(‘}{%{3 Anais do Il Simpodsio de Bioquimica e Biotecnologia

Trabalho Completo apresentado na se¢cdo: POSTER

HISIMBBTEC

Londrina 2013

Efeito de Amilase de Aspergillus awamori
sobre a Digestibilidade /in vitro de Milho

Camila Silva de Carvalho Costa’, Cristine dos Santos Settimi Cysneiros?, Cirano José
Ulhoa?, Camilla Antunes Fonseca®, Murillo Queiroz de Almeida Melo®, Marcus Vinicius
Pereira Assuncio®, Reginaldo Nassar Ferrereira?

lUniversidade Federal de Goias (UFG) — Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ)
Caixa Postal 131 — CEP 74001-970Goidnia — GO - E-mail: (cysneiroscristine@hotmail.com)
2UFG- Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB II)Caixa Postal 131 — CEP 74001-970 Goidnia — GO
3UFG - EVZCaixa Postal 131 — CEP 74001-970 Goiénia — GO

RESUMO

Avaliou-se o efeito de uma solucdo de amilase de Aspergillus awamori sobre a digestibilidade de
milho com diferentes granulometrias. Os tratamentos foram. controle (0 unidade enzimatica/Kg
de matéria seca do milho); nivel 1 (484,79 unidades enzimatica/Kg de matéria seca do milho) e
nivel 2 (969,58 unidades enzimatica/Kg de matéria seca do milho),que foram aplicados em
milho com 1,18 mm; 2,00 mm,; menor que 4,00 mm,; maior que 4,00 mm e grdo inteiro. A
digestibilidade foi avaliada pela técnica adaptada para o rdmen artificial. O delineamento
estatistico foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 3 (5 granulometrias e 3 niveis
enzimaticos), com quatro repeticoes. Na granulometria de 1,18 mm, observou-se aumento da
digestibilidade com adicdo de 484,79 unidades enzimatica/Kg de matéria seca do milhoem
relagdo ao controle.Foram constatadas melhoras na digestibilidade do milho com granulometria
menor que 4,00 mm, com adicdo de 484,79 e 969,58 unidades enzimatica, em relacdo ao
controle. Os resultados indicam que a amilase produzida possui efeito em ambiente ruminal.
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INTRODUCAO
O amido representa o maior componente das dietas de bovinos de alta produgao. A melhora na
digestao deste composto no trato digestivo dos ruminantes representa aumento no desempenho
animal. Na atualidade, a maior digestibilidade do amido é obtida pelo tratamento térmico do
grao, o que representa alto gasto de energia elétrica, com custo elevado. Melhoras na
produtividade animal podem ser obtidas por meio da utilizagcdo de aditivo enzimatico na dieta de
bovinos. A suplementacdo exdgena de amilase, teoricamente, aumenta a disponibilidade dos
produtos da hidrélise do amido no rdmen, com conseqiiente alteracdo do processo de
fermentacao rumuinal, proporcionando maior aporte dos nutrientes para 0 metabolismo e para
producdo animal'. Enzimas amilases adicionadas as dietas dos ruminantes sdo produzidas por
microrganismos especificos, ndo possuem funcao nutricional direta, mas melhoram a hidrdlise
do amido da dieta no rimen. Este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar uma
solucdao de amilase e avaliar os efeitos da adicdo de trés niveis enzimaticos em milho com
diferentes granulometrias por meio do ensaio de digestibilidadein vitro da matéria seca (DIVMS).
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MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido nos Laboratdrios de Enzimologia e de Fisiologia da Digestao do
ICB, UFG, localizados no municipio de Goiania - GO.
Para a producdo da solucdo da enzima amilase (SE), utilizou-se o fungo Aspergillus awamori.
Cinco discos de cultura (5 mm), com esporos do micro-organismo foram inoculados em
erlenmeyers de 1,0 L, contendo 300 mL de meio de indugao (fonte de carbono 10 g/L; extrato
de levedura 10 g/L; CaCl,.2H,0 0,1 g/L; sulfato de magnésio 0,5 g/L; sulfato de ferro 0,1/L;
KH,PO4 0,2 g/L). Como fonte de carbono, utilizou-se o milho, moido em moinho tipo Willey
providos de peneira com malha de 1 mm de didametro. Os frascos foram incubados em agitador
rotatério (Controlled Environment Incubator Shacker, Brunswick Scientific Co. Inc., U.S. A) a
30°C e velocidade de 180 rpm. Apds 72 horas de cultivo, a solugdo enzimatica foi filtrada,
esterilizada e aliquotas foram coletadas e centrifugadas, a 4000 rpm por 10 minutos, para
realizagdo do ensaio enzimatico. A atividade de amilase utilizada no experimento foi de 139,62
U/mL, que foi determinada pelo método sacarificante?.
No ensaio de DIVMS, usou-se a técnica modificada para o fermentador ruminal (DAISYII)®,
seguindo metodologia apresentada no manual de utilizacgdo do equipamento (ANKOM®
Technology), fornecida pelo fabricante.
Para a coleta do liquido ruminal, foi utilizado um novilho mestico 34 de holandés, com peso
aproximado de 370 kg. O animal, mantido em baia coberta e piso cimentado, foi adaptado a
dieta por periodo de 14 dias, antes da coleta do liquido, e teve livre acesso a agua e sal mineral.
A alimentacdo foi a base de 1 kg de milho integral inteiro dia, fornecido as 8 h, e feno de Tifton
85, ad libitum.
Os tratamentos realizados foram: controle (0 unidade enzimatica/Kg de matéria seca do milho);
nivel 1 (484,79 unidades enzimatica/Kg de matéria seca do milho) e nivel 2 (969,58 unidades
enzimatica/Kg de matéria seca do milho). Cada tratamento foi aplicado por aspersao, de forma
uniforme, em 24 g de amostras do milho com cinco diferentes granulometrias, a saber: 1,18
mm; 2,00 mm; menor que 4,00 mm; maior que 4,00 mm e grao inteiro.
Amostras de 0,5 g do milho, apds os tratamentos, foram colocadas em sacos de filtro-nailon
(F57-ANKOM®), lacrados a quente. Para todas as granulometrias e tratamentos, em cada jarro
do fermentador ruminal, quatro no total, contendo solucdo tampao e liquido ruminal, a 39°C, pH
6,8 € meio anaerdbio, foram colocadas equitativamente 32 bolsas (30 amostras, um branco e
uma testemunha). A DIVMS foi avaliada apds 24 horas de digestdao.O calculo da DVIVMS, em
porcentagem, foi realizado utilizando a férmula (ANKOM® technology): DVIVMS % = 100-
((W3-(W1*C1))*100/W2).
Em que: W1 = peso da tara do saco filtro; W2 = peso das amostras; W3 = peso final do saco
de filtro depois da determinacao in vitro; C1 = Corregao do saco de filtro em branco (peso final
do saco apds estufa/peso inicial do saco filtro).
O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 3
(5 granulometrias e 3 niveis de enzimas), com quatro repeticoes. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste t
de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio de software R*

