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Resumo

A pecudria ¢ uma das atividades econdmicas mais importantes do Brasil, tanto
para exportagdo quanto para fornecimento interno do setor alimenticio. Os ruminantes,
em especial, bovinos, representam grande parte da pecudria brasileira. A alimentagdo
desses animais ¢ regida por suas necessidades nutricionais, modelo de pecudria,
finalidade econdmica e subprodutos agricolas da regido em que sdo criados. Para
gerarem produtos de qualidade, lucro maximo para o produtor e redugdo de impactos
ambientais da produ¢do, o aproveitamento nutricional da dieta por parte dos ruminantes
deve ser otimizado. Uma das possiveis maneiras de se conseguir esta otimizagdo ¢ pela
adi¢do de enzimas especificas a racdo, capazes de melhorar a degradacdo dos nutrientes
ingeridos pelos animais por meio de reacdes de hidrélise. Embora o organismo dos
ruminantes tenha evoluido para se alimentar de vegetais, este tipo de alimentagdo,
devido as caracteristicas estruturais e bioquimicas, encontra alguns obstaculos para sua
completa degradagdo no rimen, especialmente animais muito jovens, que
anatomicamente e fisiologicamente, comportam-se como monogdastricos ¢ demoram
meses para serem capazes de digerir determinados nutrientes. Além da dificuldade na
degradagdo dos nutrientes que sdo base da dieta, o organismo dos ruminantes precisa,
ainda, lidar com componentes vegetais que desempenham efeitos antinutricionais que
atrapalham a digestdo, e enzimas hidroliticas também se mostram como possiveis
solugdes para a minimizagao dos efeitos destes compostos. Nesta revisao bibliografica,
foram detalhados os aspectos bioquimicos tedricos nos quais se baseia a possibilidade
de utilizagdo de enzimas em ra¢do animal para ruminantes, como as estruturas
bioquimicas a serem degradadas e os mecanismos de a¢do das enzimas sobre estas
estruturas. No entanto, a discrepancia de resultados variando entre positivos e
irrelevantes nos varios trabalhos publicados sobre utilizagdo de enzimas em ragdo para
ruminantes, sugere que muito ainda precisa ser feito para que esta tecnologia, que €

bastante promissora, seja, de fato, dominada.

Palavras-chave: Alimentacdo de ruminantes, efeitos antinutricionais, enzimas

hidroliticas
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1. Introducao

Algumas moléculas de origem protéica que possuem estruturas tercidrias e
quaterndrias sdo capazes de catalisar reagoes de diferentes naturezas. Estas moléculas de
proteina sdo chamadas de enzimas, também conhecidas como catalisadores bioldgicos.
As enzimas atuam diminuindo a energia de ativagdo de uma reagdo quimica especifica,
aumentando amplamente a velocidade desta, e sem ser consumida, o que significa que
uma unica molécula de enzima pode catalisar varias vezes uma reagao [1].

Embora a biocatdlise seja utilizada pelo homem ha milénios em processos
fermentativos para producao de queijo, pao e vinho, por exemplo, os primeiros registros
cientificos de catélise bioldgica sdo do século XVIII, em estudos relacionados a
digestdo de carne a partir de secre¢des estomacais, os quais levaram a constatacdo de
que o processo digestivo ndo era meramente mecanico. Ainda no século XVIII, também
foram feitos estudos sobre a conversdo do amido em agucar por saliva e extratos
vegetais. Em meados do século XIX, Louis Pasteur postulou o vitalismo, que era a visdo
de que o processo fermentativo do agtiicar em alcool era catalisado por “fermentos” que
funcionavam juntamente com toda a estrutura viva das células, e, portanto, inseparaveis.
O conceito do vitalismo de Pasteur, porém, foi desbancado por Eduard Buchner em
1897, quando este descobriu a possibilidade de fermentar aglicar em alcool apenas com
extratos de levedura, levantando forte evidéncia de que os agentes catalisadores
mantinham sua fungdo ativa mesmo quando separados das células. Esses agentes
catalisadores foram chamados de “enzimas” por Frederick W. Kiihne [1].

Apesar das descobertas feitas no século XIX, apenas no inicio do século XX foi
levantada a possibilidade de utiliza¢do técnica das enzimas. O quimico japonés Jokishi
Takamine foi o primeiro a perceber tal possibilidade, especialmente do uso de enzimas
fingicas, e foi o responsavel por introduzi-las na industria, tendo desenvolvido um
processo fermentativo para produzir amilase fingica em escala industrial, visto que, no
Japdo, varios alimentos eram produzidos por meio de processos envolvendo cogumelos
chamados “koji” [7].

A aplicag@o de enzimas em processos industriais cresceu muito ao longo do século
passado, mas tem crescido ainda mais nos ultimos anos devido ao avango tecnologico e
as vantagens da substituicdo de catalisadores quimicos por enzimas. Dentre os

principais mercados estdo as industrias de alimentos e bebidas, detergentes,
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biocombustiveis, aplicagdes técnicas e outros. O mercado global de enzimas foi
estimado em 3,3 bilhdes de dolares em 2010, tendo uma projecdo de alcance de 4,4
bilhdes de dolares até o fim de 2015, como ¢ possivel observar na Figura 1. O setor de
aplicagdes técnicas pode ser dividido em enzimas para industria téxtil, papel e celulose

e, principalmente, etanol combustivel [2].
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Figura 1. Crescimento do mercado global de enzimas entre os anos de 2008 ao fim de
2015.
Fonte: Adaptado de Enzymes in Industrial Applications: Global Markets (2015)

Na industria de racdo animal, o objetivo da adi¢do de enzimas ¢ otimizar o valor
nutritivo da dieta, uma vez que, utilizadas como suplemento alimentar, as enzimas
promovem um melhoramento da digestdo, com aproveitamento de nutrientes que nao se
encontram disponiveis sem a suplementacao [3].

A principio, h4 duas finalidades basicas para a adi¢do de enzimas na alimentagao
animal [4]:

e Complementagdo das proprias enzimas digestivas endogenas do animal.
e Fornecer enzimas exogenas, que ndao se encontram naturalmente disponiveis no

organismo do animal.

O primeiro grupo visa fornecer enzimas que os animais ja possuem naturalmente
em seu sistema digestivo. Essa complementacdo proporciona um aumento da taxa de
degradacgdo do alimento e melhor aproveitamento nutritivo, aumentando assim a taxa de
crescimento do ruminante. Animais jovens, que em determinada etapa da fase de
crescimento ndo produzem certas enzimas enddgenas em quantidades adequadas, sdo os

que mais necessitam deste tipo de suplementagdo [3].



O segundo grupo engloba enzimas que ndo estdo presentes naturalmente no
organismo dos animais, tanto jovens quanto adultos, mas que sdo de grande importancia
para a otimizagdo do aproveitamento nutricional da dieta, uma vez que tornam
disponiveis nutrientes que ndo estdo nesta condi¢do quando submetidos apenas as
enzimas endogenas. Elas podem, ainda, serem utilizadas para eliminar fatores anti-
nutricionais, como metabolitos vegetais presentes na dieta do animal que interferem
negativamente no processo digestivo [3], [4].

E possivel, ainda, enumerar mais uma finalidade basica para a utilizagdo de
enzimas em ragdo animal, que ¢ o fator ambiental. Quanto melhor o animal aproveita os
nutrientes presentes em sua dieta, menor a excre¢do fecal, diminuindo a polui¢do
causada principalmente pelo nitrogénio. Ainda referente ao fator ambiental, hd enzimas
que podem ser adicionadas especificamente com a finalidade de reduzir a poluigdo,
como as que reduzem os niveis de fosforo excretado [3], [4].

A suplementagdo de enzimas em rag¢do animal ¢ bastante especifica em relagdo a
espécie. Ruminantes, suinos e aves possuem caracteristicas digestivas completamente
diferentes, bem como as necessidades nutricionais. Desta maneira, enzimas que sao
essenciais para o melhoramento do valor nutritivo da dieta de uma espécie ndo possuem,
necessariamente, a mesma importidncia para outra. Outro fator importante para a
determinagdo das enzimas que fardo parte da composicao da ragdo ¢ a idade dos animais
a serem alimentados, pois durante a fase de crescimento e desenvolvimento do animal,
ha etapas em que a sintese endogena de determinadas enzimas importantes ¢
insatisfatoria, ou até mesmo inexistente [4].

A alimentacdo animal, assim como a humana, possui imposi¢des quanto a
legislagdo. Embora o grau de pureza das enzimas adicionadas em ragdo animal ndo
necessite ser alto, as biomoléculas precisam ter origem apropriada. O Ministério da
Agricultura proibe, por lei, segundo o artigo 3° da Instru¢do Normativa 49/2008 da Lei
n® 6.198, que ruminantes sejam alimentados ou tratados com componentes de origem
animal. Isto ocorre devido ao alto risco de contaminagdo com a Encefalopatia
Espongiforme Bovina, popularmente conhecida como “doenga da vaca louca” [5].

Considerando as limitagdes impostas pela legislagdo, a op¢do mais interessante
para a obtenc¢do das enzimas a serem adicionadas na ra¢do animal € por fermentacao
microbiana, sendo esta a melhor maneira de se produzir biocatalisadores em grande
escala e num curto periodo de tempo, além de possibilitar o uso de técnicas de biologia

molecular para melhoramento do processo e viabilizar novos bioprodutos [3].



2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo detalhar o embasamento tedrico da
aplicacdo de enzimas em racgdes para ruminantes, que visa melhoras em taxas de
digestibilidade do alimento pelos animais. Para isso, tracou-se um paralelo entre a
alimentagdo de ruminantes no Brasil, a composicdo bioquimica das dietas destes
animais ¢ o mecanismo de a¢do das enzimas hidroliticas sobre os componentes

bioquimicos ingeridos pelos ruminantes, bem como os efeitos esperados.

3. Revisao bibliografica

3.1. Agropecuaria e alimentacio de ruminantes no Brasil

Para se formular a ragdo animal para ruminantes, assim como o suplemento de
enzimas digestivas a ela, é necessario caracterizar a dieta destes animais. Como o Brasil
¢ um pais de propor¢cdes continentais, a alimentacdo dos ruminantes varia
consideravelmente de regido para regido, de acordo com a produ¢do agricola e com os
tipos de vegetagdo e forragem caracteristicos das respectivas regioes.

