilagBes por minuto. A reacdo foi paralisada pela
adicdo de solucdo acetona:etanol (1:1, v/v). Os acidos graxos liberados pela hidrélise
dos lipideos do azeite foram titulados com solucdo de NaOH (0,05 M) utilizando
fenolftaleina como indicador. Para a avaliagdo da atividade, cada unidade de atividade
lipolitica foi definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar 1umol de
acido graxo por minuto, nas condi¢Ges descritas anteriormente. Para cada amostra foi
analisado um branco de amostra, composto por extrato enzimatico desnaturado por
elevada temperatura e pela adicdo da solucdo paralisadora antes do banho
termostatizado. O resultado de cada branco de amostra obtido na titulacdo foi
descontado da amostra correspondente. Foi analisado branco de reagentes (sem extrato
enzimético) como garantia de que os resultados obtidos na titulacdo eram referentes a

reacao com os extratos enzimaticos e ndo dos acidos presentes no substrato.

Determinacéo da atividade antioxidante do PES

A medida da atividade sequestrante de radicais DPPH (1,1- difenil-2-
picrilidrazil) nos extratos (PES) foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Zhu et al. (2002) e Chen et al. (2003). Uma aliquota de 200 pL do extrato do (PES) foi

homogeinizada com 3 mL de etanol P.A.
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A solugdo foi deixada em repouso por 10 minutos, sendo que 300 pL do
sobrenadante foi utilizado para a atividade antioxidante. Posteriormente foi adicionado
aos 300 puL do sobrenadante, 2,0 mL da solu¢ao do radical DPPH (0,01g/50mL de
etanol) ao sobrenadante, sendo que a diminuicdo da absorbancia foi medida a 517 nm,
apos 30 minutos a temperatura ambiente.

A concentragdo de DPPH no meio reacional foi calculada com uma curva de
calibraco (trolox equivalente), determinada pela regressao linear (R?= 0,98).

A atividade antirradical foi determinada em termos de porcentagem de inibicédo
(PI), a qual foi calculada através da taxa de declinio da absorcdo da solugdo de DPPH,
apos o tempo de reacdo, com a absor¢do da solucdo controle, de acordo com a Equagédo
1:

Equacdo 1: Pl (% de inibicao)= [A(0)-A(t)/A(0)] x 100

Onde A (0)= Abs da solucdo referéncia de DPPH-etanol

A (t)= Abs da solugdo DPPH-produto

Analises bromatoldgicas do PES

Para avaliacdo da composi¢do quimico-bromatoldgica do PES, foram efetuadas
as determinacfes de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra bruta (FB), extrato
etéreo (EE) e matéria mineral (MM), segundo AOAC (2000). A energia bruta foi

determinada em bomba calorimétrica (C200, IKA, Staufen, Alemanha).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Producéo enzimatica para selecéo

A producdo de inulinase por FES foi avaliada com os substratos farelo de trigo,
farelo de soja, bagaco de cana-de-aclcar e farinha de yacon usando 16 linhagens
fangicas. Para os fungos que ndo apresentaram nenhum crescimento no substrato néo
foram aferidas as atividades enzimaticas.

O micro-organismo que apresentou maior atividade de inulinase em farelo de
trigo foi 0 A. niger 40015 (7,9 U mL™), seguido pelo A. oryzae 40068 (3,8 U mL™), A.
brasiliense 40036 (3,5 U mL™), A. niger 40065 (3,5 U mL™) e em menor grau pelos
outros fungos estudados (Figura 1).
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Selvakumar e Pandey (1999) avaliaram a atividade de inulinase em FES de
Staphylococcus sp. e Kluyveromyces marxianus em diferentes substratos. Para
Staphylococcus sp. as atividades foram de 16,4 U mL™ em farelo de trigo moido grosso;
19,4 U mL em farelo de trigo moido fino; 12,6 U mL™ em farelo de arroz; 13,4 U mL™
em residuo de coco e 3,2 U mL™ em farinha de milho. Para Kluyveromyces marxianus
as atividades foram de 21,3 U mL™ em farelo de trigo moido grosso; 19,6 U mL™ em
farelo de trigo moido fino; 17,6 U mL™ em farelo de arroz; 16,4 U mL™em residuo de
coco e 4,3 U mL™ em farinha de milho. De maneira geral ambos os micro-organismos
possuem maior atividade nos farelos de trigo e menor na farinha de milho, com
destaque para a preferéncia pela granulometria mais fina do farelo de trigo pelo
Staphylococcus sp. e mais grossa Kluyveromyces marxianus. A atividade enzimatica da
inulinase produzida no farelo de trigo do presente estudo foi inferior a obtida por
Selvakumar e Pandey (1999).

100 - mFY BFT =FS

Atividade (U mL1)

Figura 1. Producédo de inulinases fungicas utilizando farinha de yacon (FY), farelo de

trigo (FT) e farelo de soja (FS) em fermentacdo em estado s6lido. As barras representam o
erro padrdo da média.

Para Chen et al. (2011) ao estudar o Aspergillus ficuum JNSP5-06 em FES a
atividade de inulinase encontrada foi de 205,63 U/gSS, ou seja, 40,84 U mL™, sendo
que o substrato utilizado foi o farelo de trigo com acréscimo de inulina e licor de

infusdo de milho, o que possivelmente induziu a producédo da enzima.
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A atividade enzimatica no farelo de soja foi maior que no trigo, sendo que as
principais linhagens que produziram inulinase foram A. niger 40018, A. brasiliensis
40036, A. niger 01 e A. niger 40065 (Figura 1).

Para bagaco de cana-de-acUcar a atividade de inulinase dos fungos estudado foi
baixa, com valores de 0,04, 0,02, 0,02, 0,02, 0,02 e 0,02 para A. braziliensis 40036, A.
niger 40065, A. niger 01, A. niger 40015, A. flavipes 40024 e A. oryzae 40068,
respectivamente. Possivelmente, as linhagens de fungos utilizadas em nosso
experimento ndo foram capazes de metabolizar o bagaco de cana-de-acUcar, devido ao
alto teor de fibra, ou o substrato pode ter apresentado pH que inviabilizou o crescimento
microbiano.

Abd EI Aty et al. (2014) avaliaram a FES e atividade de inulinase de Aspergillus
terreus, A. versicolor, A. parasiticus, Penicillium brevicompactum e Kluyveromyces
marxianus NRRL 7571 nos substratos raiz de chicoria, folha de alcachofra, folha de
banana, residuo de alho, casca de laranja e bagagco de cana-de-acucar. Os micro-
organismos que apresentaram maior atividade para cada substrato foram os seguintes:
Penicillium brevicompactum em raiz de chicéria (0,886 U g™), A. terreus em folha de
alcachofra (4,433 U g™), K. marxianus NRRL 7571 em folha de banana (1,352 U g*) e
residuo de alho (0,886 U g™), A. versicolor em casca de laranja (1,917 U g?) e A.
parasiticus para bagaco de cana-de-aclcar (1,319 U g*). Apesar das unidades serem
diferentes, nota-se que para estes autores a atividade no bagaco cana-de-acUcar nao foi
tdo baixa, como a observado no presente experimento.

Dessa forma, pode-se constatar a diversidade de resultados dependente do
micro-organismo, substrato e condi¢des do meio de cultivo. A grande variagdo entre 0s
micro-organismos e inclusive entre cepas do mesmo micro-organismo esta relacionada
com a variabilidade genética. A composicdo de residuos agroindustriais que séo
utilizados como substrato para FES é variavel conforme manejo, tempo, temperatura,
solo e outros fatores, podendo interferir diretamente como é aproveitado pelos micro-
organismos e, consequentemente, na producdo de seus metabdlitos. Quanto ao meio de
cultivo, as variagcdes na umidade, temperatura, pH, tempo de incubacéo, entre outros,
interferem na atividade dos micro-organismos.

Observa-se uma alta atividade de inulinase ao utilizar a farinha de yacon como

substrato (Figura 1), indicando que este substrato é excelente para o crescimento de
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algumas linhagens de fungos. Apresenta aproximadamente 14% de inulina em sua
composicdo, 0 que sugere que os fungos estdo metabolizando o substrato, produzindo
assim grandes quantidades de inulinases, mecanismo esse denominado de inducdo de
producdo enzimatica ou seja, como a principal fonte de carbono no meio € inulina, o
micro-organismo precisa produzir inulinases para hidrolisa-la e aproveitar para seu
metabolismo. E um mecanismo que pode ocorrer ou ndo, pois ha também as enzimas
constitutivas que sdo produzidas independentemente do meio e que fazem parte do
metabolismo natural do micro-organismo.

Yu et al. (2009) usando fermentagdo submersa com inulina como substrato e
extrato de levedura Pichia guilliermondii mutante M-30, obtiveram atividade de
inulinase de 127,7 U mL™. Apesar dos autores realizarem meio de fermentagdo
diferente, é nitido que a producdo de inulinase foi induzida pela presenca da inulina no
substrato. O mesmo comportamento também foi observado no presente experimento, ao
utilizar a FES de A. niger 01 e Fusarium sp. 13 em farinha de yacon, a atividade de

inulinase foi de 75,4 U mL™ para ambos 0s micro-organismos.

Cinética enzimatica

As linhagens flngicas e substratos selecionados para o estudo da cinética foram
cinco fermentados com yacon com maior producdo de inulinase, a excecdo do A.
flavipes 40024, pois este produziu pouco menos que o 159 (Figura 1), mas foi
selecionado por apresentar menor variabilidade (sendo o erro padrdo de 2,6 mL™ para A.
flavipes 40024 e 10,9 mL™ para 159). Sendo assim, além do A. flavipes 40024, foram
selecionados para a farinha de yacon o A. niger 40018, A. niger 40015, A. niger 01 e
Fusarium sp. 13. Apesar dos demais substratos proporcionarem menor atividade que a
farinha de yacon, ainda foram selecionados dois fermentados com farelo de soja (A.
brasiliensis 40036 e A. niger 40018) e um com farelo de trigo (A. niger 40015).

A atividade da inulinase até 24 horas de incubagdo foi baixa para todas as
combinagGes de substratos e micro-organismos (Figura 2). Com 48 horas, trés
combinacg0es se destacaram, a farinha de yacon com os fungos Fusarium sp. 13 (36,2 U
mL™), A. niger 40018 (37,2 U mL™) e A. niger 01 (47,3 U mL™), sendo que para este

ultimo 48 horas implicou na maior atividade dentre todos os tempos testados. Ainda
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com 48 horas a farinha de yacon com A. niger 40015 apresentou atividade intermediaria
(23,7 U mL™) e os demais fermentados apresentaram baixa atividade.

O comportamento para a maioria dos fermentados foi de alta atividade no
periodo de 72 a 120 horas de incubacdo, com queda na atividade a partir de 144 horas.
Diferentemente, os fermentados de soja com A. niger 40018 e trigo com A. niger 40015
apresentaram atividade intermediaria no periodo de 72 a 120 horas e alcangaram sua
méaxima atividade nos maiores tempos de incubacéo.

