Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal

Print version ISSN 1981 — 2965 / DOI

Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal, v. 07, n. 1, p. 46-60, jan-jun, 2013
http://dx.doi.org/10.5935/1981-2965.20130004

Artigo Cientifico
Zootecnia / Recursos Pesqueiros

Estabilidade xilanésica no ramen e digestibilidade in vitro de volumosos tratados
com extrato enzimatico de Aspergillus niveus®
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Leandro?, Ricardo Andrade Reis®, Jodo Atilio Jorgez, Maria de Lourdes Teixeira
de Moraes Polizeli?

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de xilanases
sobre a digestibilidade in vitro de diferentes volumosos, bem como a estabilidade
enziméatica no ambiente ruminal. As xilanases utilizadas neste estudo foram obtidas a
partir do cultivo de Aspergillus niveus em meio liquido minimo Czapeck, suplementado
com farelo de trigo 1%, a 40°C, condicGes estaticas, por 120 horas. Na avaliagdo da
digestibilidade in vitro foram utilizados como volumosos feno de alfafa (Medicago
sativa), feno de capim-jaragua (Hyparrhenia rufa), capim-Marandu (Brachiaria
brizantha cv. Marandu) e silagem de milho, sendo os niveis de xilanase testados de 100,
200 e 400 U totais. Testou-se a estabilidade enzimatica nas condi¢des ruminais em seis
cabras canuladas da raga Saanen com adicdo de 1000U totais de xilanase, e procederam
as amostragens periodicamente até 8 horas. Nos testes in vitro houve um aumento de
6,0-33,6% da digestibilidade e, nos testes in vivo, as Xxilanases de A. niveus mantiveram-
se estaveis por até 8 horas dentro do rimen de caprinos. Ressalta-se ainda que o extrato
enzimatico de A. niveus ndo apresentou nenhum carater citotdxico.

PALAVRAS CHAVE: aditivos em ra¢fes, enzimas exogenas
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Xylanase stability inside de ramen and in vitro digestibility of different food
treated with enzymatic extract from Aspergillus niveus

Abstract: The aim ofthisstudy wasto evaluate the effects of xylanases
addition on digestibility in vitro using different forages, and evaluate enzymatic
stability inside the rumen. The xylanases used were obtained from Aspergillus
niveus cultivation on Czapeck minimum liquid medium supplemented with 1% wheat
bran, 40 °C, on static conditions, during 120 hours. To evaluate the in vitro digestibility
it was used alfalfa (Medicago sativa), jaragua grass (Hyparrhenia rufa) hays, Marandu
grass (Brachiaria brizantha cv. Marandu) and corn silage as feeds. The xylanase levels
used were 100, 200 and 400 total U. The in vitro tests, it was noticed an improvement in
digestibility from 6.0-33.6% and in vivo tests, it was used 1000 total U of xylanases
from A. niveus which remained stable up to 8 hours inside the rumen of goats. We still
emphasize that the crude extract from A. niveus also did not presented any cytotoxic
character.

KEY WORDS: animal feed additive, exogenous enzymes
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Introducéo

Enzimas exdgenas tém sido
aplicadas em ruminantes para melhorar
a digestibilidade da forragem e,
consequentemente, 0 consumo
voluntario dos volumosos. As respostas
obtidas tém sido positivas — melhora de
digestibilidade e desempenho animal
(QUEIROZ et al.,, 2004, S). Segundo
QUEIROZ et al. (2004) o aditivo a base
de enzima é caracterizado pelo extrato
enzimatico concentrado produzido por
fermentagcdo fungica e/ou bacteriana.
Fisiologicamente, existe uma série de
possiveis modos de acdo das enzimas
exdgenas e, conforme descrito, esses
efeitos podem ser tdo simples como a
liberacdo de carboidratos solGveis ou
tdo0 complexos como a remocédo de ions
de barreiras estruturais & absorcdo de
nutrientes (BEAUCHEMIN et al,
2002). O grau de liberacdo dependera
do tipo de alimento e do tipo de enzima
utilizada. Neste tipo de aplicacdo

biotecnolégica o objetivo é que a

enzima adicionada trabalhe em conjunto
com 0S microrganismos presentes no
ramen ajudando na liberacdo de
acucares e outros componentes dos
carboidratos complexos.