Dentre as maiores produgdes agricolas no Brasil, segundo a Embrapa ¢ o IBGE,
destacam-se amplamente em relagdo as demais a cana-de-agucar, a soja ¢ o milho [8],
[9]. Desta forma, pode-se tragar um paralelo entre o perfil geral da producao agricola no
Brasil (majoritariamente cana-de-agucar, milho e soja) e a nutricdo de ruminantes. A

Tabela 1 relaciona dados quantitativos e geograficos da producgdo agricola em 2012.

Tabela 1: Quantidades anuais de alguns produtos agricolas e principais produtores

Produto Quantidade (toneladas) Principais estados produtores
Cana-de-agucar 721.077.287 SP, MG, GO, MS, MT, PR
Milho 72.979.500 MT, GO, MS, PR, SC, MG
Soja 66.383.000 MT, GO, MS, PR, RS, BA
Mandioca 23.044.557 MA, PA, BA, PR, SP, AM
Arroz 11.599.500 RS, SC, MA, MT, RO, TO
Café 3.037.534 MG, ES, SP, PR, RO, BA

Fonte dos dados: Conab, 2012.



Ou seja, os principais produtos agricolas do pais e as regides nas quais sdo
cultivados s3o parte crucial na determinag¢ao da dieta adotada para o gado ruminante,
uma vez que a formula¢do da ragdo animal estd associada aos principais subprodutos
agricola de uma determinada regido, pois estes sdo o suporte da ragdo. Deve-se levar em
considera¢do, evidentemente, as necessidades nutricionais da espécie segundo o
interesse comercial (corte, leite, etc). Compdem a dieta dos animais, ainda, as forragens
e vegetacdes nativas de cada regido no caso de animais mantidos em regime de pasto.
No entanto, a propor¢do desta dieta, assim como o regime didrio do animal, divide a
pecudria bovina em alguns modelos, que também sdo varidveis a serem consideradas
para a formulagdo de uma ragdo [10].

Existem basicamente trés tipos de modelos de producdo de gado: extensivo, semi-
extensivo e intensivo. O modelo extensivo € o mais comum, sendo largamente utilizado
em todo o pais. Neste modo de produgdo, a principal fonte da alimentacdo do gado ¢ a
forragem vegetal nativa da propria regido, caracteristica dos respectivos ecossistemas. O
modelo semi-extensivo, mais utilizado na regido centro-sul do pais, € caracterizado por
suplementagdo na dieta animal, porém com os animais sendo mantidos em regime de
pasto, onde também se alimentam de vegetacdo nativa. Por fim, o modelo intensivo, no
qual os animais sdo mantidos em regime de confinamento e sua alimentagdo se limita

praticamente a silagem e a ra¢ao [11].

3.2. Composicao bioquimica da dieta dos ruminantes

Para se relacionar as hidrolases a serem adicionadas na formulagdo da ragao para
ruminantes, bem como compreender a fungdo de cada uma, é necessario caracterizar
bioquimicamente a alimentacdo destes animais. Na se¢do anterior foram relacionados os
principais produtos agricolas do pais, como a cana-de-aglcar e, especialmente, graos
(soja, milho, arroz, etc), sendo estes ultimos utilizados como suporte para a maioria das
racdes. Também foram citadas as silagens e as forragens naturais como fonte de
alimento para os ruminantes, e elas variam de acordo com o tipo de pecuaria, finalidade
e a regido do pais na qual € praticada.

Considerando esta base da alimentacdo dos ruminantes utilizada no Brasil, de um
modo geral, os compostos bioquimimicos e nutrientes ingeridos por animais ruminantes
relevantes para o presente estudo sdo basicamente, carboidratos estruturais ou fibras
(celulose e hemiceluloses), carboidratos de reserva (amido), dissacarideos (sacarose,

maltose, celobiose, etc), lipideos (acidos graxos e gorduras), proteinas e compostos de
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natureza quimica diferentes, como fitatos e taninos, que desempenham efeitos
antinutricionais na alimenta¢do de ruminantes. Algumas das principais fontes de energia
fornecidas pela alimentagdo, como as celuloses, podem também desempenhar efeitos
antinutricionais.

As celuloses e hemiceluloses sdo provenientes das estruturas dos vegetais.
Compdem a maior parte da massa seca de uma planta. O amido ¢ o carboidrato de
reserva dos vegetais, sendo mais concentrado em graos (especialmente milho e arroz) e
raizes (batata, mandioca). Os dissacarideos sdo muito abundantes na natureza, e na dieta
dos ruminantes, sdo provenientes da ingestdo de residuos de cana-de-acucar, cevada,
etc. Os lipideos sdo provenientes principalmente da ingestdo de oleaginosas, embora
também sejam componentes estruturais de vegetais de outros tipos, e do leite, no caso
de animais jovens. As proteinas sdo abundantes em qualquer ser vivo, e desta forma, sao
provenientes de todo tipo de dieta adotado para ruminantes. Também sio abundantes no
leite. Os fatores antinutricionais estdo presentes em maior ou menor concentragdo em
praticamente toda parte vegetal alimentacdo de ruminantes. Inibidores de proteases,
taninos e fitatos, por exemplo, estdo presentes em grandes concentragdes em produtos
como a soja, 0 sorgo, e outros [3].

As caracteristicas bioquimicas destes substratos, tanto nutrientes quanto fatores

antinutricionais, serdo detalhadas mais adiante no estudo.

3.3. Fatores antinutricionais

Os fatores antinutritivos sao aqueles que, de algum modo, proporcionam efeitos
contrarios a nutricdo adequada. Podem ser gerados pelos alimentos in natura, assim
como pela degradacdo ou inativacdo de alguns nutrientes [4], [12].

Os fatores antinutricionais podem possuir diversas naturezas bioquimicas, e sdo
comumente encontrados em varias matérias-primas alimenticias, como na cevada (-
glucanos e arabinoxilanos) e no café (taninos). Estes componentes antinutritivos nao sao
caracterizados como toxicos para o organismo dos animais, porém sua presenca pode
causar varias adversidades fisioldgicas, ndo sé diminuindo a disponibilidade dos
nutrientes da dieta, como, em casos mais graves, até mesmo lesionando 6rgaos internos
[12], [13].

As caracteristicas dos fatores antinutricionais, assim como os efeitos provocados
pela presenca destes na dieta, dependem de suas concentragcdes na ragcdo e de suas

concentragdes finais no processo digestivo. Vale destacar que as caracteristicas
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antinutritivas de um componente nem sempre estdo associadas somente as propriedades
quimicas, bioquimicas e fisicas do mesmo. A espécie do animal , assim como a natureza

de sua microbiota, também ¢é determinante [14], [4].

3.3.1. Polissacarideos nio amilaceos

Os chamados polissacarideos ndo amildceos (PNA’s) sdo polissacarideos
formados por agucares simples, mas devido a natureza das ligagdes bioquimicas entre
seus residuos, que sdo do tipo B-1,4, ndo conseguem ser hidrolisados no processo
digestivo de animais com a mesma facilidade que o amido, por exemplo. No entanto,
sd0 nutrientes acessiveis para ruminantes adultos, que possuem sua microbiota ja
completamente desenvolvida, capaz de expressar as enzimas necessarias para a hidrolise
de PNA’s, que sdo as xilanases, celulases e glucanases [4].

Os polissacarideos ndo amildceos, contudo, sdo problemadticos para animais
ruminantes jovens. Isto ocorre porque, nos primeiros meses de vida, os animais
ruminantes possuem anatomia e fisiologia do sistema digestivo muito similares a de
animais monogastricos. Com a microbiota ainda pouco desenvolvida, a produgdo de
algumas enzimas enddgenas ¢ inadequada ou inexistente nesta etapa da vida do animal
[15].

Os PNA’s, quando ndo hidrolisados, promovem efeitos antinutritivos por terem,
evidentemente, baixa digestibilidade e por possuirem uma elevada capacidade de se
ligarem & agua, o que resulta num grande aumento na viscosidade do contetido
intestinal. Tal aumento de viscosidade promove uma diminui¢ao do aproveitamento de
outros componentes da dieta, como gorduras, proteinas e carboidratos, pois 0s tornam
fisicamente menos acessiveis as enzimas enddgenas. Desta forma, a adi¢do de enzimas
capazes de hidrolisar PNA’s na ra¢do de ruminantes muito jovens visa a degradacdo dos
complexos e fibras soltiveis que promovem o aumento da viscosidade da digesta e,
assim, proporcionar maior disponibilidade dos nutrientes, aumentar a taxa de
crescimento do animal e ainda promover uma consideravel diminui¢do na excre¢do das

chamadas fezes umidas [4].

3.3.2. Inibidores de proteases
Além dos PNA’s, existem outros tipos de fatores antinutricionais oriundos de
alimentos diferentes. Racdes a base de graos de soja, por exemplo, possuem fatores anti-

nutricionais em grandes quantidades, principalmente os chamados inibidores de
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proteases, que sdo proteinas e representam cerca de 6% de toda a carga protéica do grao
de soja. Podem agir inibindo a acdo da tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase. Como
o alvo dos inibidores de proteases sdo as proprias proteases, a hidrélise enzimatica ndo

cabe como solugdo para os efeitos deste tipo de fator antinutritivo [12].

3.3.3. Taninos

Os taninos sao outro grande obstaculo para a nutri¢do de animais ruminantes, por
causarem efeitos antinutricionais bastante evidentes. Trata-se de metabolitos vegetais
flavonodides secundarios, presentes em altas concentragdes em dicotiledoneas herbaceas
e lenhosas, soja, café, sorgo, uva, cacau e diversos outros vegetais. Embora em outros
segmentos estes compostos sejam desejaveis em doses apropriadas, como nas industrias
de vinho e cerveja, devido aos efeitos de suas propriedades no paladar (promove
adstringéncia), estes mesmos efeitos sdo a causa de grandes perdas de aproveitamento
nutricional em alimentacao animal [3], [16].

Os taninos podem ser divididos em dois tipos: hidrolisdveis ou ndo-hidrolisaveis
(condensados).

Taninos hidrolisaveis sdo poliésteres ligados, na maioria das vezes, a um
residuo central de B-d-glicose; e hidroxilas esterificadas pelo 4cido galico (figura 2).

Estes taninos sdo passiveis de serem submetidos a hidrélise enzimatica.