De maneira geral, pode-se observar que ndo ha um padrdo na producdo de
inulinase em fungéo do tempo, o que depende da combinagdo do substrato com o micro-
organismo. A auséncia de padrdo é ainda mais nitida ao observar o comportamento
diferencial do A. niger 40015 para farelo de trigo e farinha de yacon (Figura 2). Este
mesmo comportamento foi encontrado por Narayanan et al. (2013), que obtiveram
maior atividade de inulinase de A. niger em casca de banana com 48 h de fermentacéo,
enquanto que para casca de alho e farelo de trigo e arroz, a maior atividade foi com 72
h. Ayyachamy et al. (2007) testaram a FES com Xanthomonas campestris pv phaseoli
em diferentes substratos e observaram maior atividade com 24 h de incubacdo para
casca de cebola, 48 h para casca de alho, farelo de cevada e farelo de trigo e 144 h para
chicoria e dente-de-ledo.
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2 30 —e—FS - A.niger 40018
§ FT - A. niger 40015
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z =#=FY - A. flavipes 40024
FY - Fusarium sp. 13
10 - FY - A. niger 40015
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Figura 2. Atividade de inulinase em fermentacdo em estado sélido em funcéo do tempo

de incubacédo para combinac6es de substratos e micro-organismos. FS — Farelo de soja,
FT — Farelo de trigo, FY — Farinha de yacon.
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Caracterizacdo bioquimica das inulinases fangicas

Para os fermentados com farinha de yacon, de maneira geral, o pH da inulinases
fangicas apresentaram-se entre 4 e 7, sendo que acima do pH 7 todos apresentaram
decréscimo na atividade (Figura 3). Para os substratos farelo de trigo e de soja 0s
valores de pH 6timo foram entre 4 e 5, demonstrando menor amplitude de pH. Vale
destacar que no substrato farinha de yacon, & exce¢cdo do A. niger 40018, todos os
fungos apresentaram um segundo pico de atividade da inulinase no pH 10, evidenciando
a presenca de isoenzimas. Independentemente do pH, a atividade da inulinase foi
superior no substrato de farinha de yacon.

O pH de estabilidade da inulinase apresentou comportamento semelhante que o
pH 6timo, sendo estavel até 7 para a maioria dos casos (Figura 4). Este padrdo difere da
maioria dos resultados da literatura, como explicitado nas revisdes de Ohta et al. (2004)
e Pandey et al. (1999), com valores de pH 6timo na faixa de 4 a 6. Al-Dabbagh e
Mahmood (2015) observaram pH 6timo de 4,5 para a atividade da inulinase em FES de
alcachofra e feijao (1:1) por A. niger, entretanto a atividade relativa variou de 71% a pH
3,5 até 57% a pH 7,0. Narayanan et al. (2013) observaram maior atividade da inulinase
em FES de A. niger a pH 4 para casca de alho e a pH 5 para casca de banana e farinhas
de trigo e arroz. Da mesma forma, estes autores observaram atividades intermediarias
desde pH 3 até 8.
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- A. brasiliensis 40036
- A.niger 40018

- A. niger 40015

- A. niger 01

Atividade (U mL™1)

- A. flavipes 40024
- Fusarium sp. 13

- A. niger 40015

- A. niger 40018

pH
Figura 3. Atividade de inulinase em fermentacdo em estado solido em funcdo do pH
para combinagOes de substratos e micro-organismos. FS — Farelo de soja, FT — Farelo
de trigo, FY — Farinha de yacon.
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As situacdes mais discrepantes foram observados para o A. niger 40015 em
farinha de yacon com pico de atividade no pH 6; A. niger 01 em farinha de yacon com
atividade nula a partir do pH 8; e A. niger 40018 em farelo de soja com alta atividade
nos menores valores de pH, assemelhando-se aos fermentados com farinha de yacon
(Figura 3).

Ao avaliarem a atividade de inulinase (19,9 U mL™) por FES constituida por um
blend de bagaco de cana-de-agucar, &gua de maceracdo de milho e farelo de soja
inoculado com Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, observaram condicGes ideais
de pH e temperatura de 5 e 55°C, respectivamente (MAZUTTI et al., 2010). Cazetta et
al. (2005) observaram maior atividade de inulinase (4,1 U mL™) em pH 4, no entanto, a
partir desse ponto a atividade decresceu atingindo 0 no pH 10, utilizando extrato
enzimatico obtido de Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus em meio liquido

contendo yacon.
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- A. brasiliensis 40036
- A.niger 40018

- A. niger 40015

- A. niger 01

- A. flavipes 40024

Atividade (U mL™1)

- Fusarium sp. 13
- A. niger 40015
- A. niger 40018

Figura 4. Atividade de inulinase em fermentacdo em estado solido em fungéo do pH de
estabilidade para combinagdes de substratos e micro-organismos. FS — Farelo de soja,
FT — Farelo de trigo, FY — Farinha de yacon.

O efeito do pH na atividade enzimética é determinado pela natureza dos
aminoacidos constituintes, da protonagcdo e desprotonagdo dos grupos ionizaveis da
proteina tanto no sitio ativo (favorecendo ou nao a atividade) quanto na conformacéo da
proteina como um todo (alterando para uma estrutura mais ou menos ativa)
(LEHNINGER et al., 2006).



30

O pH afeta também o modo de acdo das exoinulinases, que sdo a forma
predominante das inulinases fungicas (PANDEY et al., 1999). Segundo Snyder e Phaff
(1962), em pH 3,0, a exoinulinase proveniente de Saccharomyces fragilis ataca
aleatoriamente diferentes moléculas de inulina, enquanto em maior pH (5,1 e 7,0) a
enzima ataca uma molécula de inulina por vez, independente da temperatura.

Apesar da inulinase obtida da farinha de yacon apresentar boa atividade e
estabilidade acima de pH 7, é importante notar que a atividade de inulinases do mesmo
substrato ndo reduz de 30 U mL™ entre a faixa de pH 4 a 7, 0 que é uma caracteristica
desejavel para a industria.

A atividade da inulinase em funcéo da temperatura para os substratos a base de
trigo e soja apresentaram comportamento semelhante, com valores 6timos entre 45 e
55°C, decrescendo mais acentuadamente a partir de 65°C (Figura 5). Esse
comportamento é considerado como efeito padrdo da temperatura sobre a atividade
enzimatica (PARKIN, 2010).

150 -
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§ 75 FT - A. niger 40015
'-C;J =>e=FY - A. niger 01
.2 50 =#=FY - A. flavipes 40024
FY - Fusarium sp. 13
: : FY - A. niger 40015
25 —8—FY - A. niger 40018
0

Temperatura (°C)

Figura 5. Atividade de inulinase em fermentacdo em estado sélido em funcdo da
temperatura para combinagdes de substratos e micro-organismos. FS — Farelo de soja,
FT — Farelo de trigo, FY — Farinha de yacon.

A atividade no substrato de farinha de yacon, a excecdo do A. niger 40018,
apresentou comportamento semelhante entre os micro-organismos, mas distinto dos
demais substratos, com valores estaveis ou com suave reducdo até 55°C, e aumento na

atividade até a temperatura de 95°C, o que difere da maioria das publicacdes. A
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atividade para o A. niger 40018 em farinha de yacon apresentou temperatura 6tima a
65°C, com um pico de 128 U mL™. Nas demais temperaturas a atividade permaneceu
proxima do observado nos demais fungos. Considerando o pico de atividade a 65°C, a
temperatura 6tima ficou acima do encontrado na literatura. Em revisdo a respeito de
inulinases fungicas, Ohta et al. (2004) relataram que as endoinulinases apresentaram
temperatura 6tima de 45 a 55°C, e as exoinulinases de 45 a 60°C, dependendo do micro-
organismo estudado.

Como a inulina possui baixa solubilidade a temperatura ambiente (Phelps,
1965), a producéo de frutose a partir da inulina geralmente é realizada a 60°C (Flores-
Gallegos et al., 2015). Dessa forma, a selegdo de inulinases termoestaveis é de grande
interesse para a industria.

A estabilidade da enzima em funcéo da temperatura também se diferenciou entre
0s substratos (Figura 6). Para a farinha de yacon, todos 0s micro-organismos
apresentaram atividade até 95°C. Para os substratos a base de soja e trigo, a enzima

manteve atividade enzimatica até 55-65°C, com reducdo drastica a partir de 75°C.
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Figura 6. Atividade de inulinase em fermentacdo em estado solido em fungdo da
temperatura de estabilidade para combinacdes de substratos e micro-organismos. FS —
Farelo de soja, FT — Farelo de trigo, FY — Farinha de yacon.

Analisando a temperatura de estabilidade observou-se a presenca de picos de
atividade conforme a variacdo na temperatura, principalmente para a farinha de yacon, o

que evidencia a presenca de isoenzimas (Figura 6). As isoenzimas podem ser
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produzidas pelo mesmo micro-organismo e sdo caracterizadas por catalisarem a mesma
reacdo, entretanto, apresentam caracteristicas bioquimicas distintas.

Utilizando inulina de chicéria como substrato em fermentagdo submersa, Kango
(2008) observou maior atividade de inulinase de A. niger NK-126 a temperatura de
50°C e pH 5,0. O mesmo autor avaliou diferentes substratos separadamente e observou
alta atividade de inulinase nas raizes (52,5 U mL™) e folhas (26,3 U mL™) de dente-de-
ledo (Taraxacum officinale), comparados com a inulina de chicéria (12,3 U mL™), com
este mesmo micro-organismo.

Narayanan et al. (2013) observaram maior atividade da inulinase em
fermentacdo em estado sélido de A. niger a temperatura de 27°C para 0s quatro residuos
testados (cascas de banana e alho e farinhas de trigo e arroz), com reducéo linear até
57°C. Entretanto, os autores observaram maior atividade a 57°C pela casca de banana, e
posteriormente verificaram que para este substrato a enzima apresentou boa estabilidade
até 80°C.

Ettalibi e Baratti (2001) descreveram que algumas inulinases sdo excelentes para
uso industrial devido a sua termoestabilidade, o que também foi observado no presente
estudo. Também vale ressaltar que o substrato interfere na resposta da enzima a
temperatura pelo micro-organismo. Silva et al. (2012) observaram que a atividade da
inulinase de A. japonicus URM 5633, em casca de palma, foi maxima em 35°C e
decresceu até 55°C, enguanto que para casca de mandioca a atividade maxima foi a
55°C.

Quando h& o aumento da temperatura, aumenta a colisdo entre enzima e
substrato, implicando em maior velocidade de reacdo. O aumento da temperatura apds o
ponto 6timo implica em diminuicdo da atividade, devido & quebra das ligacGes
responsaveis em manter a estrutura proteica com atividade biologica. Além disso, a
proteina entra em estado de ionizacdo, perde sua solubilidade resultando em diminuicao
da atividade (LEHNINGER et al., 2006).