As xilanases tém importante
papel na degradacdo de carboidratos
hemiceluldsicos do alimento,
fornecendo acglcares menores para as
bactérias presentes no rumen. Na
presenca desses xilooligossacarideos,
rapidamente assimilaveis, ha uma maior
e mais rapida proliferagdo das bactérias
do rumen aumentando a eficiéncia do
processo de digestdo (LOURES, 2004).
Fungos do g@énero Aspergillus séo
considerados bons  produtores de
xilanase utilizada na inddstria de
alimentos para animais. Os fungos
apresentam destacada importancia na
digestdo da fibra, ja que penetram na
cuticula e na parede celular dos tecidos
lignificados. No ramen, os fungos da
flora  ruminal atuam de modo

semelhante. A adigéo de xilanases pode,
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até mesmo, alterar as atividades
fisiolégicas da populacdo bacteriana
ruminal (COLOMBATTO et al,
2003b). Assim, é comum observar
aumento na producdo de propionato e
butirato e menos acetato e metano,
resultantes do emprego de enzimas
fibroliticas (EUN & BEAUCHEMIN,
2007) e melhora na digestibilidade do
alimento. Outra vantagem na adigdo de
enzimas é a reducdo na liberagdo de gas
metano, uma vez que este, juntamente
com 0 CO, é um dos principais gases
responsaveis  pelo  efeito  estufa
(RIVERA et al., 2010).

Neste contexto 0s objetivos
deste trabalho foram adicionar xilanases
de Aspergillus niveus na presenca de
diferentes volumosos in vitro para
verificar seu efeito sobre a
digestibilidade, além de analisar a
estabilidade das enzimas em condicgGes
ruminais (in vivo) e o carter citotoxico

do extrato enzimatico.

Material e Métodos

O fungo Aspergillus niveus foi
mantido em meio solido de aveia
(Emerson, 1941), a 30°C durante 5 a 7
dias e, posteriormente, armazenadas a
4°C. Para producdo de xilanases A.
niveus foi cultivado em meio liquido
conforme descrito por PEIXOTO-
NOGUEIRA et al. (2009) contendo
NaNO;  0,3%, KH,PO4  0,1%,
MgS0O,.7H,0 0,05% e KCI 0,05%,
suplementado com farelo de trigo 1%
como fonte de carbono. Em cada meio
foram inoculados 1,5.10" esporos/mL
de meio. Apb6s crescimento nas
condigdes padronizadas, as culturas
foram filtradas a vacuo com auxilio de
um funil de Bichner e papel de filtro,
sendo o filtrado utilizado para os
ensaios enzimaticos e experimentacao

animal.

As atividades xilanolitica,

amilolitica, poligalacturonésica e
celulolitica foram mensuradas utilizando-

se, respectivamente, os substratos xilana,
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amido, polipectato de sédio e CM-
celulose. Verificou-se a formagéo de
acUcares redutores pelo método de Miller
que utiliza acido 3,5 -dinitrosalicilico
(MILLER, 1959). A mistura da reacéo foi
composta de 0,2 mL de solugdo de
substrato 1% (p/v) em tampdo citrato-
fosfato, pH 55 e 0,2 mL do extrato
enzimatico. As reagdes foram realizadas a
65°C. As leituras espectrofotométricas
foram realizadas a 540nm, utilizando-se
curvas padrbes de xilose, glicose e &cido
monogalacturénico (0 — 1 mg/mL) para
xilanase, amilase ou celulase e
poligalacturonase, respectivamente. A
unidade de atividade enziméatica foi
definida como sendo a quantidade de

enzima capaz de liberar 1umol de aglcares

redutores por minuto.

Para a avaliagdo da concentracdo
de enzima, empregou-se 0 método de
avaliagdo da digestibilidade in vitro
segundo TILLEY & TERRY (1963)

adicionando-se 16mL de enzima

(equivalente a 400 U totais) em

diferentes diluicdes.

O processo de digestdo consistiu
em duas etapas, primeiramente, houve
uma fermentacdo anaerdbia do liquido
ruminal onde se adicionaram 5 mL do
liguido  ruminal, as  diferentes
quantidades de enzima testadas (100,
200 e 400 U totais), 40 mL solucédo
tampdo (saliva artificial McDougall -
composta por NaHCO; 98 g,
Na;HPO,4.7H,0 7 g, KCI 0,57 g, NaCl
0,47 g, MgS0O,.7H,O 0,12 g, CaCl,
0,04 g e uréia 0,2 a 0,8 g dependendo do
volumoso testado) e 0,5 g dos
volumosos  analisados. Todas as
misturas foram incubadas a 39°C, pH
6,9, por 48 horas. Posteriormente,
promoveu-se a digestdo com 2 mL de
HCI 40% e de 5 mL de solugéo aquosa
de pepsina a 4,0% (atividade de
1:10.000), por 24 horas em estufa
bacterioldgica, simulando a digestéo