{Lmn=012ou 3

Figura 2. Estrutura molecular de um tanino hidrolisavel
Fonte: NAKAMURA et al. (2003)

Taninos nao hidrolisaveis, também chamados de condensados ou de
proantocianidinas, sdo polimeros de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol originados pelo
metabolismo do fenilpropanol (figura 3). S@o normalmente encontrados em plantas
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lenhosas e em alguns frutos, como uva e mag¢d. Na alimentacdo animal, a ingestdo

destes compostos ¢ mais comum em pecudria exclusivamente extensiva [16].

R = (flavan-3-0l)

Figura 3. Estrutura quimica de um tanino condensado.
Fonte: LEHKA e LONSANE (1997)

As propriedades quimicas dos taninos s3o muito particulares e, por esta razao,
estes compostos sdo desejaveis em alguns segmentos e problemdticos em outros.
Algumas destas propriedades sao [16]:

e C(Capacidade de se complexarem com polissacarideos como celulose e pectina,
formando complexos insoluveis em agua;

e Solubilidade em agua;

e Capacidade de se complexarem com proteinas, promovendo a precipitacdo
destas;

e Antioxidantes;

o Flexiveis (elasticos);

Quando animais ruminantes ingerem taninos, a propriedade destes compostos de
se complexarem com proteinas promove uma precipitagdo de enzimas do processo
digestivo, como enzimas celuloliticas, amiloliticas e proteoliticas. A complexagdo
destas enzimas com as moléculas de tanino faz com que os animais tenham diminuida
sua capacidade de degradar moléculas, uma vez que as enzimas precipitadas tornam-se
indisponiveis para as reagdes de hidrolise, tendo tal diminuigdo, efeitos negativos
consideraveis nas taxas de crescimento do animal. A capacidade dos taninos de se
complexarem com polissacarideos como celulose, amido, xilana, etc também se traduz
em efeito antinutricional desses compostos, pois os complexos do tipo tanino-
polissacarideo sdo estaveis e insolaveis, promovendo diminui¢do da disponibilidade
desses nutrientes e interferindo negativamente nas taxas de crescimento do animal [3],

[16].



3.3.4. Fitatos

Os fitatos fazem parte de uma classe de compostos de ocorréncia natural que se
formam durante o processo de maturagdo de sementes e graos de cereais. Nas sementes
leguminosas, o acido fitico pode corresponder a até 70% do total de fosfatos [19].

Quantidades substanciais de acido fitico (fitato) ocorrem em dietas para a cri¢do
de animais ao redor do mundo. Esse 4cido apresenta uma baixa digestibilidade em
animais ruminantes jovens, que ainda sdo monogastricos, 0 que aumenta os custos para
a produgdo, considerando que outras fontes de fosforo devem ser utilizadas para o
fornecimento desse nutriente nas ragdes, para que o valor nutricional seja adequado [3].

As principais fontes de fitato na alimentacdo animal sdo os cereais, como a
cevada, as sementes de leguminosas e oleaginosas, como a soja, como mostrado na
Tabela 2. Entre outros fatores, os fitatos sdo capazes de formar complexos com algumas
espécies quimicas que sdo nutrientes importantes, como calcio, magnésio, zinco e ferro,
além de também formarem complexos com proteinas, aminodcidos ou enzimas
endogenas [14].

Tabela 2. Conteudo de fitato em diversos ingredientes da ragdo.

Ingredientes Fosforo fitico Fosforo fitico

(g/100 g MS¥) (% de fosforo total)
Milho 0,24 72
Cevada 0,27 64
Trigo 0,27 69
Aveia 0,29 67
Arroz 0,27 77
Farinha de arroz 10,31 80
Farinha de trigo 0,92 71
Farelo de raiz de mandioca 0,04 28

Adaptado de COUSINS (1999)
*Massa Seca

Estruturalmente, o fitato ¢ um anel de mio-inositol completamente fosforilado,
Figura 4. A sua estrutura ¢ consistente com sua alta capacidade de quelar cétions
multivalentes, possuindo capacidade de formagdo de complexos com Zn**, Cu**, Ni¥,

+ + + + . gt ;
Co®", Mn*", Ca*" e Fe*". Esses complexos podem existir na forma soliivel ou na forma
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de precipitados insoluveis, dependendo da concentragao do acido fitico, da concentragao

do mineral e do pH da solugdo [3].

Figura 4. Estrutura do 4cido fitico
Fonte: FERNANDEZ (2007)

Os grupos fosfatos carregados do fitato podem fazer associagdes eletrostaticas,
especificamente no terminal amino com proteinas ou com grupo amino livre em
residuos de lisina e arginina [3].

Os complexos fitatos-minerais-proteinas podem ser formados com os cations
agindo como uma ponte entre os grupos fosfato carregados e o terminal carboxil de
proteinas, Figura 5. Essa interagdo pode tornar a proteina menos susceptivel a agdo de

proteases durante a passagem no intestino [3].

Amido Ca® 1
o SN 1 ' 0
P‘rn}cema HPD," HPO, Zo ? _ Owp-~U U/"Fu
CH i -’3'~r1'n }] J 0
! N
MH.+ H . - Q
" AR g 2N
o d o 070
\F:’ 0
g o o )ll\/'q
H HPO," TRy
(a) (b)

Figura 5. Exemplos de interacdes da molécula de fitato: (a) poder quelante do fitato

sobre cations multivalentes; (b) complexo fitato-mineral (ferro)-proteina.
Fonte: Adaptado de WEAVER e KANNAN (2002).
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Os fitatos também possuem a capacidade de inibir a acdo de vérias enzimas
endogenas, como pepsina, tripsina ¢ a-amilase. Essa inibi¢do ocorre, provavelmente,
devido aos efeitos quelantes dos fitatos, agindo sobre os ions de célcio, que sdo co-
fatores para a agdo de diversas enzimas, ou a formacdo de complexos fitato-enzimas
menos reativos [20].

A interagdo do fitato com proteinas pode ter uma influéncia negativa na
digestibilidade e absor¢do das proteinas e dos aminoacidos. Este tipo de interagdo ¢

dependente do pH, a partir do comportamento descrito na Tabela 3 [20].

Tabela 3. Interagdes moleculares entre fitatos e proteinas de acordo com o pH.

Condigoes de pH Interacao

Fitato forma interagdes eletrostaticas com
Baixo residuos como arginina, lisina e histidina,

resultando em um complexo insoluvel.

Préximo ao ponto isoelétrico A carga da proteina € neutra e ela ndo se

liga ao fitato.

O fitato forma complexos com proteinas
Alto na presenca de cations divalentes (Ca, Mg,

Zn, etc).

A poluicdo por fosforo também ¢ uma grande preocupacdo, visto que as
excregoes dos animais sao a fonte primaria de fosforo na pratica da agricultura. Sendo
assim, a diminuig¢ao do acido fitico, o qual ndo ¢é aproveitado naturalmente pelo animal,

promove a dimiui¢do da carga de fosforo no ambiente proveniente da agricultura [4].

3.4. Enzimas em ra¢io animal para ruminantes
A otimizagdo do aproveitamento nutricional da dieta alimentar pelos animais
ruminantes pode ser alcangada pela utilizagdo de enzimas que auxiliem o processo de
degradacdo dos nutrientes ao longo do processo digestivo. Varios obstaculos para um

bom aproveitamento nutricional podem ser vencidos a partir de reacdes de hidrdlise
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promovidas por enzimas da classe das hidrolases, como os fatores antinutricionais, os
mondmeros de agucares e proteinas que sdo pouco acessiveis devido a estruturas de
dificil digestao [3].

Ruminantes adultos, com sua microbiota completamente desenvolvida,
conseguem niveis relativamente bons de aproveitamento nutricional quando criados em
pecudria extensiva ou semi-intensiva, pois se alimentam de forragens naturais, silagem e
racdo, estimulando a diversidade da microbiota. No entanto, os animais adultos criados
em modelo de pecudria intensiva possuem microbiota limitada, pois se alimentam
apenas de racdo e sdo mantidos em regime de confinamento, ndo tendo acesso a
microbiota diversificada do meio ambiente. Ou seja, para animais adultos, cada tipo de
alimentagdo devido ao modelo de pecudria e a finalidade (leite ou corte) exigira tipos
especificos de enzimas hidroliticas [3], [15].

Para animais jovens, no entanto, uma grande diversidade de hidrolases ¢
necessaria, uma vez que a producdo de enzimas endogenas digestivas ¢ deficiente nesta
etapa da vida dos animais ruminantes, que nos primeiros meses de vida sdo chamados
de ruminantes ndo funcionais, que na pratica, sdo animais monogastricos [15].

Com base nestas distingdes, € noutras citadas anteriormente, determinar-se-ao as
enzimas a serem adicionadas na formulacdo de uma ragdo para ruminantes. As enzimas
que podem ser utilizadas na industria de racdo animal serdo citadas e analisadas a

seguir.

3.4.1. Fitases

Uma maneira de promover a diminui¢do dos efeitos antinutricionais causados
pelos fitatos ingeridos pelos animais, assim como o efeito poluente destes compostos,
devido ao fosforo, ¢ a aplicacdo de enzimas que hidrolisem esses fitatos, conhecidas
como fitases. Estas enzimas sdo sintetizadas por varios tipos de micro-organismos,
como bactérias, fungos e leveduras. Industrialmente, a fitase é obtida, na maioria das
vezes, a partir do metabolismo de fungos filamentosos do género Aspergillus [4].

A digestibilidade do fitato ¢ altamente dependente da capacidade das fitases em
degradé-lo. As enzimas fitases também sdo encontradas em plantas e animais, embora
em menor quantidade neste ultimo. A reacdo catalisada por essa enzima é uma hidrolise
e ¢ dependente da atividade total da fitase e das condigdes em que a reagdo ocorre [3].

O modo de acdo dessa enzima consiste em transferir o grupo fosfato do substrato

para a enzima e da enzima para a dgua, Figura 6. O fitato, durante o processo de
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hidrélise, possui cinco classes de produtos intermediarios, que sdo mio-inositol penta,

tetra, tri, bi e monofosfatado [4].

o.Pp0 OPO; OH
0,PO - Fitase HO HO
e 0PO; o . HO oy *68PO°
OsPO HO
Fitato Inositol

Figura 6. Mecanismo de a¢do da enzima fitase.