Uma possivel explicacdo para a alta estabilidade térmica observada nos
fermentados com yacon é de que nesses tratamentos tenha ocorrido maior formacao de
manitol e glicerol. Além disso, é possivel que haja ligacbes que estabilizam a estrutura
proteica e que sejam resistentes a altas temperaturas. O efeito do manitol e do glicerol
foram testados em fermentacdo submersa com inulinase purificada de Streptomyces sp.
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ALKC 4 a 80°C por 1 h, e apresentaram atividade de 99% (manitol) e 93% (glicerol)
em relacdo ao controle sem aquecimento, sendo que o controle com aquecimento a
atividade foi de 30% (SHARMA e GILL, 2007).

Em condi¢des da baixa atividade de agua, como na fermentacdo em estado
solido, pode ocorrer o acumulo pelos micro-organismos de ions, assim como de
amino&cidos ou poliois, na tentativa de reduzir a perda de &gua de suas células. Os
fungos geralmente acumulam poliois como glicerol, manitol, eritritol e arabitol
(RUITJER et al., 2004). Dessa forma, levanta-se a hipdtese de que o farelo de yacon
tenha maior capacidade de promover a sintese desses poliois, uma vez que possui alta
quantidade de glicose, frutose e sacarose, ou seja, fontes de carbono para essa sintese.
Reina et al. (2015) observaram alta producdo de manitol a partir da fermentacdo
espontanea de yacon.

O comportamento diferencial das inulinases em fungdo do pH e temperatura,
comparando os observados com os valores encontrados na literatura, pode estar
relacionado ao fato de que os micro-organismos produzem inulinases diferentes, como
demonstrado na revisdo de Ricca et al. (2007), onde foram relatadas as massas
moleculares de inulinases variando de 53 kDa (A. ficuum) até 300 kDa (A. niger). A
massa molecular pode variar entre inulinases produzidas pelo mesmo micro-organismo,
como a variacdo em Aspergillus ficuum JNSP5-06 de 31 kDa para endoinulinase 1l a 70
kDa para exoinulinase | (CHEN et al., 2009).

Caracterizacdo e quantificacédo dos acucares por CLAE

Os PES de farinha de yacon com A. niger 40018, A. niger 01 e Fusarium sp. 13
apresentaram porcentagens superiores de FOS (Tabela 1), sugerindo que além das
enzimas inulinases que hidrolisam a inulina para formar FOS, houve a producdo das
enzimas B-D-frutosiltransferases, pois estas apresentam tanto a atividade de hidrolise
quanto a atividade de transferase, em graus diferentes, o que contribui para a produgéo
de FOS (GHAZI et al., 2007).

Os teores de FOS na farinha de yacon fermentados com A. niger 40018, A. niger
01 e Fusarium sp. 13 foram superiores aos teores de FOS na farinha de yacon obtidos
por Rodrigues et al. (2011) de 25,7% e Vasconcelos et al. (2010) de 19,4%, e inferiores
aos de Genta et al. (2005) de 44,2% e de Lobo et al. (2007) de 55,3%. No entanto, essas
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variagcBes podem ocorrer devido ao periodo de cultivo e da colheita, cultivar, tempo de
armazenamento e das condigdes de estocagem, como também o método de secagem,
sendo que a liofilizacdo é um método mais eficiente do que a secagem em estufa e
proporciona maior teor de FOS (LOBO et al., 2007). Além disso, pode ocorrer devido a

acdo enzimatica quanto a producéo de FOS.

Tabela 1. Composicdo dos acUcares dos preparados enzimaticos soélidos (PES)
selecionados para analise de CLAE

% de agucares
PES Frutose Glicose Sacarose FOS Inulina
Farinha de yacon + A. niger 01 37,76 4,73 439 2894 0,00
Farinha de yacon + Fusarium sp. 13 17,27 1,74 2,08 26,84 0,04
Farinha de yacon + A. niger 40015 4,78 0,58 0,56 3,51 0,02
Farinha de yacon + A. flavipes 40024 2,58 0,35 0,54 3,18 0,00
Farinha de yacon + A. niger 40018 36,72 4,30 515 33,31 0,06
Farinha de yacon** - - - 27,00 14,00
**dados do fabricante (Giroil®)

A fermentacdo com os fungos A. niger 40018, A. niger 01 e Fusarium sp. 13,
além de proporcionarem maior teor de FOS, mantiveram maiores teores de frutose,
glicose e sacarose, com destaque para a frutose. Considerando que 0 yacon possui
aproximadamente 90% de carboidratos em sua matéria seca e estes carboidratos podem
conter de 40 a 70% de frutanos (inulina e FOS) (MANRIQUE et al., 2005); 8,5 a 19,5%
de sacarose; 3,2 a 21,6% de frutose e 2,0 a 5,4% de glicose (HERMANN et al., 1999); é
provavel que estes carboidratos ja estivessem na composicdo da matéria prima, e nao
apenas provindo da inulina hidrolisada.

A fermentagdo com os fungos A. niger 40015 e A. flavipes 40024 apresentaram
baixos valores de todos os carboidratos, possivelmente pelo maior tempo de
fermentacdo (72 horas) em relacdo aos demais fermentados (48 horas), o que deve ter
proporcionado a quebra desses carboidratos para a formacgédo de outros compostos.

Como o PES da farinha de yacon com A. niger 40018 apresentou composicao de
acucares promissora para a utilizacdo na alimentacdo animal, foi realizada a
caracterizagdo bromatoldgica do mesmo (Tabela 2).

Padilha et al. (2012) observaram os valores de 3,36% de proteinas; 4,2 de cinzas,
282,35 kcal 100 g™* de valor calérico; 0,19% de lipidios; 66,8% de carboidratos; 12,21%
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de fibras dietéticas e 1,45% de frutanos. Rodrigues et al. (2011) observaram os valores
de 2,7% de proteinas; 5,4 de cinzas; 142,75 kcal 100 g de valor calérico; 0,15% de
lipidios; 8,6% de glicose; 21,1% de frutose; 16,3% de sacarose; 38,95% de fibras totais
e 25,7% de fruto-oligossacarideos. Os valores de proteina e energia da farinha de yacon
e do PES (Tabela 2) sdo maiores e as cinzas, lipideos e fibras sdo menores que os
apresentado por Padilha et al. (2012) e Rodrigues et al. (2011), apesar de haverem

grandes variagoes.

Tabela 2. Composicdo bromatoldgica, atividade da lipase e antioxidante da farinha de
yacon e do preparado enzimatico sélido (PES) de farinha de yacon com A. niger 40018.

Componentes Farinha de yacon PES
Matéria seca (%) 91,93 45,85
Proteina bruta (%) 5,12 4,43
Extrato etéreo (%) 0,00 0,00
Matéria mineral (%) 3,29 2,94
Fibra bruta (%) 4,61 4,35
Energia bruta (cal 100 g 368,6 373,6
Atividade da lipase (U mL™) 14,86 20,24
Atividade antioxidante (% reducdo DPPH) 27,2 93,5

A quantidade de FOS (Tabela 2) também pode ser considerada superior aos
autores supracitados. Como ndo ha na literatura as mesmas avaliagdes para o PES, a
comparacdo fica prejudicada. Considerando que o PES pode ser utilizado em racdes
como aditivo em baixas quantidades, a sua composi¢cdo bromatolégica ndo traz
nenhuma restrigdo para a utilizagdo com essa finalidade.

A atividade de lipase do PES foi de 20,24 U mL™, enquanto que na farinha de
yacon sem fermentacéo a atividade foi de 14,86 U mL™, ou seja, uma diferenca de 5,38
U mL™. Considerando que a farinha de yacon tem baixa (RODRIGUES et al., 2011;
PADILHA et al., 2012) ou nula (Tabela 2) quantidade de lipideos, também demonstra
que a lipase foi produzida também pelo fungo durante a fermentacdo de forma
constitutiva.

A presenca de lipase no PES, embora baixa (20,24 U mL™), é interessante do
ponto de vista da nutricdo animal, principalmente no caso de animais jovens, que
apresentam sistema enzimatico imaturo e baixa eficiéncia em digerir lipideos (PUGH,
1993).
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A atividade antioxidante, mensurada pela porcentagem de reducdo do DPPH, foi
de 93,5% para o PES, enquanto a farinha de yacon sem fermentacdo apresentou 27,2%
de reducdo do DPPH, ou seja, a fermentacdo com A. niger 40018 promoveu aumento de
66,3% na atividade antioxidante da farinha de yacon. A atividade antioxidante do yacon
foi associada com a presenca de 48,5 pg g™ de 4cido clorogénico e 14,6 pg g de L-
triptofano (YAN et al., 1999). Os mesmo autores observaram reducdo do DPPH do
yacon liofilizado de 13,8% até 93,2%, dependendo do solvente, sendo que a maior
reducdo foi com o metanol como solvente.

Do ponto de vista da nutricdo animal, a atividade antioxidante do PES pode ser
interessante por promover maior durabilidade as racdes apos as misturas, mitigando as
perdas oxidativas de vitaminas lipossolUveis e lipideos em geral, apesar de que este
efeito deve ser analisado conforme o nivel de incluséo do PES.

A fermentacéo da farinha de yacon com A. niger 40018 potencializou a atividade
antioxidante, efeito ja relatado por outros autores para o género Aspergillus. Angelova
et al. (2000) observaram atividade da enzima superéxido dismutase de 60 U mg™ e da
enzima catalase de 10 U mg™ durante o crescimento do A. niger 26 em meio submerso.
Arora e Chandra (2011) observaram alta produgdo de compostos fendlicos totais, no
valor de 5,68 mg mL™, além do potencial de 89,8% de reducdo de DPPH pelo fungo A.
fumigatus em meio submerso. Conforme demonstrado, o Aspergillus tem potencial para
produzir varios compostos antioxidantes, o que explica a grande diferenca entre a

reducdo do DPPH para a farinha de yacon sem fermentacéo.

CONCLUSOES

Independente do micro-organismo, a farinha de yacon promove maior atividade
de inulinase que bagaco de cana-de-agucar, farelo de trigo e farelo de soja. A inulinase
produzida na fermentacéo da farinha de yacon apresenta maior atividade e estabilidade
em uma ampla gama de pH e temperatura.