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados da DIVMS mostram que, para cada tratamento,houve diferenca entre as
granulometrias do milho (p<0,01), obtendo-se maior DIVMS para a granulometria de 1,18 mm,
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com valores de 65,95; 73,65 e 69,53% para controle; nivel 1 e nivel 2,
respectivamente. Foi verificada interacdo entre nivel enzimatico e granulometria (p<0,01),
Tabela 1. Para a granulometria de 1,18 mm, constatou-se aumento da DIVMS na ordem de
11,68 e 5,43%, com adicdo de 484,79 unidades enzimatica (nivel 1) e 969,58 unidades
enzimatica (nivel 2), em relagdo ao tratamento controle, respectivamente. Observou-se melhora
na DIVMS do milho com granulometria menor que 4 mm, para os niveis enzimatico 1 e 2, em
comparagao ao controle. Os valores obtidos foram 37,87; 48,39 e 28,77%, respectivamente.

Tabela 1. Médias da DIVMS (%) do milho no nivel de enzimas e granulometria

Granulometria Nivel enzimatico (mL)
(mm) : -
Controle Nivel 1 Nivel 2
1,18 65,95 aB 73, 65 aA 69, 53 aAB
2,0 38,39 bA 43, 38 bA 40, 59 cA
<4,0 28, 77 cC 37, 87 bB 48 39 bA
>4,0 23,96 cA 27,96 cA 26, 08 dA
Grao inteiro 15,01 dA 17,73 dA 14, 85 eA

Médias seguidas de letras diferentes, mailscula na linha e minlscula na coluna, diferem pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. CV% =7,77.

A maior digestibilidade observada para granulometria de 1,18 mm pode ser explicada pela
superficie de contato enzima-substrato. Quanto maior a superficie de contato mais abrangente
sera a acao enzimatica no substrato, com aumento da digestdo do alimento.

Algumas das variabilidades associadas ao uso de enzimas exdgenas nas dietas de ruminantes se
devem a adicdo com insuficiente ou excessiva atividade enzimatica. A falta de resposta a adicao
de enzimas pode ser indicativo de uma insuficiente suplementacdo da atividade enzimatica™
Neste experimento, verificamos que a adicao de 484,79 unidades enzimatica/Kg de matéria
seca, em relagao ao controle, aumentou a digestibilidade do milho nas granulometria de 1,18 e
< 4 mm, indicando suficiente atividade enzimatica nessa dosagem.

A eficacia reduzida da suplementacdo de altos niveis de incorporacao na dieta ndao esta clara.
Quando enzimas exdgenas sao aplicadas em quantidades elevadas, o rompimento da estrutura
superficial dos alimentos diminuiu porque o excesso de enzima exdgena pode restringir a
adesdo microbiana ao alimento, diminuindo sua digestao®.

Verificamos no experimento que a utilizacao de 969,58 unidades enzimatica/Kg de matéria seca
do milhomelhorou a DIVMS apenas para granulometria < 4 mm, o que pode ser explicado pela
adequada relacao entre superficie de contato e dosagem enzimatica.

CONCLUSOES
Nas condicdes do presente trabalho, a granulometria do milho interferiu na digestibilidade
ruminal in vitro. A enzima amilase aumentou a DIVMS do milho com granulometria de 1,18 mm
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e < 4,00 mm. Compreender a atividade enzimatica e o nivel adequado
para aplicacao na dieta de ruminante, bem como a producao em escala da amilase, sao os
desafios a serem alcangados.
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