Fonte: Adaptado de MITTAL et al. (2011)

A fitase ¢ uma fosfatase capaz de hidrolisar um ou mais grupos fosfatos na
molécula de fitato e pode ter trés classificagdes: 4/6-fitase, 3-fitase e 6-fitase. Essa
classificagdo se da pelo local da molécula de fitato em que a reacdo de hidrolise inicia-

se, como mostra a Figura 7.

oM J_b}
®—
3-fitase (B F
% i
I +H5 O (‘
- P OyL-mio-inositol 1,2, 4,5 5-pe ntafosfato

4/6-fitase
—  EC31.334

Mio-inositol-hexsfosfato

i +H, 0
[Acido fitico) -P
(E) =OP;H, 5-fitase

n3.1.3.72

O/L-mig-inositol 1,2,3,4,6-pentafosfato
Figura 7. Classificagdo da enzima fitase de acordo com o grupo fosfato inicialmente

hidrolisado.
Fonte: Adaptado de KEROVUO et al. (2000)

A fitase deve ser resistente ao processo de fabricacdo e armazenagem. Quando a
racdo, durante seu processo de fabricacdo, ¢ submetida a altos valores de temperatura, a
enzima pode desnaturar, perdendo sua atividade catalitica e o beneficio de sua inclusao

na dieta dos animais a partir da racdo. Quando os processos de producdo de ragdo
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possuem etapas em que as temperaturas superam 75°C, recomenda-se que a enzima seja
adicionada apoés tal etapa, por meio de aspersdo. A fitase obtida por fermentagdo em
escala industrial € extracelular, e se caracteriza como um p6 amarelo pardo ou por um
liquido incolor, que ¢ submergido em tampao para a aspersao [20], [21].

A agdo da fitase ¢ maxima no rumen dos animais adultos € no rGmen primitivo
dos animais jovens, pois ¢ extremamente resistente a agdo da pepsina, que € a protease
endogena que existe em maiores quantidades nesse 6rgdo. No entanto, ¢ pouco
resistente a tripsina e quimotripsina, presentes no duodeno [3].

Além da ja citada formagdo de complexos insoluveis entre o fitato e ions de
metais multivalentes (Ca®’,Mg?", etc), promovida pelo aumento da concentracio de
minerais, especialmente em ruminantes muito jovens, outro fator que influencia na
eficiéncia da acdo da fitase ¢ o pH. Este, além de ter influéncia sobre a formagdo de
complexos insolaveis fitato-minerais, como a ligagido do fitato ao Zn>*, por exemplo,
que ¢ favorecida em valores de pH proximos ao neutro, altera a estrutura tridimensional
da proteina da fitase. Ou seja, a diminui¢do dos valores de pH acarreta na diminuigdo
dos efeitos inibitorios dos minerais [3].

A adicdo de produtos contendo fitase na dieta de animais ruminantes jovens ¢
uma pratica que tem potencial para aumentar a utilizacdo do fésforo proveniente da
molécula de fitato e diminuir a saida de fosforo nas fezes. No entanto, a fitase é
importantissima pelo fato de também minimizar os efeitos antinutricionais dos fitatos,
que diminui a digestibilidade de proteinas, sendo a digestdo destas biomoléculas a mais
importante para a aceleragdo da taxa de crescimento do animal, devido a contribuigdo

disso para o aumento das fibras musculares, etc [3].

3.4.2. Tanases

Assim como o fitato, que pode ter seus efeitos antinutricionais minimizados pela
fitase, os problemas digestivos causados pelos taninos, que também sao fatores
antinutritivos, podem ser minimizados pela a¢do de outra hidrolase, que ¢ a tanase. A
tanase ¢ uma enzima que hidrolisa ésteres e ligagdes laterais de taninos hidroliséveis,
produzindo glicose e acido galico. Esta enzima pode ser produzida por diversos tipos de
micro-organismos, mas fungos filamentosos do género Aspergillus sdo mais eficientes
em produzir a enzima por fermentacdo na presenga de acido tanico, que € o método para
producdo de tanases [16].

A reacgdo catalisada pela tanase ¢ mostrada na Figura 8:
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Figura 8. Reacgdo catalisada pela tanase (3.1.1.20).
Fonte: BATTESTIN et al. (2004)

A expressdo desta enzima pode ser intra ou extracelular, inclusive para uma
mesma cepa microbiana. O tipo de ocorréncia da enzima pode ser determinado pelas
caracteristicas do processo fermentativo, pois a tanase é extracelular quando produzida
por fermentagdo em estado so6lido (por Aspergillus), mas permanece adsorvida ao
miceélio quando € produzida por fermentagdo submersa [16].

A tanase é uma glicoproteina esterase e pode ser separada em duas esterases,
sendo uma especifica para ésteres alifiticos como o metilgalato, e uma depsidase, que
hidrolisa liga¢des depsidicas, como o dcido m-gélico. Esta enzima se mantém estavel
numa faixa de pH entre 3,5 e 8,0 e em temperaturas entre 30°C e 60°C. Suas condi¢des
otimas de pH e temperatura sdo, respectivamente, 5,5 — 6,0 e 30 — 40°C. A tanase pode
ser inibida por ions metalicos bivalentes, como Cu2+, Fe2+, Mg2+, Zn*" e Mn2+, além de
outras substancias quimicas, como sulfatos e cloretos de célcio e magnésio [16].

A utilizagdo desta enzima pode se dar de duas maneiras: por contato direto dos
extratos enzimaticos (purificados ou ndo) com o material a ser tratado, e assim
hidrolisando os polifenois, a fim de evitar complexagdes e polimerizagdes indesejadas;
ou pelo cultivo de linhagens de fungos produtores de tanase em substratos ricos em
taninos, os quais sdo degradados a compostos mais simples que ndo possuem as
caracteristicas problematicas dos taninos. Assim, a tanase ndo precisa ser purificada
antes de ser adicionada a ragdo, o que elevaria consideravelmente o prego da mesma,
diminuindo o indice de custo/beneficio para o produtor [16].

Desta maneira, as tanases podem ser adicionadas as ra¢des para ruminantes com o
intuito de impedir que os taninos presentes na composi¢ao da ragcdo ou em outra parte da
alimentagdo dos ruminantes (em casos de pecudria extensiva ou semi-intensiva)

diminuam o valor nutricional da dieta, agindo como fatores antinutricionais,
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especialmente complexando-se a carboidratos e proteinas (tornando-os indisponiveis) e
complexando-se a outras enzimas importantes no processo digestivo, inutilizando-as.
Vale ressaltar que a agdo da tanase ainda fornece glicose, que ¢ oriunda da hidrélise das

moléculas de tanino.

3.4.3. Celulases e Xilanases

A celulose e a hemicelulose s3o os polissacarideos mais abundantes do planeta,
podendo chegar a 70% da massa de uma planta. A parede celular ¢ constituida de 40% a
45% de celulose. Além disso, servem como fontes renovaveis para a indUstria
alcooleira, industrias téxteis, industrias de papel e celulose e na industria de ragdo
animal (principalmente para ruminantes). Estes polissacarideos nao amildceos sdo um
paradoxo para a alimentagdo animal, pois se por um lado podem agir como fatores
antinutricionais enquanto nao sdo hidrolisados, por outro eles representam a maior fonte
de carboidratos da dieta da maioria dos ruminantes, a exce¢do de alguns casos ligados a
pecudria intensiva [3].

Anteriormente, foram descritas as caracteristicas antinutricionais dos
polissacarideos ndo amildceos. Agora serd descrita a relagdo entre as propriedades
estruturais dessas moléculas e a acdo das enzimas celuloliticas, uma vez que a quebra da
estrutura da celulose nao se resume a apenas um tipo de hidrolise. A celulose ¢ um
polimero linerar, com estrutura primaria simples formada por residuos de glicose unidos

por ligagdes do tipo B-1,4 (Figura 9), [3], [22].

CH:OH OH
0
OH | 4 oH
HO OH
OH CH:0H CH;0H
- —n
Celulose

Figura 9. Ligagdes -1,4 glicosidicas da molécula de celulose.

Fonte: Adaptado de LEHNINGER, Principios de Bioquimica (2000)
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O grau de polimerizacdo de uma cadeia de celulose varia de 500 a 14000
unidades. As cadeias de celulose estdo orientadas em paralelo, com diferentes graus de
ordenacdo. Em algumas regides da molécula, as cadeias possuem um alto grau de
ordenagdo e estdo fortemente ligadas por pontes de hidrogénio, formando a regido
cristalina, enquanto em outras regides encontra-se a cadeia com um menor grau de
organizagdo, que ¢ a chamada regido amorfa. Essas regides descritas podem ser
observadas na Figura 10 a seguir. O grau de cristalizacdo das cadeias glicosidicas da
celulose pode variar de acordo com a sua origem ou de acordo com o tratamento

utilizado na celulose isolada [23].

CELULOSE CELULOSE CELULOSE
AMORFA CRISTALINA AMORFA

Figura 10. Regides cristalina e amorfa da estrutura molecular da celulose.
Fonte: QUIROZ-CASTANEDA e FOLCH-MALLOL (2013)

As regides cristalinas da celulose formam uma estrutura rigida que nao é
susceptivel a agdo das endo-celulases, enquanto as regides amorfas possuem maior
susceptibilidade & acdo de enzimas. Pode se obter a degradag¢do otimizada da celulose
por meio de dois caminhos: a hidrélise quimica ou um conjunto de enzimas atuando
conjuntamente de modo a catalisar reagdes de hidrolise tanto na regido cristalina quanto
na regido amorfa [23].

A ag¢do conjunta das enzimas para a degradacao da celulose ¢ chama de sinérgica.
O sinergismo pode ser definido como o aumento do efeito catalitico de duas ou mais
enzimas agindo de forma conjunta [23].

Essa acdo sinérgica enzimatica para a degradagdo da celulose, mostrada na Figura
11 a seguir, normalmente envolve trés tipos de enzimas: exoglucanases, endoglucanases

e B-glucosidases [24].
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Figura 11. Ac¢ao sinérgica das endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolase) e -
glucosidases.

Fonte: Adaptado de (KUMAR, et al., 2008)

As endoglucanases, ou endo-1,4- B-glucanases, sdo as enzimas responsaveis por
iniciar o processo de hidrolise da celulose. O prefixo ‘endo’ ¢ referente ao local de agao
da enzima na molécula de celulose. Esta enzima age de maneira aleatdria no interior da
molécula, promovendo a hidrolise de ligagdes B-1,4-glicosidicas (Figura 12) na regido
amorfa da celulose, porém sdo praticamente inativas na regido cristalina da celulose e

sobre a celobiose [3], [23].