A fermentacgéo da farinha de yacon por A. niger 40018, A. niger 01 e Fusarium
sp. 13 por 48 horas proporciona alto teor de FOS e frutose, enquanto que a fermentagéo
da farinha de yacon por A. flavipes 40024 e A. niger 40015 por 72 horas, proporciona
reducdo dos carboidratos.
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O preparado enzimético solido da farinha de yacon por A. niger 40018 possui
alta atividade de lipase e antioxidante.
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USO DO PREPARADO ENZIMATICO SOLIDO DE FARINHA DE YACON
COM ASPERGILLUS NIGER COMO PREBIOTICO PARA FRANGOS DE
CORTE

Resumo. A fermentagdo em estado solido (FES) de farinha de yacon com o fungo
Aspergillus niger 40018 resulta em um preparado enzimatico sélido (PES) rico em
fruto-oligossacarideos (FOS), o que confere bom potencial para utilizacgdo como
prebidtico em ragdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do PES de farinha de
yacon com Aspergillus niger 40018 sobre o desempenho, pH cecal, parametros
bioquimicos dos lipideos, turnover na mucosa intestinal e pardmetros microbiol6gicos
no contetdo cecal em frangos de corte. No primeiro experimento foram testadas as
dietas basal, promotor de crescimento Enradin® (0,125 g kg™), inulina (1%), inulina +
FOS (1%), FOS (1%) e PES (1%). Nao houve alteracdo no desempenho, pH cecal e
perfil lipidico com a utilizagdo do PES. No segundo experimento foram testadas as
dietas basal, inulina + FOS (1%) e PES (1%). O PES promoveu reducdo mais acentuada
na contagem de Salmonella Enteritidis (SE) apds a inoculacdo nas aves e,
consequentemente, o turnover da mucosa intestinal foi mais lento. Os Lactobacillus
spp. isolados dos cecos das aves ndo apresentaram diferencas na inibicdo da SE.
Conclui-se que o preparado enzimatico sélido de farinha de yacon com A. niger 40018

apresenta efeito prebidtico em frangos de corte.

Palavras-chave: Smallanthus sonchifolius, fruto-oligossacarideos, turnover, Salmonella
Enteritidis.

USE OF SOLID ENZYMATIC PREPARATION OF YACON FLOUR WITH
ASPERGILLUS NIGER 40018 AS PREBIOTIC TO BROILER

Abstract. The solid state fermentation (SSF) of yacon flour with Aspergillus niger
40018 results in a solid enzymatic preparation (SEP) rich in fructooligosaccharides
(FOS), considered a good potential to use as a prebiotic in animal diets. The aim of this
work was to evaluate the effect of SEP of yacon flour with Aspergillus niger 40018 on

performance, caecal pH, biochemical parameters, gut mucosal turnover and
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microbiological parameters of caecal content of broilers. In the first trial it were tested
the diets: basal, growth promoter Enradin® (0,125 g kg™), inulin (1%), inulin+FOS
(1%) and SEP (1%). There was not change on performance, caecal pH and lipidic
profile with the use of SEP. In the second trial it were tested the diets: basal,
inulin+FOS (1%) and SEP (1%). The SEP promoted a stronger reduction of Salmonella
Enteritidis number after the birds inoculation, and, consequently, the mucosal gut
turnover was slower. The isolated Lactobacillus spp. from birds caecum did not show
differences on Salmonella Enteritidis inhibition. It is concluded that the SEP of yacon

flour with A. niger 40018 has prebiotic effect in broilers.

Keywords: Smallanthus sonchifolius, fructooligosaccharide, turnover, Salmonella
Enteritidis.

INTRODUCAO

Os alimentos nutracéuticos e funcionais, além de suas funcbes primordiais de
nutrir, tém também caracteristicas especificas que promovem a saude, devido aos seus
compostos bioativos. Os compostos podem ser agrupados pelos mecanismos de acéo,
como a atividade antioxidante, antibacteriana, anti-hipercolesterolémico, anti-
inflamatdria, anticarcinogénico, protecdo contra osteoporose, entre outros (WILDMAN
e MIKE, 2006).

Os nutracéuticos movimentam um mercado de bilhGes de dolares devido a
grande demanda de produtos para prevencdo e tratamento de doencas. No entanto, as
dificuldades de extragdo a partir de fontes naturais, tais como plantas e animais,
restringem a producdo em larga escala e encarecem o produto. Uma alternativa
sustentavel tem sido a producdo via fermentacdo microbiana, que sintetiza diversos
produtos como fitoquimicos, prebidticos, polissacarideos, aminoacidos e outras
biomoléculas (WANG el al., 2016).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é um processo no qual os micro-
organismos crescem na superficie de materiais solidos. Nesse processo, a composi¢do
do material pode ser modificada pela adi¢do de nutrientes ou dgua para otimizar o meio

ou para regular a atividade da agua durante a fermentacdo (SINGHANIA et al., 2009).
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Diversos tipos de micro-organismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos, séo
usados na FES, mas os fungos filamentosos sdo mais comumente utilizados e estudados.
Esta preferéncia ocorre devido a sua capacidade de crescer naturalmente em superficies
solidas com baixa atividade da dgua e pela formacao de hifas, que podem penetrar mais
profundamente no substrato (PENG e CHEN, 2008; GRAMINHA et al., 2009). Os
fungos filamentosos de maior interesse industrial para a produgéo de enzimas incluem
os Aspergillus oryzae e Aspergillus niger que sdo considerados ndo tdxicos, sendo
avaliados como micro-organismos seguros pelo FDA e GRAS ( FAWOLE e ODUNFA,
2003; WANG et al., 2003; TAILOR e RICHARDSON, 1979).

O resultado da FES é um preparado enzimatico sélido (PES) rico em diversas
moléculas com atividade biolégica, como enzimas, acido citrico, &cido latico, 2,3
butanodiol, 6leos e proteinas de organismos unicelulares (CHI et al., 2011). Dentre
essas enzimas pode-se produzir inulinases (2,1-p-D-frutano frutanohidrolase, EC
3.2.1.7) que catalisam a hidrélise do carboidrato prébiotico inulina, produzindo inulo-
oligossacarideos, frutose e glicose como principais produtos (NEAGU e BAHRIN,
2011) e B-D-frutosiltransferases, pois estas apresentam atividade de transferase, o que
contribui para a producéo do prebidtico FOS (GHAZI et al., 2007).

Os prebiodticos sdo compostos alimenticios que chegam ao intestino grosso
intactos, ndo sofrendo digestdo pela acidez do estdbmago e enzimas digestivas, e servem
como substrato seletivo de grupos especificos de micro-organismos benéficos a saude,
ja presentes na microbiota intestinal como as bifidobactérias e os lactobacilos
(ROBERFROID, 2007).

O yacon (Smallanthus sonchifolius) é um tubérculo conhecido como uma fonte
abundante de B - (2— 1) fruto-oligossacarideos (FOS) e inulina (GOTO et al., 1995). O
efeito prebidtico do yacon foi demostrado in vitro pela fermentacdo seletiva de
bifidobactérias e lactobacilos (PEDRESCHI et al., 2003). Além de suas propriedades
prebioticas, € um excelente antidiabético, antioxidante e antimicrobiano (OJANSIVU et
al., 2011).

Em ensaios prévios, no processo de FES utilizou-se o substrato de farinha de
yacon com o fungo Aspergillus niger 40018 e obteve-se como resultado um PES rico

em inulinases que disponibilizou maior quantidade de FOS no meio reacional.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do PES de farinha de yacon com
Aspergillus niger 40018 sobre o desempenho, pH cecal, pardmetros bioquimicos dos
lipideos, turnover na mucosa intestinal e parametros microbioldgicos no contetdo cecal

em frangos de corte.

MATERIAL E METODOS
Desempenho (Experimento I)

O experimento foi conduzido de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacio Animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(Protocolo 156/2013-CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Aves do
Departamento de Melhoramento e Nutricgdo Animal, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu. Seiscentos pintos de corte
machos, da linhagem Cobb, com um dia de idade, vacinados no incubatério contra as
doencas de Gumboro, Marek e Bouba aviaria, foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizados, com seis tratamentos e 4 repeticbes de 25 aves cada. Os
tratamentos foram assim constituidos: dieta basal; dieta suplementada com promotor de
crescimento Enradin®; dieta suplementada com inulina; dieta suplementada com
inulina + FOS (1:1); dieta suplementada com FOS e dieta suplementada com preparado
enzimatico solido (PES) contendo 33,3% de FOS e 0,06% de inulina. O promotor de
crescimento foi adicionado na proporcéo de 0,125 g kg™ de dieta basal, & custa do
inerte. Os prebidticos foram oferecidos as aves durante todo periodo experimental na
proporcao de 10 g kg™ de dieta basal.

O periodo de criagdo das aves foi dividido em 4 fases nutricionais: pré-inicial (1
a 7 dias), inicial (8 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias). As dietas
foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais propostas por Rostagno et al.
(2011) (Tabela 1). O fornecimento de &gua e racao foi ad libitum.

As aves foram alojadas em um galp&o experimental, com 24 boxes de 2,5 m?,
com capacidade de 30 aves/boxe, na densidade de 12 aves m™. Para 0 aquecimento
inicial dos pintainhos, cada boxe possuia uma lampada infravermelha de 250 watts que
foi retirada no sétimo dia de idade. A temperatura e a ventilacdo foram controladas
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manualmente, manejando-se as cortinas laterais do galpdo. O programa de luz foi
constante com lampadas incandescentes de 60 watts até aos 21 dias de idade. Apds 0s
21 dias foi fornecida 18 horas de luz (03:01 a 20:59h) e 6 horas de escuro (21:00 a
03:00h).

Tabela 1. Composi¢des centesimais e nutricionais das dietas experimentais

Ingrediente Pré-inic_ial Inicial_ Crescimepto Final _
la7dias 8a?2ldias 22a35dias 36 a42dias

Milho 54,40 56,40 59,06 63,17
Farelo de soja (45%) 35,45 33,23 29,63 26,46
Oleo de soja 2,10 3,16 4,20 4,15
Protenose® (60%) 2,50 2,00 2,00 1,70
Bicarbonato de sédio 0,14 0,14 0,14 0,14
Calcério calcitico 0,90 0,90 0,80 0,80
Sal comum 0,35 0,35 0,35 0,35
Fosfato bicélcico 1,95 1,65 1,65 1,15
Suplemento vitaminico-mineral® 0,40 0,40 0,40 0,40
DL-Metionina (99,0%) 0,26 0,26 0,26 0,26
L-Lisina (78,4%) 0,34 0,30 0,30 0,26
L-Treonina (98,5%) 0,15 0,15 0,15 0,10
Cloreto de Colina (60%) 0,06 0,06 0,06 0,06
Inerte? ou Prebiético® ou P.C. 1,00 1,00 1,00 1,00

TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00

Composigéo nutricional calculada

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2960 3051 3151 3200
Proteina Bruta (%) 22,42 21,23 19,81 18,45
Fibra Bruta (%) 2,86 2,77 2,62 2,52
Metionina dig. (%) 0,57 0,55 0,54 0,52
Metionina+Cistina dig. (%) 0,87 0,84 0,81 0,78
Lisina dig. (%) 1,31 1,22 1,13 1,02
Treonina dig. (%) 0,90 0,86 0,81 0,72
Triptofano dig. (%) 0,24 0,23 0,21 0,19
Ac. Linoleico (%) 2,52 3,10 3,68 3,70
Calcio (%) 0,92 0,84 0,79 0,67
Fasforo disp. (%) 0,47 0,41 0,41 0,31
Potassio (%) 0,81 0,77 0,72 0,67
Sédio (%) 0,19 0,19 0,19 0,19
Cloro (%) 0,26 0,26 0,26 0,26