acida que ocorre no estdbmago

verdadeiro do ruminante. A quantidade
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de matéria seca ou matéria organica dos
alimentos foi medida inicialmente,
possibilitando a determinacdo da
quantidade de forragem que
desapareceu apds 0s dois estagios, que
foi considerada como tendo sido
digerida. O liquido ruminal utilizado foi
obtido de um bovino da raga Nelore,
macho, castrado, de aproximadamente
450 kg, cirurgicamente fistulado no
rimen e mantido em pasto de capim
Braquiaria brizantha. Apo0s coleta o
liquido foi filtrado em quatro camadas
de gaze sendo, a fracdo obtida usada
para os experimentos de digestibilidade.
Os volumosos testados foram feno de
alfafa (Medicago sativa), feno de
capim-jaragua  (Hyparrhenia rufa),
capim-Marandu (Brachiaria brizantha
cv. Marandu) e silagem de milho. As
forragens foram previamente secas em
estufa de circulacdo forcada de ar a 55
°C e processadas em moinho Willey
dotado de peneira com abertura de

malha de 1 mm. Utilizaram-se seis

cabras, da raca Saanen, fémeas
fistuladas no rimen e alimentadas com
dieta a base de silagem de milho.
Adicionou, diretamente no ramen dos
animais, 1000 U totais de xilanase.
Foram colhidas amostras de liquido
ruminal a cada hora por um periodo
total de 8 horas, para observagdo dos
niveis de atividade xilanasica presentes

no liquido ruminal.

Para determinar o potencial
citotoxico do extrato  enzimatico
produzido por A. niveus utilizou-se
linfocitos humanos para as analises.
Neste experimento +10° células foram
semeadas e tratadas com o extrato bruto
de A. niveus durante 24 horas. Ap6s o
tratamento, as células tratadas foram
soltas por tripsinizacdo e quantificadas
em camara de Neubauer. Foram
semeadas 300 dessas células em frasco
de cultivo (25 cm?). O mesmo
procedimento foi realizado com o0s
controles (+) e (-) que constituiram,

respectivamente, em células que néo
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passaram por nenhum tratamento
(receberam apenas solucdo salina) ou
células previamente tratadas com
cisplatina (um quimioterapico que
provoca morte celular e impede a
multiplicacdo dos linfocitos semeados).
Os experimentos duraram em média 10-
15 dias, sendo os frascos observados
diariamente com o auxilio de um
microscépio de luz com objetiva
invertida. Decorrido o periodo de
cultivo, realizou-se a contagem das
colbnias formadas nos controles (+), (-)
e nas culturas tratadas com os extratos
fungicos. Para a realizacdo das
contagens as colonias foram coradas
com 5 mL de corante Giemsa diluido
em tampdo fosfato (1:20 — v/v). Apés a
coloracdo os frascos foram lavados para
a retirada do excesso de corante.
Considerou-se na contagem aquelas
colénias com mais de 50 células
(aumento 16X). Para o calculo de
determinagéo das fracOes de

sobrevivéncia (FS), considerou-se 100%

0 nimero de colbnias contadas no grupo
controle (+). O controle (-) ndo deveria
ter células. Portanto: FS = (n° de
colonias contadas em cada
tratamento/n°® de colonias observadas no
controle (+))x100. Todos 0S
experimentos foram realizados de trés
vezes para a confirmagdo dos resultados
obtidos e um desvio padrdo foi
determinado para todos os resultados.
Resultados e Discusséo

Os efeitos positivos obtidos com
a adicdo de enzimas a alimentacdo
animal dependem das caracteristicas da
enzima (pH e temperatura de reacdo,
estabilidade quimica ou térmica e
estabilidade as condi¢des ruminais)
também das caracteristicas e
composicdo das forragens, cujos
constituintes da  parede  celular
apresentam uma matriz complexa
contendo interacbes dos polimeros,
ligacbes do tipo éster e éter e
propor¢bes de siringil, guaiacil e

hidroxicinamil na frag&o da lignina. S&o
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estas estruturas que definem a
habilidade dos microrganismos do trato
digestivo dos ruminantes em digerir a
parede celular, bem como das enzimas
adicionadas atuarem melhorando ou ndo
0 aproveitamento dos nutrientes.
Quando se trata de forragens de clima
tropical, comparada as forragens de
normalmente

clima temperado,

apresentam  qualidade nutricional
inferior em funcdo da maior proporcéo
de parede celular espessa
(esclerénquima, feixes vasculares) com
maior contetdo de lignina, e menores
teores de proteina, acarretando assim,
em uma menor digestibilidade. Assim, a
lignificacdo da parede celular vegetal e

as ligacBes quimicas da lignina e

compostos fenolicos aos polissacarideos
limitam a digestao da fibra.