5 VALV egag Wt UV oy g wr A V.V Sy
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Figura 12. Mecanismo de a¢ao da endoglucanase sobre a celulose.

Fonte: Adaptado de Key Centre of Polymer and Colloids (2015)

Como resultado da ag¢do da endoglucanase, tem-se uma diminui¢do do grau de
polimerizagdo e formagdo de novos terminais redutores e ndo redutores, sendo estes
ultimos, alvos da a¢do de outras enzimas na reacdo de hidrolise completa da celulose.

Outro tipo de enzima que também atua na hidrdlise da celulose é a exo-1,4-p-
glucanase, também chamada de celobiohidrolase. Assim como as endoglucanases, essa

enzima age catalisando as ligagdes [-1,4 glicosidicas, porém ndo atuam de maneira
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aleatoria no interior da molécula de celulose. Essas exoglucanases atuam nas regides

terminais da celulose, liberando moléculas de celobiose (Figura 13) [23], [24].

[T AN AN

Exoglucanase

celobiose

Figura 13. Acdo da exoglucanase, gerando dimeros de celobiose a partir da hidrélise da

celulose.
Fonte: Adaptado de Key Centre of Polymer and Colloids (2015)

As exoglucanases (celobiohidrolases) apresentam uma alta atividade na regido
amorfa da celulose, no entanto também apresenta atividade na regido cristalina, embora
menor, ¢ sobre a celobiose [23].

Geralmente, as celobiohidrolases atacam as cadeias de celulose a partir dos
terminais ndo redutores, porém existem dois tipos dessa enzima (Figura 14). Enquanto o
tipo I catalisa preferencialmente a partir do terminal redutor, o tipo II catalisa

preferencialmente a reagdo de hidrélise da celulose a partir do terminal nao redutor [23].
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Celobichidrolases Endo-B-1,4-glucanase
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Figura 14. Celobiohidrolases do tipo I agindo no terminal redutor (direita) e do tipo 11

agindo no terminal ndo redutor (esquerda).
Fonte: Adaptado de WATANABE & TOKUDA (2010).
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As celobiohidrolases sdo importantes para o processo de hidrolise, pois € a
responsavel pela amorfogénese no restante da cadeia da celulose. Ou seja, ao catalisar a
reacdo de hidrolise, liberando celobioses, as pontes de hidrogénio intramoleculares, que
sao uma das principais forgas estabilizantes da estrutura cristalina na celulose, sdo
desestabilizadas, e assim ha a formacdo de novas regides amorfas, culminando em uma
maior taxa de hidrélise da cadeia [23], [24].

O terceiro tipo de enzimas que atua em sinergismo com os citados anteriormente
¢ o das B-glucosidases. Essas enzimas atuam na hidrolise de ligagdes [3,1-4-glicosidicas
nas moléculas de celobiose e celodextrinas soluveis, degradando-as em glicose e
completando, assim, a hidrolise da celulose. A Figura 15 mostra a reacdo catalisada

pelas B-glucosidases.

celobiose 8-Glucosidase glicose
LaSPeRl, SR VAV AY

Figura 15. B-glucosidase catalisando a hidrdlise de celobiose em glicoses.

Fonte: Adaptado de Key Centre of Polymer and Colloids (2015)

Estas enzimas agem no terminal ndo redutor, liberando moléculas de B-D-glicose
oriundas da hidrélise. A celulose, enquanto polimerizada, nao é assimilavel pelo
organismo dos animais, dai a necessidade de degrada-la até glicose. A agdo sinérgica
destes trés tipos de enzima celuloliticas descritos nesta secdo converte um dos fatores
antinutricionais (um dos polissacarideos ndo amildceos) na principal fonte de
carboidratos da dieta dos animais ruminantes, além de tornar disponiveis outras fibras
que sdo inacessiveis devido a celulose [3].

As celulases podem ser produzidas por varios tipos de micro-organismos. Fungos
do género Aspergillus e Streptomyces, bactérias como Bacillus sp, etc. Cada micro-
organismo expressa celulases de caracteristicas bioquimicas diferentes, como faixas de
pH e temperatura em que a atividade enzimatica existe ou € otimizada. O micro-
organismo produtor, o método de producdo e as caracteristicas das celulases sdo
determinantes para a metodologia de adicdo destes biocatalisadores na formulacdo da
racdo. Estudos indicam que as enzimas celuloliticas produzidas por fungos filamentosos

em fermentacdo em estado solido (FES) sao mais apropriadas para a adi¢gdo em racao
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animal, tanto pelas caracteristicas bioquimicas quanto pela baixa (ou nenhuma)
quantidade de agua aparente no meio, o que contribui para a manutengdo da atividade
enzimatica apos a adicdo da enzima na ragdo e evita contaminagdes. No entanto, 0s
processos de FES ainda sdo pouco usuais em escala industrial, e a adi¢do das enzimas
ndo purificadas obtidas por fermentagdo submersa ainda ¢ feita majoritariamente [25].

A microbiota dos animais ruminantes adultos expressa enzimas celuloliticas
naturalmente, mas ndo de forma otimizada, pois muitos sitios de substratos ndo sdo
ocupados durante a acdo das enzimas endogenas. Assim, a adi¢do de celulases exdgenas
pode ser de valiosa contribui¢do para a taxa de degradagdo do material celuldsico
ingerido pelo animal. Para animais muito jovens, que possuem pequena ou baixa
produgdo de celulases enddgenas por parte de sua ainda pouco diversificada microbiota,
a adi¢do de enzimas celuloliticas exdgenas deve ser crucial para o aproveitamento ndo
s6 do carboidrato, mas de outros nutrientes que a celulose torna indisponiveis [26].

No entanto, as celulases ndo s3o as unicas fibrases relevantes para o
melhoramento da digestibilidade do alimento nos ruminantes. A parede celular das
plantas ¢ constituida, além de celulose, por hemiceluloses, que constituem cerca de 30-
35% da massa seca de uma planta.

A xilana é o componente mais comumente encontrado na hemicelulose, podendo
representar até 90% da fracdo hemicelulésica de uma planta, e é segundo carboidrato
estrutural mais abundante no planeta, ficando atrds somente da celulose. As xilanas sdo
polissacarideos complexos formados por um esqueleto de residuos de xilanopiranosil
unidos entre si por ligagdes do tipo B-1,4 e estruturas laterais com residuos de arabinose.
A estrutura basica do esqueleto de uma molécula de xilana esta representada na Figura

16.
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Figura 16. Representacdo esquematica da estrutura de uma xilana

Fonte: MAGATON et al. (2008)
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A degradacdo enzimatica das xilanas ¢ feita por enzimas denominadas xilanases.
Estas hidrolases, em geral, catalisam a hidrolise das ligagdes B-1,4 entre os residuos de
xilose da molécula de xilana. Como a xilana ¢ uma estrutura heterogénea, possuindo
metilagdes e acetilagdes ao longo de suas cadeias, a degradagdo completa da molécula
depende da acdo sinérgica de varios tipos de enzimas. Estas enzimas podem ser
divididas em dois grupos principais: as que agem no esqueleto da molécula de xilana e
as que agem clivando as cadeias laterais. As xilanases que atuam no interior da
molécula de xilana, hidrolisando as liga¢des -1,4 entre os residuos de xilana, liberando

xilobioses, sdo chamadas de endo-xilanases, Figura 17.
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Figura 17. Regido de acdo das chamadas endoxilanases na estrutura da xilana.
Fonte: Adaptado de MAGATON et al. (2008)

S

As endoxilanases vem sendo classificadas como especificas ou ndo especificas.
As xilanas que possuem apenas ligagdes do tipo B-1,4 sdo substratos para a agdao de
endoxilanases especificas. Por outro lado, as endoxilanases nao especificas atuam tanto
nas xilanas unidas com ligacdes do tipo B-1,4 quanto em outros polimeros unidos por
ligacdes deste tipo, como carboxi-metil-celulose [24].

As moléculas de xilobiose liberadas pela acdo das endoxilanases na molécula de
xilana sdo substrato para outra enzima hidrolitica, que ¢ a B-xilosidase. Essa enzima
atua no terminal ndo redutor das moléculas de xilobiose, liberando B-D-xilose, como
mostra a Figura 18. A B-xilosidase também atua na hidrolise de pequenas cadeias de
xilo-oligossarideos, com sua atividade diminuindo a medida em que o grau de

polimerizagao das cadeiras aumenta [24].
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| B-D-Xilosidase J

Figura 18. A¢do da B-xilosidase em xilo-oligossarideo de baixo grau de polimerizagao.
Fonte: Adaptado de MAGATON et al. (2008)

A Figura 19 ilustra a acdo sinérgica de endoxilanases, B-xilosidases, ja citadas
anteriormente, € outras enzimas cruciais para a completa degradagdo da xilana. Essas
enzimas atuam na hidrélise das cadeias laterais da estrutura da xilana. Entre elas, pode-
se citar a a-glucuronosidase, que catalisa a hidrélise das ligacdes a-1,2 entre residuos de
acido galacturénico e residuos de xilose em glucoronoxilanas. Pode-se citar, também, a
a-D-arabinosidase, que atua na hidrélise a partir de residuos terminais de arabinose nas
cadeias laterais da xilana. Também ¢ preciso destacar a acdo de enzimas que hidrolisam
porcdes acetiladas e esterificadas da estrutura da xilana, sendo a enzima acetil-xilana-
esterase a responsavel pela hidrolise desses grupos. A agdo desta ultima enzima ¢

importante, pois os grupos acetil podem impedir a a¢do das endoxilanases [24].

o4O Glol s,

HOOC

O
1
1
| Endoxilanase f-@' l"l a-Glucuronidese Acetil-xilano-esterase

q{x C-';:’"’ f\\"

%"wﬁ U] "ﬂ/&"v“ %
A Ok

I

c-Peaf -l

Figura 19. Sinergismo enzimatico para degradacdo completa da xilana.
Fonte: Adaptado de MOTTA & ANDRADE (2013)
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As xilanases podem ser produzidas por bactérias, leveduras e fungos filamentosos,
sendo estes ultimos os mais utilizados na produgdo industrial dessas enzimas,
especialmente de cepas de Aspergillus niger [24] [27].