Suplemento vitaminico e mineral BRNOVA® (por kg de ragdo): colina, 32,000 g; vit. A, 1.750,000,000 UI; vit. D3, 500.000,000
Ul; vit. E, 2.750,000 UlI; vit. K3, 400,000 mg; vit. B1, 400,000 mg; vit. B2, 1.125,000 mg; vit. B6, 550,000 mg; vit. B12, 2.500,000
mcg; niacina, 8.000,000 mg; ac. félico, 200,000 mg; ac. pantoténico, 3.000,000 mg; antioxidante BHT, 25,000 g; Salinamicina
5,000 g; selénio, 50,000 mcg; iodo, 300,000 mcg; ferro, 12,500 mg; cobre, 2.500,000 mg; manganés, 20,000 g; zinco, 15,000 g.
2Caulim. 3Fruto-oligossacarideos; Inulina; Preparado enzimético sélido (farinha de Yacon fermentado com A. niger 40018). *
Promotor de Crescimento (P.C.) Enradin®.
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O desempenho foi avaliado nos periodos acumulados de 1 a 21 e 1 a 42 dias de
idade. As variaveis analisadas foram: peso corporal (peso das aves de cada boxe no
alojamento, aos 21 e 42 dias de idade), ganho de peso (diferenca entre o peso ao final de
cada periodo e o peso inicial no alojamento), consumo de ragdo (diferenca entre o total
de racéo fornecida e as sobras colhidas no final de cada periodo, baseado no nimero
médio de aves), conversao alimentar (raz&o entre o total de racdo consumida e o ganho

de peso, corrigido pelo peso das aves mortas) e mortalidade.

Perfil lipidico e pH do ceco

No final do periodo experimental foram selecionados, dez aves por tratamento,
totalizando 60 aves, com peso medio da unidade experimental. Cada ave foi considerada
uma unidade experimental.

Foram coletados 5,0 mL de sangue da veia braquial das aves aos 41 dias de
idades, totalizando 60 amostras de sangue. As amostras foram acondicionadas em tubos
de ensaio, que foram deixadas em descanso para a formacdo de coagulo, e
posteriormente centrifugadas durante 10 minutos a 1.500 rpm, para separacdo do soro.
O soro foi acondicionado em microtubos de polipropileno (Eppendorf®), identificados,
imediatamente congelados e enviados ao Laboratorio de Bioquimica da Unidade de
Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) da UNESP do Campus de Botucatu, para avaliacdo dos seguintes parametros:
niveis plasmaticos de triglicerideos (mg/dL), colesterol total (mg/dL), HDL colesterol
(mg/dL) e glicose (mg/dL). O VLDL e LDL colesterol foram calculados de acordo com
a formula de Friedewald et al. (1972):

Equacdo 1  (VLDL colesterol) = (triglicerideos/5)
Equacdo 2  (LDL colesterol) = (colesterol total) — (HDL colesterol) — (VLDL
colesterol)

Aos 42 dias de idades as mesmas 60 aves foram abatidas manualmente por
deslocamento cervical, evisceradas e o conteudo cecal exposto para determinagdo do
pH. O conteudo cecal foi colocado em frascos plasticos com 50 mL de agua destilada,
que em seguida foram agitados e deixados em repouso por aproximadamente 5 minutos

em temperatura ambiente com posterior leitura com pHmetro digital.
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Os dados de desempenho e pH do ceco foram submetidos a anélise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Turnover na mucosa intestinal (Experimento I1)

Foram utilizados 420 pintos de corte machos, da linhagem Cobb, com 1 dia de
idade, alojados no Infectério e Laboratério de Ornitopatologia do Departamento de
Clinica Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP do
Campus de Botucatu. O experimento iniciou-se em 09 de marc¢o de 2015 e finalizou-se
em 13 de abril de 2015.

Os tratamentos foram constituidos por trés dietas: basal; suplementada com
inulina + FOS (1:1); e suplementada com PES (farinha de yacon com A. niger 40018),
contendo 33,3% de FOS e 0,06% de inulina. Os tratamentos foram escolhidos de acordo
com os resultados que ndo prejudicaram o desempenho no experimento 1.

O periodo de criacdo foi dividido nas fases inicial (1 a 21 dias de idade) e
crescimento (22 a 35 dias de idade), para se obter menor variacao nos sinais isotopicos
das dietas. As dietas foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais propostas
por Rostagno et al. (2011) (Tabela 2). O fornecimento de agua e racéo foi ad libitum.

Os pintos foram obtidos de matrizes que estavam recebendo dietas compostas
predominantemente por plantas do ciclo fotossintético C4. Estes, ao nascerem,
possuiam em seus tecidos corporais sinais isotopicos de 13C semelhantes a esta dieta
(813C =-19,31 %0). Apos o alojamento, para avaliar o turnover na mucosa intestinal, os
pintos de um dia de idade receberam dietas compostas predominantemente por plantas
do ciclo C3, possuindo sinal isotopico de 13C diferente das dietas C4 fornecidas as
matrizes.

Com 21 dias de idade, todas as aves foram desafiadas com Salmonella enterica
subespécie enterica sorotipo Enteritidis fagotipo 4, isolada de figado de matrizes
pesadas, sorotipada pelo Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo-SP, mutante resistente ao
acido nalidixico (Nal) e rifampicina (Rif). Os indculos foram constituidos de culturas da
amostra de S. Enteritidis em caldo Brain Heart Infusion (BHI) incubados a 37°C por 24
horas. Os indculos foram administrados através de depdsito direto no esdéfago/inglavio,

com pipeta automética na quantidade de 0,5 mL/ave (10%%° UFC mL™).
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Apobs o desafio, no 21° dia de idade, as aves receberam as dietas compostas
predominantemente por plantas do ciclo C4, que possuem sinal isotdpico de 13C
diferentes da dieta na fase inicial. A mudanca na composicdo da dieta objetivou
provocar nova alteracdo no sinal isotopico para captar o turnover da mucosa intestinal

apos o desafio.

Tabela 2. Composigdes centesimais e nutricionais das dietas experimentais
1 a 21 dias de idade 22 a 42 dias de idade

Ingrediente Predominantemente C;  Predominantemente C,
Milho - 62,080
Quirera de Arroz 55,200 -
Farelo de soja (45%) 33,130 26,915
Oleo de soja 3,690 3,805
Protenose® (60%) 2,500 2,400
Bicarbonato de sodio 0,030 0,140
Calcario calcitico 0,820 0,800
Sal comum 0,460 0,350
Fosfato bicélcico 1,920 1,300
Suplemento vitaminico-mineral® 0,40 0,40
DL-Metionina (99,0%) 0,290 0,250
L-Lisina (78,4%) 0,360 0,360
L-Treonina (98,5%) 0,140 0,140
Cloreto de Colina (60%) 0,060 0,060
Inerte” ou Prebi6tico® 1,000 1,000
TOTAL 100,00 100,00
Composigéo nutricional calculada
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3005 3174
Proteina Bruta (%) 21,80 19,10
Fibra Bruta (%) 2,06 2,54
Metionina dig. (%) 0,60 0,52
Metionina+Cistina dig. (%) 0,86 0,79
Lisina dig. (%) 1,29 1,12
Treonina dig. (%) 0,82 0,77
Triptofano dig. (%) 0,25 0,19
Ac. Linoleico (%) 3,50 3,50
Caélcio (%) 0,70 0,70
Faésforo disp. (%) 0,34 0,34
Potassio (%) 0,68 0,68
Sédio (%) 0,19 0,19
Cloro (%) 0,26 0,26

Suplemento vitaminico e mineral BRNOVA® (por kg de racdo): colina, 32,000 g; vit. A, 1.750,000,000 UI; vit. D3, 500.000,000
Ul; vit. E, 2.750,000 UlI; vit. K3, 400,000 mg; vit. B1, 400,000 mg; vit. B2, 1.125,000 mg; vit. B6, 550,000 mg; vit. B12, 2.500,000
mcg; niacina, 8.000,000 mg; ac. félico, 200,000 mg; ac. pantoténico, 3.000,000 mg; antioxidante BHT, 25,000 g; Salinamicina
5,000 g; selénio, 50,000 mcg; iodo, 300,000 mcg; ferro, 12,500 mg; cobre, 2.500,000 mg; manganés, 20,000 g; zinco, 15,000 g.
2Caulim. *Fruto-oligossacarideos; Inulina; Preparado enzimético sélido (farinha de Yacon fermentado com A. niger 40018).
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Para as analises isotopicas foram realizados abates aos 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6;
8; 10; 14, 21, 21,5; 22; 22,5; 23; 23,5; 24; 25; 27; 28; 30; 32 e 35 dias de idade, sendo
que foram tomadas aleatoriamente oito aves por tratamento aos 0; 0,5; 1; 1,5; 21; 21,5;
22; 23; 25 e 28 dias de idade; nas demais datas foram utilizadas quatro aves por
tratamento. As aves foram sacrificadas por deslocamento da articulagdo cranio -
cervical, das quais foram colhidas amostras de mucosa do intestino delgado (na altura
do duodeno) por meio de raspagem com laminas histoldgicas de vidro. As amostras
foram acondicionadas em frascos graduados de 1,0 mL, identificadas e imediatamente
congeladas a -18°C até a sua preparacdo para as analises isotopicas. As coletas foram
concentradas nos primeiros dias de vida devido a maior velocidade na diluicdo isotopica
do 13C nos tecidos durante essa fase (HOBSON e CLARK, 1992). Cada ave foi
considerada uma repeticéo.

As anédlises isotopicas foram realizadas no Centro de Is6topos Estaveis
Ambientais do Instituto de Biociéncias (CIEA/IBB) da UNESP, Campus de Botucatu.
As amostras foram descongeladas, liofilizadas, homogeneizadas e pesadas aliquotas de
50 a 70 pg em capsulas de estanho, introduzidas no espectrdmetro de massa e
qgueimadas quantitativamente para obtencdo de CO, e determinagdo das razoes
isotdpicas de carbono.

A determinacdo da composicdo isotopica foi realizada com um espectrémetro de
massa DELTA-S (Finnigan Mat) acoplado ao Analisador Elementar (EA1108 CHN),
conforme método descrito por Ducatti et al. (1979).