As enzimas xilanoliticas
produzidas por Aspergillus niveus foram
obtidas conforme PEIXOTO-
NOGUEIRA et al. (2009) utilizando-se
farelo de trigo como fonte de carbono.
Neste extrato, além das xilanases que
foram nosso foco de estudo, outras
hidrolases foram produzidas pelo
microrganismo (Tabela 1) e
provavelmente também atuaram na
parede celular vegetal influenciando no
aumento da digestibilidade. Enzimas
celuloliticas e amiloliticas também
tiveram sua atividade determinada,

entretanto, ndo se detectou niveis

significativos das mesmas.

Tabela 1. Enzimas presentes no extrato enzimético produzido por Aspergillus niveus.

ENZIMA U/mL
Xilanase 25,0
Poligalacturonase 8,3

Aspergillus niveus foi cultivado nas condi¢des descritas por Peixoto-Nogueira et al. (2009).

Antes de iniciarmos os estudos

sobre o efeito do extrato enzimético de

A. niveus na digestibilidade do alimento

em ruminantes, este foi testado quanto a
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sua citotoxicidade. N&o se observou
desenvolvimento de col6nias apenas nos
controles (-) onde os linfécitos foram
previamente tratados com cisplatina
(droga quimioterapica). Ja no controle
(+) onde as células ndo foram tratadas
com nenhuma droga ou extrato fungico,
observou-se multiplicacéo dos linfocitos
semeados. Nos linfocitos tratados com
25, 50 e 100uM de extrato bruto de A.
niveus, o numero de coldnias formadas
foi semelhante ao controle (+) (Figura
1), o que significa que os extratos brutos
produzidos ndo apresentaram um carater
citotoxico para células humanas uma
vez que ndo provocaram, nem mesmo
em menor proporgdo que a cisplatina,
qualquer efeito maléfico ao crescimento
celular.
Crescentes  quantidades  de
xilanase (100, 200 e 400 U totais) foram
testadas com os volumosos fenos de
alfafa, capim Jaragua, capim Brachiaria
brizantha e silagem de milho.

Observou-se maior digestibilidade da

matéria organica, quando os volumosos
receberam a xilanase de A. niveus, em
comparacdo as amostras nao tratadas
com o extrato enzimético (Tabela 2).
No feno de alfafa, o melhor resultado
foi com a adicdo de 400U de enzima
onde a digestibilidade foi 10,8% maior
em relacdo ao controle. JA& no capim
braquiaria, o resultado mais satisfatorio
correspondeu a uma digestibilidade
6,0% maior com a adicdo de apenas 100
U de xilanase, em comparagdo ao
controle. No feno de capim Jaragua, o
aumento da digestibilidade foi em
média  33,6%, independente da
quantidade de xilanase adicionada. Na
silagem de milho, o aumento na
digestibilidade foi de 6,2% com a
adicdo de 100 ou 200 U de xilanase em
comparagdo ao controle.  Assim,
observou-se que o tratamento foi
satisfatorio ap0s a adigdo de xilanase
em todos os volumosos. A diferenca
entre os resultados obtidos em cada um

dos alimentos deveu-se, provavelmente,
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a diferenca na composicdo entre 0s

diferentes alimentos testados.
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Figura 1. Determinacgdo da citotoxicidade do extrato bruto de Aspergillus niveus. Erro

padrédo variando de £ 0,004.

A adicdo de xilanase nos
volumosos  provocou aumento na
digestibilidade porque, ao atuarem na
xilana presente na parede das células
vegetais, houve a liberacdo de
xilooligossacarideos, aglcares menores
e, portanto, mais facilmente
assimil&veis. Esses acucares foram mais
rapidamente assimilados pela
microbiota presente no rimen bovino.
Quanto maior a proliferagdo desses
microrganismos, maior a quantidade de
enzimas (como as celulases) produzidas

por eles e, por isso, ocorreu aumento na

velocidade da  digestdio  (melhor
digest&o).