O grau de degradacdo da xilana no organismo dos animais ruminantes estd
intimamente relacionado aos niveis de digestibilidade da estrutura vegetal ingerida por
eles, uma vez que em dietas muito viscosas, a quantidade de fibras de xilana presente na
digesta se torna um fator antinutricional, assim como acontece com a celulose. Desta
forma, a adi¢do de alguns tipos de xilanases a formulacdo da racdo pode aumentar o
grau de degradacdo da xilana presente na dieta, uma vez que os niveis de degradacdo da

mesma por enzimas endogenas nao € otimizado [3].

3.4.4. Amilases

O amido ¢ o carboidrato de reserva mais abundante na natureza, podendo ser
encontrado em grandes concentragdes no milho, arroz, na batata, na mandioca, etc.
Trata-se de um polissacarideo formado por subunidades de glicose, possuindo origem
vegetal e atuando fisiologicamente como reserva energética, analogamente ao
glicogénio nos mamiferos e fungos. Desta forma, estd presente em grandes quantidades
na dieta vegetal de animais ruminantes, especialmente para os que tém sua alimentagao
a base de produtos que possuem altas reservas de amido, que neste caso, é a principal
fonte de carboidratos da dieta, ao lado da celulose. O ‘grao’ de amido se divide em duas
porc¢des com caracteristicas distintas: a amilose e a amilopectina [1] [3].

A amilose, Figura 20, é a porg¢do linear da molécula de amido, uma vez que é
formada por ligacdes do tipo a-1,4 entre os monomeros de glicose. Esse tipo de ligagdo
entre as subunidades gera pouca ramificacdo na molécula do polimero, mas confere

aspecto helicoidal a estrutura da amilose [1].

OF

Figura 20. Estrutura molecular e tridimensional da amilose.

Fonte: Adaptado de LEHNINGER, Principios de Bioquimica (2000)
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A por¢cdo do amido referente a amilopectina (Figura 21), no entanto, possui
ligagdes do tipo a-1,6 entre os monOmeros de glicose, embora também possuam
ligagdes do tipo o-1,4. Estas ligagdes a-1,6 conferem ramificacdes a estrutura da
amilopectina, o que da a essa por¢do do amido um aspecto menos hidrossoluvel em

relagdo a amilose.
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Figura 21. Estrutura molecular e tridimensional da amilopectina.

Fonte: Adaptado de LEHNINGER, Principios de Bioquimica (2000)

A Figura 22 a seguir mostra um comparativo entre a estrutura molecular da
amilose e da amilopectina, que sdo determinantes para o carater linear, porém helicoidal

da amilose, e para o carater ramificado da amilopectina.
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Figura 22. Comparativo entre as estruturas de amilose e amilopectina.

Fonte: CORRADINI et al. (2005)

Assim como na degradagdo da celulose e da xilana, existe um conjunto de enzimas

que degrada o amido. As amilases sdo hidrolases que catalisam a hidrédlise de ligagdes
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glicosidicas entre os mondémeros da molécula de amido, que ¢ o seu substrato. A
hidrolise do amido normalmente ¢ iniciada pela a¢do da enzima a-amilase, que catalisa
a hidrdlise das ligagdes a-1,4-glicosidicas no interior da molécula de amido, causando
rapida diminui¢do do grau de polimerizagdo do amido e a diminuigdo da viscosidade do
substrato. Assim como as endoglucanases, atua de forma aleatéria no interior da
molécula do polimero. Os produtos da reagdo de hidrdlise do amido catalisada pela a-
amilase sdo oligossarideos de glicose, chamados dextrinas [24], [28].

A a-amilase apresenta alta variagdo estrutural dependendo de sua origem, fato
este que resulta alta diversidade na atividade da enzima em relagdo a sua estabilidade,
condi¢des para catalisar e especificidade pelo substrato. Esta enzima também ¢&
altamente dependente de fons calcio (Ca’") para manter a integridade do seu sitio
catalitico [24].

Outro tipo de enzima que atua na hidrolise do amido ¢ a f-amilase, que também
atua hidrolisando a-1,4 glicosidicas, porém, diferentemente da a-amilase, age a partir do
terminal nao redutor da molécula de amido, de modo semelhante a acdo das
exoglucanases na degradagdo da celulose. A Figura 24 a seguir mostra a diferenga de

acdo das enzimas a-amilase e B-amilase [24], [28].

ot-amilases

Terminal
redutor

B-amilases

C} Glicose

Figura 24. Comparativo entre as regides de agdo das enzimas a-amilase e f-amilase.

Fonte: Adaptado de Tormo (2004)
Por fim, existe um terceiro tipo principal de enzimas amiloliticas, que sdo as

chamadas glucoamilases (ou amiloglucosidases), que atuam nos terminais nao redutores

da estrutura da molécula de amido, liberando mondmeros de glicose [24], [28].
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As amilases sdo muito utilizadas como aditivos em rag¢do para animais ruminantes
cuja dieta ¢ baseada em milho, por exemplo, ¢ podendo ser aplicadas em racdes de
animais cujas dietas se baseiam em outros produtos ricos em amido. Apesar de os
ruminantes adultos apresentarem boas taxas de degradacdo para o amido, ¢ esperado
que a adicao de amilases exdgenas otimize essas taxas. Além disso, a adicdo de amilases
pode contribuir muito para animais jovens que ndo apresentam niveis relevantes de
enzimas capazes de hidrolisar carboidratos que ndo sejam a lactose em seu trato
digestivo [3], [4].

As enzimas amiloliticas podem ser produzidas por uma grande variedade de
micro-organismos, ou seja, por varios géneros de bactérias e fungos. Normalmente sdo
obtidas por fermentagdo submersa do amido. As enzimas fungicas obtidas por
fermentagdo submersa em geral sdo extracelulares, o que diminui o custo para sua
adi¢do na ragdo, visto que ndo se faz necessario um processo de extracdo de material
intracelular, o que seria uma etapa a mais no processo ¢ elevaria o custo da ragdo

enriquecida com enzimas [28].

3.4.5. Pectinases

As pectinases constituem um grupo de enzimas que degradam ou agem sobre
substancias pécticas, que sdo o seu substrato. Essas enzimas podem atuar como
despolimerizantes ou desesterificantes, podendo ser sintetizadas por fungos
filamentosos, bactérias, leveduras e plantas, sendo o Aspergillus niger o micro-
organismo que sintetiza a maior variedade de enzimas pectinoliticas em fermentagdo
submersa na presenga de substancias pécticas. A importancia da aplicagdo destas
enzimas em ragdo para animais ruminantes estd no fato de que além de gerarem
dificuldades para o processo digestivo, as substancias pécticas podem ser fontes de
carboidratos [3], [29].

As substancias pécticas sdo, primariamente, polimeros de acido galacturénico
(carboidrato acido). Possuem elevado peso molecular e constituem a maior porcentagem
da lamela média das células de vegetais superiores, que ¢ uma camada de material
adesivo extracelular entre as paredes de células primdrias desses vegetais, conferindo
textura e resisténcia mecanica a estrutura da planta [29].

As substancias pécticas sdo classificadas em protopectina, acido péctico, acido

pectinico e pectina.
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Protopectina: ¢ insoluvel em &4gua; estd associada a outros componentes da
parede celular vegetal (celulose e hemicelulose), dando textura e dureza a planta;
ao ser hidrolisada, gera acidos pectinicos e pectina, diminuindo a rigidez ¢ a
resisténcia mecanica do vegetal [29].

Acido péctico: polimero formado por subunidades de 4cido galacturénico sem
metoxilagdo nos grupos carboxililicos, ou seja, essencialmente livres de grupos
metil-éster. As subunidades sdo conectadas por ligacdes do tipo a-1,4-

galacturdnicas (Figura 25), [29].
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Figura 25. Estrutura molecular do 4cido péctico (sem metilagdo)
Fonte: Fungal Biology (2006)

Acido pectinico: polimero formado por subunidades de 4cido galacturénico
com baixo grau de metoxilagdo, sendo assim, possuindo uns poucos grupos
carboxilicos metilados (Figura 26), que ¢ sua unica diferenca para a estrutura do

acido péctico [29].

OH

Figura 26. Subunidade de acido galacturénico metilada.

Fonte: Fungal Biology (2006)

Pectina: sdo 4acidos pectinicos soluveis em 4gua e com grau variavel de
metoxilagdo (as de alta metoxilagdo s@o as pectinas ATM e as de baixa
metoxilagdo sdo as pectinas BTM). A estrutura molecular da pectina é composta
por polimero de acido a-1,4-D-galacturdnico (estrutura primadria, Figura 27) e
cadeias laterais contendo mondémeros de L-ramnose, arabinose, galactose e

xilose [29].
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Figura 27. Estrutura primdria da pectina (sem os residuos laterais de ramnose,

arabinose, galactose e xilose).

Fonte: UENOJO e PASTORE (2007)

Existem basicamente trés tipos de enzimas pectinoliticas: as despolimerizantes,
as esterases (ou desesterificantes) e as protopectinases. As pectinases despolimerizantes
hidrolisam as ligagcdes entre os residuos de acido galacturdnico (metilados ou ndo
metilados) da estrutura primdria das substincias pécticas. As pectina-esterases atuam
removendo os grupos metil-éster das substdncias pécticas, diminuindo o grau de
metoxilagdo do substrato. J4 as protopectinases atuam sobre a protopectina, a partir da
solubilizacdo desta, que ¢ insolivel em dgua [24], [29].

Devido as caracteristicas das substancias pécticas, que além de tudo conferem
textura a estrutura das plantas, ruminantes que possuem dieta a base de material
lignoceluldsico precisam lidar com as dificuldades digestivas impostas por essas
substancias. A adi¢do de pectinases a ragdo animal pode, a partir da hidrolise das
substancias pécticas, diminuir os obstaculos digestivos impostos pelas substancias
pécticas e, consequentemente, diminuir a viscosidade da digesta, permitindo maior
digestibilidade do material lignoceluldsico e aproveitando nutricionalmente os

monodmeros de carboidratos liberados por essa hidroélise [3], [29].

3.5. Estudos de casos e trabalhos futuros

A literatura disponibiliza resultados de estudos sobre os efeitos da adigao de
determinadas enzimas em ragdo animal para ruminantes que mostram que, embora
promissora, a tecnologia do uso de enzimas em ragdo animal ainda precisa percorrer um
longo caminho de evolugao.