Os resultados foram expressos em nota¢do 5'°C, em relacdo ao padréo Peedee
Belemnite (PDB), com erro de anélise da ordem de 0,2%o, pela equagdo abaixo:

8"°Camostra, padrao) = [(Ramostra/Rpadrio) = 1]

Onde: 5™*C = enriquecimento relativo da razéo **C/*2C da amostra em relagéo ao
padrdo PDB. Adimensional; R = razdo isotépica (*C/*2C) da amostra e do padrio.
Adimensional.

Para mensurar a velocidade de substituicdo do carbono da mucosa intestinal, foi
empregada a funcéo exponencial do tempo expressa pela equacdo abaixo (Ducatti et al.,
2002):

813C(t) —s8C (f) + [613C (i) - 613C(f)]e—(k+m)t



o1

Onde: 8"C(t) = enriquecimento isotépico do tecido em qualquer tempo (t).
Adimensional; 8**C(f) = enriquecimento isotépico do tecido no patamar de equilibrio,
ou condicdo final. Adimensional; *3C(i) = enriquecimento isotépico do tecido, na
condicdo inicial. Adimensional; k = constante de crescimento em unidades de tempo™:;
m = constante de turnover metabélico em unidades de tempo™; t = tempo (em dias)
desde a substitui¢do da ragéo.

O tempo (T) para ocorrer a substituicdo dos atomos iniciais pelos atomos finais
foi determinada com a equacao abaixo, na qual o valor de f (atomos trocados) varia de 0
a0,9999. Para o calculo de meia vida, f assume o valor de 0,5:

T = -1/(k+m) In(1-f)

Onde: T = meia vida em unidade de tempo (dias); In = logaritmo natural; k =
constante de crescimento em unidades de tempo™®; m = constante de turnover
metabdlico em unidades de tempo™;

A taxa de crescimento (constante k) requerida na equacdo acima foi calculada
com a derivacdo de equacao de crescimento exponencial:

M = M x e

Onde: k: constante de crescimento em unidades de tempo™; Mo: peso médio
inicial dos frangos; M: peso da ave no dia da coleta; t: tempo (em dias) desde a
substituicdo da racéo.

Como k+m foi obtido pela analise isotopica e k pela curva exponencial de

crescimento, m foi calculado por subtragéo simples.

Parametros Microbioldgicos

Para avaliar os parametros microbiolégicos foram utilizadas 144 aves dentre as
utilizadas na avaliagdo do turnover da mucosa intestinal, com 21 dias de idade, alojadas
no Infectorio e Laboratorio de Ornitopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria

da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu.

Coleta de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.

Aos 21 dias coletou-se o contetido cecal de 24 aves saudaveis, anteriormente ao
desafio com Salmonella Enteritidis (SE). Para esta avaliagdo foi utilizado o
delineamento de blocos casualizados, com oito repeti¢cbes de uma ave. A identificagcdo
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dos géneros foi baseada nas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas para o género
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. Para isso realizou-se o plagueamento
bacteriano em &gar de Man Rugosa Sharpe (MRS), cultivados em jarra de anaerobiose
contendo o sistema Anaerobac, com incubacgédo a 37°C por 48 horas. Posteriormente, as
coldnias de cada género foram submetidas as provas de coloracdo de Gram (PELCZAR
et al., 1981), teste de catalase (SHARPE, 1981), producao de gas em glicose (COLLINS
e HARTLEIN, 1982) e producéo de sulfeto de hidrogénio (H,S) em acUcar triple sugar
iron (TSI), conforme Sneath et al. (1986).

As bactérias caracterizadas como bacilos gram-positivos foram submetidas a
confirmacéo do género Lactobacillus e Bifidobacterium através da Técnica da Reagdo
em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando-se o kit de extracdo mini spin DNA
(KASVI®) na extracdo do DNA e os seguintes primers LbLMAl-rev 5-CTC
AAAACTAAACAA AGTTTC-3' e R16-1 5-CCTGTACACACCAGCCCGTCA-3
para Lactobacillus (DUBERNET et al., 2002), e 5-GGGTGGTAATGCCGGATG-3' e
5-CCACCGTTACACCGGGAA-3' para Bifidobacterium (KOK et al., 1996).

Para a reagdo de Lactobacillus foram utilizados 25 pmol de cada primer, 12,5 ul
de GoTaq Green Master Mix (Promega®), 2,5 ul de agua ultrapura ¢ 5 pl de amostra de
DNA, totalizando 25 pl. A amplificagdio foi realizada em um Termociclador
(Eppendorf®) tendo inicio com 94°C por 3 minutos para deshaturacdo, seguindo com
temperatura de anelamento a 53°C por 1 minuto, 72°C por 15 minutos para extensao,
seguido por 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 53°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e
30 segundos (DUBERNET et al., 2002).

Para a reagéo de Bifidobacterium foram utilizados 10 pmol de cada primer, 12,5
ul de GoTaq Green Master Mix (Promega®), 5,5 ul de agua ultrapura e 5 pl de amostra
de DNA, totalizando 25 ul. A amplificagdo foi realizada em um Termociclador
(Eppendorf®) tendo inicio com 1 ciclo de 94°C por 3 minutos para desnaturacéo,
seguindo com 44 ciclos na temperatura de anelamento a 55°C por 1 minuto, 72°C por 1
minuto e 72°C por 10 minutos para extensdo final (ALLEGRETTI, 2009). Aliquotas de
10 pl dos produtos amplificados foram submetidas a eletroforese com posterior

visualizacao sob luz ultravioleta.
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Avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana

As amostras de Lactobacillus e Bifidobacterium foram processadas através do
método spot on the lawn frente ao micro-organismo indicador Salmonella enterica,
subespécie enterica sorotipo Enteritidis fagotipo 4 (SE).

As amostras de Lactobacillus e Bifidobacterium foram semeadas em caldo MRS,
incubadas a 37°C por 48 horas em jarras de anaerobiose com gerador de anaerobiose.
Posteriormente, 10 pl dessas culturas foram adicionadas (forma de pontos) em placas de
Petri contendo 4gar MRS para Lactobacillus e Bifidobacterium. Apo6s sua completa
secagem, as placas foram novamente alocadas nas jarras de anaerobiose para incubacgéo
a 38°C por 24 horas. O micro-organismo indicador (SE) foi semeado em tubos contendo
5 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubado a 38°C por 12 horas.
Posteriormente, foram transferidos 200 uL dessa cultura para novos tubos contendo 20
mL de caldo BHI acrescido de 0,75% de &gar-agar, previamente preparado e mantido
em banho-maria a 45°C (SANTQOS, 1993). Esse preparado foi vertido cuidadosamente
nas placas incubadas anteriormente com as amostras de Lactobacillus ou
Bifidobacterium, ap6s a completa solidificacdo da camada superior, as placas foram
novamente incubadas.

A inibicdo do crescimento de SE por Lactobacillus ou Bifidobacterium foi
avaliada pelo diametro final da éarea de inibicdo (em mm), quando presente,
correspondendo a diferenca entre o halo de inibicdo total e o didametro da colénia
(CHATEAU et al., 1993).

Os dados de diametro de inibicdo foram submetidos a analise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Contagem de Salmonella Enteritidis (SE)

Para esta avaliacdo foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
parcelas subdivididas, sendo as parcelas constituidas por cinco coletas e as subparcelas
pelas trés dietas experimentais, com oito repeti¢des de uma ave cada. Para contagem de
SE foram sacrificadas oito aves por tratamento aos 21,5; 22; 23; 25 e 28 dias de idade,
totalizando 120 aves sacrificadas. Para obtencdo do contetdo cecal desses animais, 0
ceco foi aberto, o contetdo foi pesado e diluido em solucdo salina fosfatada tamponada
(PBS) 0,1%, na proporcdo de 1:10, obtendo-se a diluicdo 10™. As demais diluicdes



54

foram obtidas com diluigdes decimais seriadas, com posterior plaqueamento de 0,1mL
do contetido em duplicata de Agar Verde Brilhante (AVB) Nal/Rif, cultivadas durante
24 horas a temperatura de 37°C. O numero de UFC/grama de contetdo cecal obtido foi
convertido em log; para a interpretacédo dos resultados.

Os dados de contagem de SE foram submetidos a analise de variancia, sendo as
médias das coletas para cada dieta submetidas a analise de regressdo, a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desempenho

Na fase inicial (1-21 dias de idade) ndo houve efeito significativo para as
varidveis de desempenho (Tabela 3), corroborando Biggs et al. (2007) que avaliaram o
desempenho e observaram que ndo houve diferenca estatistica para nenhuma das
variaveis quando suplementaram 8 g kg™ de FOS, oligofrutose e inulina em dietas de
frango de corte até aos 21 dias de idade. Possivelmente a inclusdo de altos niveis de
prebidticos esta prejudicando a digestibilidade de alguns nutrientes. Embora 0s
carboidratos sollveis devam passar intactos pelo trato gastrointestinal nada impede que
eles, além de serem fermentados pelas bactérias, possam ser carreadores de alguns
nutrientes impedindo a absorcdo dos mesmos. Portanto, niveis de inclusdo inferiores
poderiam ser mais interessantes em relacdo ao desempenho, como relataram
Ammerman et al. (1988) que usando 3,75 g kg™ de FOS observaram melhora no ganho
de peso de frangos de corte.

No entanto, em todo o periodo experimental, de 1-42 dias de idade, o uso de
FOS aumentou significativamente o consumo comparado com a dieta basal. Yusrizal e
Chen (2003) também observaram o aumento do consumo e das demais variaveis de
desempenho como o uso de 10 g kg™ de FOS, mas ao compararem machos e fémeas,
apenas as fémeas apresentaram melhora no desempenho.

N&o houve diferenga entre as dietas para o ganho de peso (Tabela 3). Mesmo
havendo maior consumo de rac&o, para as aves que receberam 10 g kg™ de FOS, néo
ocorreu maior ganho de peso, pois possivelmente o FOS inibiu a absorcao de gordura e
mesmo as rages sendo isoenergéticas a ingestdo de racdo foi aumentada devido a

regulagdo energética.
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A inclusdo de 6% de parte aérea de chicoria apresentou maior ganho de peso e
menor conversao alimentar de frangos de corte em relacdo a dieta basal e menor
conversao alimentar em relacdo a inclusdo de 6% de inulina comercial proveniente de
raizes de chicoria (LIU et al., 2011). A incluséo de 12% de parte aérea de chicoria ndo
alterou o ganho de peso, mas aumentou a conversao alimentar. Os autores discutem que
apesar das dietas com inclusdes de chicoria apresentarem maior teor de fibras, tanto
sollveis quanto insolGveis, ndo houve grandes alteracdes na viscosidade da digesta, pelo

fato de ndo ter alterado o consumo e o desempenho das aves.

Tabela 3. Valores médios de peso inicial, consumo de racdo, ganho de peso médio,
peso final e conversdo alimentar (CA) de frangos de corte, segundo os tratamentos nos
periodos de 0 a 21 e 0 a 42 dias de idade.