Esses resultados estdo de
acordo com os encontrados na literatura
como, por exemplo, os de MARTINS
(2003) e QUEIROZ et al. (2004) que
aumento  4,0%

observaram na

digestibilidade de volumosos em
resposta a aplicagdo de enzimas. Ha
também trabalhos cujos resultados para
este tipo de teste in vitro foram
semelhantes ou até mais promissores
et al,

(COLOMBATTO 2003a).

Entretanto, a enzima exdgena utilizada
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foi um produto comercial, cujo custo €
geralmente elevado em comparacdo ao

produto testado, genuinamente nacional,

e que pode ser obtido a partir do cultivo
de A niveus em residuos

agroindustriais.

Tabela 2. Digestibilidade in vitro (%) de diferentes volumosos na presenca de xilanases

produzidas por Aspergillus niveus.

VOLUMOSO SEM 100U 200U 400U
ENZIMA

Feno alfafa 53,0 61,0 61,8 63,8

Capim braquiaria 51,6 57,3 55,4 54,5

Feno Jaragua 20,8 27,8 27,8 27,8

Silagem de milho 56,8 60,3 60,3 59,9

O fungo Aspergillus niveus foi cultivado nas condi¢des descritas em Peixoto-Nogueira et al. (2009). Erro

padrao variando de + 0,0013.

Observando-se a Figura 2A, vé-
se que a atividade de xilanase nos
animais tratados com a enzima foi
maior do que naqueles ndo tratados
durante a maior parte do tempo de
avaliacdo. Somente apos sete horas de
tratamento, as quantidades de xilanase
dagueles que ndo receberam a enzima
atingiram niveis semelhantes aos dos
animais tratados. Passadas 8 horas de
tratamento, 0s niveis enzimaticos dos
animais tratados comecaram a decair,
enquanto dos ndo tratados comegaram a
aumentar. O mesmo quadro pode ser
observado, ao se fazer uma relagéo entre

0s niveis de xilanase presentes nos

animais tratados e ndo tratados com
xilanase (Figura 2B) ou quando se faz a
diferenca entre 0s niveis da enzima
presentes nos animais tratados e néo
tratados (Figura 2C).

No inicio do experimento, a
quantidade de xilanase presente nos
animais tratados era maior porque eles
acabaram de receber 0 extrato
enzimatico contendo a xilanase de
Aspergillus niveus (Figura 2). Apés
meia hora de experimento, a quantidade
de xilanase ainda permaneceu maior nos
animais tratados, entretanto se observou
uma grande reducdo da atividade nestes

e no controle, uma vez que as cabras
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receberam a alimentacdo e a enzima
acabou sendo diluida dentro do ramen.
Verificou-se que a enzima estava
presente no rdmen mesmo apos 7 horas
de sua administragdo. Assim, pode-se
afirmar que o extrato bruto, contendo as
xilanases produzidas por A. niveus, foi
estdvel as condi¢cbes ruminais e,
Os resultados obtidos com
xilanases de A. niveus foram bastante
promissores para 0 tratamento de
volumosos utilizados na alimentagéo de
ruminantes. Estudos semelhantes sobre
a utilizacdo de enzimas exdgenas, como
aditivo em ragGes de ruminantes para
melhorar a digestibilidade do alimento,

também vém sendo realizados com

provavelmente, se  rotineiramente
adicionado a alimentacdo, ocasionara
um aumento na digestibilidade da
fragdo fibrosa dos alimentos, e
consequentemente  no  desempenho
desses animais em relagdo ao ganho de
peso, producdo de leite, conforme
observado por QUEIROZ et al. (2004).
enzimas  proteoliticas (EUN &
BEAUCHEMIN, 2005) ou com mix

enzimaticos (YU et al., 2005).
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Figura 2. Desempenho das xilanases em ramen de caprinos. Extrato enzimatico

produzido por Aspergillus niveus. (A) atividade xilanasica total em ramen de

caprinos tratados e ndo tratados com a enzima; (B) relagcéo entre a atividade

xilanasica total em ramen de caprinos tratados e ndo tratados; (C) diferenga

entre a atividade xilanasica total em rimen de caprinos tratados e ndo tratados.

Erro padrdo variando de = 0,0022.

Conclusoes

A utilizagdo de enzimas
fibroliticas como aditivo em volumosos
aumentou a  digestibilidade  dos
volumosos de 6-33,6%. O extrato bruto,
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suas instalacGes para a realizacdo dos
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