Beauchemin et al. [30] obtiveram um aumento de 11% na conversdo alimentar dos
bovinos em terminacao (periodo antecedente ao abate), fornecendo a eles uma dieta de
alto grdo suplementada com enzimas fibroliticas, resultando num aumento da taxa de
ganho de peso de 6% e diminuindo 5% a ingestdo de alimento. Pritchard et al. [31]

observaram um aumento no consumo de massa seca, no ganho de peso e na eficiéncia
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alimentar em resposta a niveis crescentes de fornecimento de celulases e xilanases na
racdo destinada a novilhos. McAllister et al. [32], também avaliando desempenho de
novilhos em confinamento, observou aumentos de 5,99 kg/dia para 6,72kg/dia na
ingestdo de massa seca, e de 0,94 kg/dia para 1,16 kg/dia no ganho médio didrio com
suplementagdo de celulases e xilanases na racio.

Deve-se ressaltar, no entanto, o elevado nimero de estudos publicados em que a
adi¢do de enzimas consideradas importantes para a industria de ragdo animal ndo
surtiram efeitos relevantes sobre as taxas de crescimento, ganho de peso e
digestibilidade de animais ruminantes adultos, especialmente bovinos. Rosa et al. [33],
por exemplo, ndo obtiveram resultados relevantes em termos de ganhos nutricionais de
bovinos tratados com rag¢des suplementadas com coquetéis de enzimas digestivas
(amilases, celulases, pectinases, etc). Como estes resultados negativos sdo numerosos na
literatura, torna-se evidente que a tecnologia de inclusdo de enzimas em rag¢do animal
para ruminantes ainda nao € plenamente compreendida.

Beauchemin et al. [30], no entanto, também levantou a possibilidade de que
enzimas adicionadas em alimentos Umidos, como as silagens, podem ser bem mais
eficientes no aumento da conversdo alimentar no ramen do que em racdes secas,
considerando os resultados previamente observados com suplementagdo enzimatica nos
dois casos. Baseou-se também em principios bioquimicos basicos, pois além de
solubilizarem agtucares soluveis, as moléculas de dgua sdo utilizadas pelas enzimas para
as reagoes de hidrolise.

Novos estudos precisam ser feitos no sentindo de se compreender melhor quais
sdo as variaveis, além das j& conhecidas, que interferem na eficiéncia da acdo de
enzimas exdgenas no rumen dos animais, o que pode variar desde a fonte microbiana de
obtencdo destas enzimas até o processo de sua inclusdo na formulagcdo da ragdo e a
interagdo destas enzimas nao s6 com o organismo do ruminante, mas com a microbiota
presente no ramen. Um alento para a funcionalidade da utilizagdo de enzimas em ragao
para ruminantes, especialmente os animais jovens, pode ser o alto indice de
experimentos bem sucedidos de racdes suplementadas com enzimas para monogastricos

como suinos, aves € até mesmo peixes.
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4. Conclusao

A utilizagdo de enzimas em ra¢do animal para ruminantes com intuito de
melhorar taxas de digestibilidade, crescimento e ganho de peso, além de reduzir
impactos ambientais, mostra-se muito promissora do ponto de vista tedrico, devido a
propriedades particulares das enzimas, como o fato de ndo serem consumidas nas
reacdes que catalisam, e o fato de ser possivel a producdo de biocatalisadores que
resistam as condigdes de meio encontradas no rumen e tenham atividade catalitica
eficiente para seus respectivos substratos. No entanto, o alto indice de experimentos mal
sucedidos visando a otimiza¢do da degradacdo do alimento ingerido pelos ruminantes
por meio da adi¢gdo de enzimas a racdo, sugere que muito ainda precisa ser
compreendido para que o uso desta biotecnologia seja efetivo, e que ragdes para animais
ruminantes suplementadas com enzimas tenha maiores indices de influéncia positiva no

processo digestivo dos animais.

5. Referéncias bibliograficas

[1] NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger - Principios de Bioquimica. 5. ed. Porto
Alegre: Artmed, 2011.

[2] DEWAN, S. S. Enzymes in Industrial Applications: Global Markets. Disponivel
em <http://www.bccresearch.com/market-research/biotechnology/enzymes-industrial-

applications-bio030f.html>. Acesso em: 03 mar. 2015.

[3] BEDFORD, M. R.; PARTRIDGE, G. G. Enzymes in Farm Animal Nutriction. 2.
ed. Wallingford: CABI, 2001.

[4] CAMPESTRINI, E.; SILVA, V. T. M. da; APPELT, M. D. Utilizagao de Enzimas
na Nutricdo Animal. Revista Eletronica Nutritime, Vigosa, v. 2, n. 6, p. 259-272,
nov./dez. 2005. Disponivel em
<http://nutritime.com.br/arquivos_internos/artigos/027V2N6P259 272 NOV2005.pdf>

. Acesso em: 08 mar. 2015.

[5] BRASIL. Ministério da Agricultura. Legislacio especifica do setor de alimentacio

32



animal. Brasilia, 1974. Disponivel em
<http://www.agricultura.gov.br/animal/alimentacao/legislacao>. Acesso em: 08 mar.

2015.

[6] BON, E. P. S.; FERRARA, M. A.; CORVO, M. L. Enzimas em Biotecnologia:
Producio, Aplicacdo e Mercado. 1. ed. Grajat: Engenho Novo: Interciéncia, 2008.

[7] ENZIMAS: Natureza e Acdo nos Alimentos. Food Ingredients Brasil. n. 16, 2011.
Disponivel em <http://www.revista-fi.com/materias/166.pdf>. Acesso em: 13 mar.

2015.

[8] DECONTO, J. G. Aquecimento global e a nova geografia da producdo agricola no
Brasil. Repositorio Alice — Acesso livre a informacio cientifica da Embrapa. Brasil,
2008. Disponivel em <http://www.alice.cnptia.embrapa.br/handle/doc/859047>. Acesso
em: 12 mar. 2015.

[9] BRASIL. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE. Estatistica da
Producao Agricola. Set. 2013. Disponivel em
<http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/lspa/estProdAgr 20

1309.pdf>. Acesso em: 15 mar. 2015.

[10] OLIVEIRA, R.; NOVAES, A. S.; SOUZA, A. C. B.; SALLES, M. A. M.; SANTO,
G. F. E.; JUNIOR, D. M. P. Processo de producao de racdo: um estudo de caso nas
racdes Sao Gotardo. In: IX Convibra Administracdo — Congresso Virtual Brasileiro de
Administragao. Disponivel em
<http://www.convibra.com.br/upload/paper/2012/36/2012_36_4384.pdf>. Acesso em:
15 mar. 2015.

[11] GARCIA, A. G.; PEIXOTO, M. S. Bovinocultura de corte: uma avaliagdo dos
recursos exigidos pelos diferentes sistemas de producdo através de modelagem
matematica fuzzy. Biomatematica 21, Sorocaba, p. 141-152. Disponivel em

<http://www.ime.unicamp.br/~biomat/bio21_artl1.pdf>. Acesso em: 16 mar. 2015.

33



[12] SILVA, M. R.; SILVA, M. A. A. P.; Fatores Antinutricionais: Inibidores de
Proteases e Lectinas. Revista de Nutricdo, Campinas, v. 13, n. 1, p. 3-9, jan./abr. 2000.
Disponivel em <http://dx.doi.org/10.1590/S1415-52732000000100001>. Acesso em: 16
mar. 2015.

[13] Uso de enzimas em nutrigdo animal. Revista Alimentacdo Animal, Sindicato
Nacional da Indistria de Alimentacdo Animal- SINDIRACOES, ano 5, n. 19, jul./set.
2000 - Adaptado pelo Departamento Técnico Nuvital. Disponivel em
<http://sindiracoes.org.br/wp-content/uploads/2015/03/revista_ano5_nl19.pdf>. Acesso
em: 14 mar. 2015.

[14] COUSINS, B. Enzimas na Nutri¢do de Aves. In: I Simpdsio Internacional ACAV
Embrapa sobre Nutricdo de Aves 17 e 18 de novembro de 1999. Concoérdia, SC.
Disponivel em
<http://www.cnpsa.embrapa.br/sgc/sgc_publicacoes/anais56_cousins.pdf>. Acesso em:

16 mar. 2015.

[15] MOREIRA, V. S.; PITARELLO, A. S.; COALHO, M. R. Interacées fisiologicas e
nutricionais no desenvolvimento do rimen de bezerros. Londrina. Disponivel em
<http://fio.edu.br/cic/anais/2010 _ix_cic/pdf/OOVET/30VET.pdf>. Acesso em: 03 abr.
2015.

[16] BATTESTIN, V.; MATSUDA, L. K.; MACEDO, G. A. Fontes ¢ aplicagdes de
taninos e tanases em alimentos. Alimentos e Nutri¢do, Araraquara, v. 15, n. 1, p. 63-
72, 2004. Disponivel em <http://serv-
bib.fcfar.unesp.br/seer/index.php/alimentos/article/viewFile/58/75>. Acesso em: 15 abr.

2015.

[17] NAKAMURA, Y.; TSUJI, S.; TONOGAI, Y. Method for analysis of tannic acid
and its metabolites in biological samples: Application to tannic acid metabolism in the
rat. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 51, n. 1, p. 331-339, dez. 2002.
Disponivel em <http://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/jf020847%2B>. Acesso em: 17 abr.
2015.

34



[18] LEKHA, P. K.; LONSANE, B. K. Production and application of Tannic Acyl
Hydrolase: State of the art. In: NEIDLEMAN, S. L.; LASKIN, A. I. Advances in
Applied Microbiology. v. 44. Estados Unidos: Academic Press, 1997. Cap. 5, p. 215-
260.

[19] SILVA, M. R.; SILVA, M. A. A. P. Aspectos Nutricionais de Fitatos e Taninos.
Revista de Nutricdo, Campinas, v. 12, n. 1, p. 5-19, jan./abr. 1999. Disponivel em
<http://www.scielo.br/pdf/rn/v12n1/v12nla02.pdf>. Acesso em: 14 abr. 2015.