Peso inicial Consumo Peso final  Ganho peso CA

Tratamento (g/ave) (g/ave) (g/ave) . (g/ave)

--------------------------- 0 a 21 dias ----------=-=-=-=-------
Basal 46,1 905 728 682 1,33
Antibidtico 46,0 905 732 686 1,33
PES 46,3 925 739 693 1,34
Inulina 46,2 938 746 700 1,34
Inulina+FOS 45,7 986 776 730 1,35
FOS 46,4 987 809 763 1,30
CV (%) 0,97 6,77 6,47 6,88 4,55
P-valor 0,373 0,271 0,191 0,192 0,875

--------------------------- 0 a 42 dias -----------------------
Basal 3790 b 2843 2797 1,35b
Antibidtico 3859 ab 2854 2808 1,38 ab
PES 3881 ab 2875 2828 1,37 ab
Inulina 3989 ab 2903 2857 1,40 ab
Inulina+FQOS 4030 ab 2905 2860 1,41 ab
FOS 4238 a 2960 2914 1,46 a
CV (%) 4,81 3,68 3,73 2,76
P-valor 0,047 0,669 0,670 0,018

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV: coeficiente de variagdo. P: probabilidade de F.

pH do ceco
O pH da digesta cecal dos frangos alimentados com a dieta basal foi superior ao

dos suplementados com inulina, ndo se diferenciando dos demais (Tabela 4).
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Os efeitos do uso de inulina e frutooligossacarideos pode estar relacionado tanto
com a mudanca do perfil de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), quanto ao aumento
dos mesmos, por isso, a diminuicdo do pH. Este efeito também esta relacionado com a
hiperplasia da mucosa intestinal e aumento da espessura da parede tanto no intestino
delgado quanto no ceco (REMESY et al., 1992).

Tabela 4. Valores médios de pH do contetido do ceco de frangos de corte aos 42 dias de
idade.

Tratamento pH Ceco
Basal 6,49 a
Antibidtico 6,11 ab
PES 6,33 ab
Inulina 5,88 b
Inulina+FOS 6,26 ab
FOS 6,24 ab
CV (%) 6,78
P-valor 0,071

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. CV:
coeficiente de variag&o.

Os micro-organismos benéficos, como os Lactobacillus spp. e Bifidubacterium
spp., metabolizam os carboidratos tipo frutanos e essa fermentacédo seletiva proporciona
reducdo do pH. Pesquisas sugerem que dietas contendo inulina e frutooligossacarideos
modificam a fermentacao no intestino grosso podendo reduzir o pH da digesta cecal de
animais monogastricos (BLOTTIERES et al., 1999; JOZEFIAK et al., 2004; LEVRAT
et al.,, 1991; MEEHYE, 2002). Corroborando os autores supracitados, observou-se
efeito significativo na redugdo do pH com o uso de inulina comparada a dieta basal. Nos
tratamentos FOS e Inulina + FOS ndo houve efeito significativo quanto a reducdo do
pH. Rehman et al. (2008) suplementou 1% de inulina em frangos de corte, porém néo
observou efeito significativo na concentracdo total dos AGCC na digesta do ceco
responsaveis pela redugdo do pH. Sendo assim, a redugdo do pH sé é possivel se os
micro-organismo utilizarem as fontes prebidticas, caso contrario ndo havera mudancas
no pH do intestino grosso.

Rebolé et al. (2010) observaram aumento da producdo de &cido butirico e latico
do contetdo cecal de frangos alimentados com 1% e 2% de inulina, enquanto que o

acido latico, acido propiénico e o pH cecal ficaram inalterados. Esse resultado
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demonstra que mesmo que ndo ocorram grandes variacbes no pH do ceco, pode haver

alteracdes na producéo de AGCC.

Perfil lipidico

N&o houve diferenca significativa para nenhum dos parametros do perfil lipidico
do soro sanguineo (Tabela 5). Yusrizal e Chen (2003) avaliaram a suplementacédo de 1%
de inulina em dietas de frango de corte observaram reducdo significativa dos niveis de
colesterol sérico, tanto para machos quanto para fémeas, sugerindo que a reducdo nos
niveis de colesterol pode ter sido devido aos Lactobacillus spp. estarem assimilando os
lipidios ou a reducdo do colesterol plasmatico se daria por uma menor absorcao, a
medida que ha uma co-precipitacdo do colesterol juntamente com os &cidos biliares
desconjugados. Chen et al. (2005) também observaram reducdo do colesterol sérico em
galinhas poedeiras alimentadas com 1% de inulina (GP 3-65) e 1% FOS (GP 2-8).

Tabela 5. Perfil lipidico do soro sanguineo de frangos de corte aos 42 dias de idade.
Colesterol Triglicerideos  HDL Glicose VLDL LDL

Tratamento ") (mg/dl)  (mg/dl)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Basal 133 112 o1 259 22 20
Antibiético 136 110 92 263 22 22
PES 130 99 01 266 20 19
Inulina 133 104 92 261 21 20
Inulina+FOS 138 109 95 261 22 20
FOS 140 92 97 258 18 25
CV (%) 10,77 27,92 11,91 495 2794 3715
P-valor 0,700 0,667 0802 0,739 0664 0,587

CV: coeficiente de variagéo.

Velasco et al. (2010) avaliaram a adicdo de inulina (5-10 g kg™ de dieta basal)
em dietas com duas fontes de 6leo (6leo de palma e girassol) para frangos de corte e
observaram reducdo do teor hepatico de lipidios totais e colesterol total (apenas na
ultima fase das aves alimentadas com dietas contendo 6leo de girassol) e diminuicéo da
concentragdo de triglicerideos do soro sanguineo e colesterol VLDL.

Shang et al. (2010) avaliaram niveis de 0 a 2% de inclusdo de inulina em dietas
de galinhas poedeiras e ndo observaram reducdo de colesterol LDL e HDL em nenhum

dos niveis de inclusao, corroborando os resultados do presente estudo.
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Como exposto, a literatura é bastante contraditoria quanto a modulacao lipidica
com o uso de prebioticos. No entanto, observamos que o efeito de reducdo lipidica esta
relacionado aos niveis de inclusdo dos frutanos, niveis energéticos das racdes, fontes
energéticas, sexo e idade dos animais, entre outras variaveis. Ortufio et al. (2009) ao
avaliarem dietas com teor elevado de gordura contendo frutanos com diferentes graus de
polimerizacdo (GP) em ratos, ndo observaram mudangas no perfil lipidico, a excec¢do do

HDL, que apresentou crescente aumento com o uso de frutanos até aos 75 dias de idade.

Parametros Microbioldgicos

Ambos os tratamentos prebidticos apresentaram redugdo na contagem de SE no
ceco dos frangos (Tabela 6 e Figura 1). Na dieta basal, a contagem de SE apresentou
comportamento quadratico em funcdo do tempo ap6s a inoculacdo, com maxima
contagem estimada em 1,83 dias apds a inoculacdo. Para as dietas com PES e com
Inulina+FOS, houve reducéo linear da contagem de SE, contudo com a inclusdo do PES
este efeito foi mais pronunciado, com coeficiente angular da reta de -0,59, contra -0,35
da inulina+FOS. Nas compara¢des pontuais dentro de cada coleta, observa-se que no
inicio e no final as contagens ndo se diferenciam. Contudo, aos 2 e 3 dias apo6s a
inoculacéo a dieta com PES apresentou menor contagem de SE.

Fukata et al. (1999) também observaram efeito do prebiético FOS na contagem
de SE em cecos de frangos desafiados aos 21 dias de idade. Entretanto, os autores
avaliaram em periodos diferentes, sendo que o efeito prebidtico foi efetivo desde o
primeiro dia ap6s o desafio até a Ultima avaliacdo, aos 14 dias.

Bailey et al. (1991) observaram que o FOS reduziu o crescimento de Salmonella
typhimurium in vitro. Ao avaliarem o FOS in vivo, 0s autores ndo observaram efeito
significativo do FOS isoladamente, todavia, quando suplementado com uma cultura de
exclusdo competitiva (preparado do contetdo cecal de aves livres de Salmonella), o
FOS foi efetivo.

Das 24 amostras coletadas do conteudo cecal antes do desafio com SE, foram
isoladas 221 colonias bacterianas, dentre essas, 138 colbnias nédo identificadas como
Lactobacillus e Bifidobacterium reprovaram nos testes morfolégicos (teste de Gram) e
bioguimicos (catalase, KOH, glicose e TSI). As 83 colbnias isoladas foram submetidas
ao teste de identificacdo de género pela técnica de PCR, nas quais 53 col6nias foram
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identificadas como Lactobacillus e 19 como Bifidobacterium, sendo posteriormente
utilizadas no ensaio de inibicdo de SE.

Tabela 6. P-valor da ANAVA da contagem de Salmonella Enteritidis no ceco de
frangos de corte em funcéo das coletas e dietas, basal e suplementadas com preparado

enzimaético solido (PES) e inulina+FOS (In+FOS).

FV P-valor
Coletas <0,001
Dietas 0,1379
Coletas x Dietas 0,0651
Desdobramento de Coletas dentro de Dietas
Basal
Linear *x
Quadratica *
PES
Linear **
Quadratica ns
In+FOS
Linear falad
Quadratica ns
7 -
——— PES  y=5,60-0,39x R?=0,79
IN+FOS y = 5,60 - 0,25x R?=0,85
6 - 8 Basal y=4,93+0,45x- 0,09 R?=0,69
ey
o> 5 A
vy
2
g«
-
3 4
2 . . . ; . .
0 1 2 3 4 6 7

Dias ap06s a inoculagao

Figural. Contagem de Salmonella Enteritidis no ceco de frangos de corte em funcéo
das dietas basal e suplementadas com preparado enzimatico solido (PES) e inulina+FOS
(In+FQS).
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Né&o houve diferenca significativa (P = 0,390) entre os tratamentos para o halo
de inibicdo de SE pelos Lactobacillus sp. isolados do ceco (Figura 2), possivelmente
pela alta variabilidade dos dados, demonstrada pelos altos valores de erro padrdo da
média. Contudo, as dietas contendo Inulina+FOS tenderam a apresentar maior halo de
inibicdo, o que poderia ser estatisticamente superior caso a variabilidade dos dados
fosse menor. Esse resultado demonstra que os Lactobacillus sp. isolados do ceco dos
frangos com as diferentes dietas possuem similar capacidade de inibir a SE, ou seja, 0
efeito redutor da contagem de SE no ceco pelas dietas com PES e Inulina+FOS (Figura

1), deve estar mais relacionado com a quantidade de Lactobacillus sp. produzidos.

5 .
s , |
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o
_@ 3 . u Basal
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§ ~ PES
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° 2 -
o
I
I
1 4
0 - \

Figura 2. Halo de inibicdo de Salmonella Enteritidis por Lactobacillus sp. isolados do
ceco de frangos de corte em funcdo das dietas basal (n=7) e suplementadas com
preparado enzimatico solido (PES) (n=18) e inulina+FOS (n=9). As barras verticais
representam o erro padrdo da média.