[20] SEBASTIAN, S.; TOUCHBURN, S.P.; CHAVEZ, E.R. et AL 1996. Efficacy of
supplemental microbial phytases at different dietary calcium levels on growth
performance and mineral utilization of broiler chickens. Poultry Science, Canada, n.
75, p. 1516-1523, ago. 1996. Disponivel em
<http://ps.oxfordjournals.org/content/75/12/1516.full.pdf+html>. Acesso em: 18 abr.
2015.

[21] BRANDAO, P. A.; COSTA, F. G. P.; BRANDAO, J. S.; SILVA, J. H. V. Efeito da
adi¢do de fitase em ragdes de frangos de corte, durante as fases de crescimento e final.
Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 31, n. 2, p. 492-498, mar./abr., 2007. Disponivel
em <http://www.scielo.br/pdf/cagro/v31n2/a33v31n2.pdf>. Acesso em: 03 mai. 2015.

[22] OGEDA, T. L.; PETRIL, D. F. S. Hidrélise Enzimatica de Biomassa. Quimica
Nova, Sdo Paulo, V. 33, n. 7, 2010. Disponivel em
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422010000700023>.

Acesso em: 03 mai. 2015.

[23] QUIROZ-CASTANEDA, R. E.; FOLCH-MALLOL, J. L. Hydrolysis of biomass
mediated by cellulases for the production of sugars. In: CHANDEL, A. K.; SILVA, S.
S. da. Sustainable degradation of lignocellulosic biomass — Techniques,
applications and commercialization. Cap. 6, p. 119-155, mai. 2013. Disponivel em
<http://www.intechopen.com/books/sustainable-degradation-of-lignocellulosic-
biomass-techniques-applications-and-commercialization/hydrolysis-of-biomass-

mediated-by-cellulases-for-the-production-of-sugars>. Acesso em: 10 mai. 2015.

35



[24] POLAINA J., MacCABE, A. Industrial Enzymes: Structure, Function and
Applications. Holanda: Ed. Springer, 2007.

[25] CASTRO, A. M.; JUNIOR, N. P. Produgdo, propriedades e aplicagdo de celulases
na hidrdlise de residuos agroindustriais. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 33, n. 1, 2010.
Disponivel em <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422010000100031>. Acesso em: 17 mai. 2015.

[26] FAGUNDES, N. S.; CAIRES, C. M.; FAGUNDES, N. S.; BENEDETTI, E.
Enzimas na alimentagdo de ruminantes. Revista Eletronica Nutritime, v. 5, n. 1, p.
498-503, jan/fev 2008. Disponivel em
<http://www.nutritime.com.br/arquivos_internos/artigos/0S0VSN1P498 503 JAN2008.
pdf>. Acesso em: 03 mai. 2015.

[27] MICHELIN, M. Estudo de xilanases produzidas por fungos filamentosos com
potencial para aplicacio industrial: selecdo de linhagens, produgdo, caracterizagdo
bioquimica e relagdes filogenéticas. 2009. Tese de Doutorado em Ciéncias Biologicas —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirao Preto, 20009. Disponivel em
<http://www.bv.fapesp.br/pt/bolsas/100031/estudo-de-xilanases-produzidas-por-fungos-

filamentosos-com-potencial-para-aplicacao-industrial-sele/>. Acesso em: 09 abr. 2015.

[28] SPIER, M. R. Produc¢do de enzimas amiloliticas fingicas o-amilase e
amiloglucosidase por fermentacido no estado solido. 2005. 178 p. Dissertagdao de
Mestrado em Tecnologia de Alimentos — Programa de Pés-graduagdo em Tecnologia de
Alimentos, Setor de Tecnologia, Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2005.
Disponivel em
<http://dspace.c3sl.ufpr.br/dspace/bitstream/handle/1884/4684/Disserta%E7%E30%20d
€%?20Mestrado%20-
%20Michele%20Rigon%20Spier.pdf;jsessionid=A9106609DE4F3BDE7F3DBB1BD05
BBB76?sequence=1>. Acesso em: 10 mai. 2015.

36



[29] UENOJO, M.; PASTORE, G.M. Pectinases: aplicagdes industrais e perspectivas.
Quimica Nova, S3ao Paulo, v. 30, n. 1, p. 388-394, jan 2007. Disponivel em
<http://www.scielo.br/pdf/qn/v30n2/27.pdf> Acesso em: 14 mai. 2015

[30] BEAUCHEMIN, K. A.; JONES, S. D. M.; RODE, L. M.; SEWALT, V. J. H.
Effects of fibrolytic enzymes in corn or barley diets on performance and carcass
characteristics of feedlot cattle. Canadian Journal of Animal Science, Canada, v. 77,
p. 645-653, 1997. Disponivel em <http://pubs.aic.ca/doi/pdf/10.4141/A97-050>.

Acesso em: 25 mai. 2015.

[31] PRITCHARD, G., HUNT, C., ALLEN, A.; TREACHER, R. Effect of direct-fed
fibrolytic enzymes on digestion and growth performance in beef cattle. Journal of

Animal Science, v.77, 1996.

[32] McALLISTER, T. A.; HRISTOV, A. N.; BEAUCHEMIN, K. A. et al. Enzymes in
ruminant diets. In: BEDFORD, M. R., PARTRIDGE, G. G. Enzymes in farm
nutrition. Oxon: Cab International, 2001. p.273-298; p.819-823, 1999.

[33] ROSA, B. L.; ALVES, J. B.; BERGAMASCHINE, A. F.; MOTA, D. A;
CASTRO, C. S. de; MARSANGO, F. J.; VALERIO FILHO, W. V. Teores de
concentrado e inclusdo de probidtico para bovinos da raca Guzerd em confinamento.
Revista brasileira de saide e producao animal, v. 11, n. 2, p. 440-451, abr/jun 2010.
Disponivel em  <http://www.rbspa.ufba.br/index.php/rbspa/article/view/1538/980>.

Acesso em: 28 mai. 2015.

[34] MAGATON, A. S; VELOSO, D. P; COLODETTE, J. L. Caracterizagdao das O-
acetil-(4-O-metilglicurono)xilanas isoladas da madeira de FEucalyptus urograndis.
Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 31, n. 5, 2008. Disponivel em
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422008000500027>.

Acesso em: 16 mai. 2015.

[35] PRESCOTT, S; GILBERT, R.G. Key Centre of Polymer and Colloids.

Disponivel em: <http://discovery.kcpc.usyd.edu.au> Acesso em 16 mai. 2015.

37



[36] FERNANDEZ, S. R. Uso de enzimas termoestables en la alimentacion animal.
2007. Disponivel em <http://www.engormix.com/MA-
avicultura/nutricion/articulos/uso-enzimas-termoestables-alimentacion-t1489/141-

p0.htm>. Acesso em: 19 abr. 2015.

[37] MITTAL, A.; SINGH, G.; GOYAL, V.; YADAV, A.; ANEJA, K. R.; GAUTAM,
S. K.; AGGARWAL, N. K. Isolation and biochemical characterization of acido-
thermophilic extracellular phytase producing bacterial strain for potential application in
poultry feed. Jundishapur Journal of Microbiology, v. 4, n. 4, 2011. Disponivel em
<http://jjmicrobiol.com/2348.fulltext>. Acesso em: 10 mai. 2015.

[38] MOTTA, F. L.; ANDRADE, C. C. P.; SANTANA, M. H. A. A Review of
Xylanase Production by the Fermentation of Xylan: Classification, Characterization and
Applications. In: CHANDEL, A. K.; SILVA, S. S. da. Sustainable Degradation of
Lignocellulosic Biomass — Techniques, Applications and Commercialization. 2013.
Cap. 10. Disponivel em <http://www.intechopen.com/books/sustainable-degradation-of-
lignocellulosic-biomass-techniques-applications-and-commercialization/a-review-of-
xylanase-production-by-the-fermentation-of-xylan-classification-characterization-and-

app>. Acesso em: 07 mar. 2015.

[39] CORRADINI, E.; LOTTI, C.; MEDEIROS, E. S. de; CARVALHO, A. J. F;
CURVELO, A. A. S.; MATTOSO, L. H. C. Estudo comparativo de amidos
termoplasticos derivados do milho com diferentes teores de amilose. Polimeros, Sao
Carlos, V. 15, n. 4, Out./Nov. 2005. Disponivel em
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282005000400011>.

Acesso em: 21 mai. 2015.

[40] TORMO, M. A.; GIL-EXOJO, 1, ROMERO, T. A.; CAMPILLO, J. E.
Hypoglycaemic and anorexigenic activities of an alpha-amylase inhibitor from white
kidney beans (Phaseolus vulgaris) in Wistar rats. PubMed, v. 92, n. 5, p. 785-790, nov.
2004. Disponivel em <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15533267>. Acesso em:
03 abr. 2015.

38



[41] WEAVER, C.M.; KANNAN, S. Phytate and mineral bioavailability. In: REDDY,
N.R.; SATHE, S.K. Food Phytates. CRC Press: Boca Raton, FL, p. 211-223.
Disponivel em <https://books.google.com.br/books?hl=pt-
BR&Ir=&i1d=1fUkaCTmqpMC&oi=fnd&pg=PA211&dq=Phytate+and+mineral+bioavai
lability&ots=xfEsAVO0t8B&sig=fcuRjE2vB6eL.n13qPYpPTu6k8DY#v=onepage&q=Ph
ytate%20and%20mineral%?20bioavailability&f=false>. Acesso em: 13 mar. 2015.

[42] KEROVUO, J.; ROUVINEN, J.; HATZACK, F. Analysis of myo-inositol
hexakisphosphate hydrolysis by Bacillus phytase: Indication of a novel reaction
mechanism. Biochemical Journal, v. 352, n. 3, p. 623-628, 2000. Disponivel em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1221497/pdf/11104666.pdf>. Acesso
em: 04 mai. 2015.

[43] KUMAR, R.; SING, S.; SINGH, O. V. Bioconversion of lignocellulosic biomass:
biochemical and molecular perspectives. J Ind Microbiol Biotechnol, v. 35, p. 377-
391, 2008. Disponivel em <http://link.springer.com/article/10.1007/s10295-008-0327-
8#page-1>. Acesso em: 07 abr. 2015.

[44] WATANABE, H.; TOKUDA, G. Cellulolytic systems in insects. Annu. Rev.
Entomol, V. 55, p. 609-632, 2010. Disponivel em

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19754245>. Acesso em: 25 mai. 2015.

[45] DEACON, J. W. Fungal Biology. 4. ed. Oxford: Blackwell Publishing, 2006.

39