Barros et al. (2009) observaram halos de inibi¢do de Lactobacillus reuteri em
estirpes de Salmonella de 6,3 até 10,8 mm, enquanto que para Lactobacillus salivarius
os halos foram de 5,5 até 10,4 mm, ambos isolados do ceco de frangos. Lima et al.
(2007) observaram halos de inibicdo de Salmonella similares aos do presente
experimento, com valores de 2,38 a 2,71 mm, dependendo da espécie de Lactobacillus,
todos isolados do ceco de frangos.

Van Coilie et al. (2007) identificaram 186 cepas de Lactobacillus da cloaca e
vagina de galinhas de postura, sendo que destas 53 foram testadas quanto a sua inibicéo

de 20 cepas de Salmonella, e foram observados halos de inibi¢do de 0,0 a 7,3 mm. Para
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a mesma cepa de Lactobacillus, os autores ndo observaram grandes variacOes entre as
20 cepas de Salmonella.

Apesar de ndo haver diferenca entre os tratamentos (Figura 2), foram isoladas
mais amostras com Lactobacillus dos frangos suplementados com PES na dieta (n=18),
0 que pode reforgar o seu potencial prebiotico.

As col6nias de Bifidobacterium selecionadas ndo apresentaram efeito inibitorio
da SE, sendo que nenhuma explicacdo para tal foi proposta. Apesar do menor numero
de trabalhos na literatura avaliando a Bifidobacterium, seu efeito inibidor ja foi
demonstrado (OYARZABAL e CONNER, 1995; BAYOUMI e GRIFFITHS, 2012).

Turnover da mucosa intestinal

Os resultados da avaliagdo do turnover da mucosa intestinal dos frangos na fase
de 1 a 21 dias de idade encontram-se na Tabela 7 e Figuras 3 e 4. A taxa de crescimento
(k) apresentou menores diferengas entre os tratamentos que a taxa metabolica (m),
sendo assim, as diferencas nos tempos de meia vida e de 99% de troca da mucosa
intestinal se devem principalmente a processos de degradacdo e ressintese de tecido.

E importante notar que o tratamento Inulina+FOS apresentou a maior a taxa de
crescimento (0,1442) e a menor taxa metabdlica (0,4283), dessa forma, aparentemente a
inulina e 0 FOS promoveram maior efeito tréfico. Isso pode estar relacionado com a
reducdo do pH cecal pela inulina (Tabela 4), devido a maior producdo de acidos graxos
volateis, sendo que estes sdo importantes para o trofismo dos colondcitos, especialmente
o0 acido butirico (KLURFELD, 1999). Seguindo esta linha de raciocinio, o efeito do
PES foi contrario ao esperado, ja que este promoveu efeito prebidtico assim como a
dieta com Inulina+FOS (Figura 1), mas apresentou menor valor da taxa de crescimento
(0,1341), muito similar a dieta basal, e maior valor da taxa metabdlica (0,4731). Dessa
forma, pode-se conjecturar que o PES tenha causado alguma irritabilidade sobre a
mucosa. Devido a maior constante de turnover (k+m) do PES, o tempo de troca dos
tecidos, tanto considerando a meia vida (1,14) quanto 99% de troca (7,58), foi menor

neste tratamento.
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Tabela7. Equacdes de diluicdo isotopica do carbono-13 da mucosa intestinal e de
crescimento de frangos de corte com suas respectivas constantes de turnover tecidual (k
+ m), taxa de crescimento (Kk), taxa metabdlica (m) do carbono-13, tempo de meia vida e
de 99% de troca de tecido no periodo de 0 a 21 dias de idade em funcéo das dietas basal
e suplementadas com preparado enzimatico solido (PES) e inulina+FOS.

Tratamento Diluicdo isotépica R Crescimento R
Basal 5B°C = -26,86+8,18e 788 095 M =51,43e"1%" 0,99
PES §¥C = -26,91+8,51e%% 1t 096 M =53,76e13 0,97

Inulina+FOS  §°C = -26,94+8,58e %>t 096 M = 45,8614 0,99

o\ /i o

(T, dias) (T, dias)
Basal 0,5888 0,1357 0,4531 1,18 7,82
PES 0,6071 0,1341 0,4731 1,14 7,58
Inulina+FOS 0,5725 0,1442 0,4283 1,21 8,04
_16 -
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Figura 3. Curvas de diluicdo isotdpica do carbono da mucosa intestinal de frangos de

corte de 0 a 21 dias de idade, em funcdo das dietas basal e suplementadas com
preparado enzimatico sélido (PES) e inulina+FOS (In+FQOS).
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Figura 4. Curvas de crescimento de frangos de corte de 0 a 21 dias de idade, em fungédo

das dietas basal e suplementadas com preparado enzimatico sélido (PES) e inulina+FOS
(In+FOS).

Os resultados da avaliacdo do turnover da mucosa intestinal dos frangos apds o
desafio com Salmonella Enteritidis na fase de 21 a 35 dias de idade encontram-se na
Tabela 8 e Figuras 5 e 6.

Tabela 8. Equacbes de diluicdo isotdpica do carbono-13 da mucosa intestinal e de
crescimento de frangos de corte com suas respectivas constantes de turnover tecidual (k
+m), taxa de crescimento (k), taxa metabolica (m) do carbono-13, tempo de meia vida e
de 99% de troca de tecido no periodo de 21 a 35 dias de idade em fungdo das dietas
basal e suplementadas com preparado enzimatico solido (PES) e inulina+FOS.

Tratamento Diluico isotopica R Crescimento R
Basal §13C =-22,01-4,91e %51t 096 M =867e"07%! 0,88
PES 513C = -21,86-5,00e %%t 095 M =890e"0"18! 0,93

Inulina+FOS  8%C =-21,71-5,22¢%%1% 094 M = 920e%%34 0,90

o\ /i 0

(T, dias) (T, dias)
Basal 0,6391 0,0722 0,56693 1,08 7,21
PES 0,5661 0,0718 0,49430 1,22 8,13

Inulina+FOS 0,5519 0,0634 0,48853 1,26 8,34
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Figura5. Curvas de diluicdo isotopica do carbono da mucosa intestinal de frangos de
corte de 21 a 35 dias de idade, em funcdo das dietas basal e suplementadas com
preparado enzimatico s6lido (PES) e inulina+FOS (In+FOS). O dia 0 no eixo das
abscissas representa 21 dias de idade das aves.
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Figura6. Curvas de crescimento de frangos de corte de 21 a 35 dias de idade, em
funcdo das dietas basal e suplementadas com preparado enzimatico sélido (PES) e
inulina+FOS (In+FOS). O dia 0 no eixo das abscissas representa 21 dias de idade das
aves.
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Da mesma forma que na fase anterior, a taxa de crescimento (k) apresentou
menores diferencas entre os tratamentos que a taxa metabdlica (m). Apesar da menor
diferenca, a taxa de crescimento foi menor na dieta com Inulina+FOS, possivelmente
por esta dieta ter promovido maior taxa de crescimento na fase anterior e ter
estabilizado seu crescimento mais precocemente. A taxa metabdlica apresentou
resultados interessantes, pois a dieta basal promoveu valor superior as demais dietas
(15% maior), o que confirma a hipotese do trabalho, pois devido as dietas com PES e
Inulina+FOS eliminarem mais rapidamente a Salmonella Enteritidis inoculada (Figura
1), a mucosa do ceco foi menos agredida, ndo sendo necesséria intensa multiplicacdo
celular para se recuperar, o que ocorreu na dieta basal.

Liu et al. (2013) observaram reducéo da espessura da mucosa do intestino grosso
de frangos com a inclusdo de 6 e 12% de parte aérea de chicdria desidratada na racao.
Apesar disso, os autores observaram correlagdo positiva da espessura da mucosa com a
digestibilidade total aparente dos polissacarideos ndo-amidicos, fazendo com que
sugerissem que as fibras afetam a morfologia intestinal mais devido ao quanto sdo
digeridas do que pelo seu nivel de inclusdo. Outro aspecto interessante é que os autores
avaliaram a inclusdo de um material bruto as dietas, assim como o PES, sendo que a
maioria dos trabalhos utilizam frutanos purificados, o que torna dificil a comparacao

com o PES.

CONCLUSOES

O preparado enzimatico sélido de farinha de yacon com A. niger 40018
apresenta efeito prebidtico, fundamentado pela reducdo da contagem cecal de
Salmonella Enteritidis e manutengéo da integridade da mucosa intestinal de frangos de

corte.
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IMPLICACOES
Com estes experimentos comprovou-se que processo de FES é eficaz na producédo de
inulinases sendo que as inulinases produzidas na fermentacdo da farinha de yacon
apresenta maior atividade e estabilidade em uma ampla gama de pH e temperatura, o
que é desejavel do ponto de vista industrial. J& o preparado enzimatico sélido de farinha
de yacon com A. niger 40018 possui alta quantidade de fruto-oligossacarideos e
atividade antioxidante, o que o constitui como promissor para sua utilizacdo em racdes.
Também apresenta efeito prebidtico, fundamentado pela reducdo da contagem cecal de
Salmonella Enteritidis e manutencdo da integridade da mucosa intestinal, sem
prejudicar o desempenho de frangos de corte. No entanto, vale ressaltar que o processo
de secagem do PES para sua adicao nas ra¢6es ndo foi eficaz. A amostra foi seca a 45°C
em estufa de circulacdo forcada de ar até peso constante. Obteve-se um produto com
caracteristica tenaz e altamente viscoso, impossibilitando sua mistura nas ragdes. Nova
tentativa foi realizada por meio de liofilizacdo, porém, o processo resultou em extremo
endurecimento da amostra, impossibilitando novamente sua adi¢do. Sendo assim o PES
foi adicionado nas racGes na forma Umida, com mistura prévia em 6leo de soja. O
processo de fermentacdo em estado sélido modifica as caracteristicas fisicas da farinha
de yacon, pois os fungos possivelmente produzem, além de enzimas, outros compostos
gue maximizam esse efeito de aderéncia das particulas dificultando a secagem do
produto. Além disso, a propria farinha de yacon, por possuir alta quantidade de
carboidratos apresenta alta higroscopicidade. Novas pesquisas sdo levantas através
desses resultados como: avaliacdo de diferentes métodos de secagem do PES para
obtengédo de um aditivo seco que néo influencie o teor de umidade da ragéo; e avaliagdo

de outras moléculas no PES, com valor bioldgico para a nutri¢do de aves.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotos do halo de inibicdo de Salmonella Enteritidis por Lactobacillus sp.
isolados do ceco de frangos de corte.




Anexo 2. Fotos da anédlise de PCR para identificacdo de Lactobacillus sp. isolados do
contetdo cecal de frangos de corte.




