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RESUMO

Este trabalho visou avaliar o efeito do fungo Paecilomyces variotti e das enzimas fitase e
tanase sobre fatores antinutricionais, taninos e fitatos presentes no sorgo tipo vassoura. A
enzima tanase produzida pelo fungo Paecilomyces variotti apresentou atividade enzimatica
de 626U/g, além desta enzima, estavam presentes no extrato enzimdtico, com menor
atividade protease, carboximetilcelulase, polimetilgalacturonase e fitase. A fitase
empregada foi comercial (NATUPHOS — BASF) e apresentou atividade de 660U/g. O
sorgo utilizado neste estudo possui 13,6% de proteina, 4,2% de lipideos, 1,7% de cinzas e
80,5% de carboidratos, elevada concentragdo de compostos fendlicos, especialmente
taninos condensados e 226mg/100g de sorgo de fésforo inorganico. O sorgo foi preparado e
tratado com Paecilomyces variotti, tanase e fitase em diferentes combinacdes. As respostas
diminui¢do de tanino e aumento de fésforo foram avaliados, os melhores resultados foram
obtidos quando a farinha de sorgo foi tratada com tanase e fitase durante 5 dias. Por meio
de planejamento experimental foi feito estudo do tratamento de sorgo com as enzimas fitase
e tanase, o qual indicou a relacdo entre sorgo:dgua, como sendo a varidvel mais
significativa para o processo. O processamento (maceragdo e fervura) e adi¢do das enzimas
foram efetivos na reducdo de taninos e aumento de fosforo, quando comparamos estes
resultados com o sorgo cru, porém, as diferentes concentracdes das enzimas nao tiveram
efeito sobre os parametros avaliados. Baseado nos resultados expostos, o sorgo para a
elaboracdo das dietas foi tratado com a concentragdo inferior de enzimas estudada
(100U/Kg). O estudo in vivo mostrou que a dieta elaborada com sorgo tratado
enzimaticamente foi efetivo na melhoria da digestibilidade aparente de f6sforo, na
diminui¢do da excrecdo de fosforo, resultaram em melhores indice bioquimico para glicose
e colesterol, apresentaram uma menor atividade de enzimas hepdticas aspartato
aminotrasnferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), comparando com sorgo cru. No
entanto, nao teve efeito significativo na melhoria do ganho de peso, da digestibilidade
aparente de proteina, na concentracdo de fosforo, ferro e célcio plasmatico, bem como na

concentracdo de mineral contido no fémur.
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SUMMARY

This work aimed assess the fungus Paecilomyces variotti and enzymes phytase, tannase
effects on the antinutritional factors, tannins and phytates present in sorghum. The tannase
produced by the fungus Paecilomyces variotti has enzymatic activity of 626U/g, in
addition this enzyme were present in the enzymatic extract protease, in less activity
protease, carboxymetilcellulase, polymetilgalacturonase and phytase. The phytase used is
commercially (NATUPHOS — BASF) and has activity of 660U/g. The sorghum utilized in
this study has 13.6% protein, 4.2% of lipids, 1.7% ash and 80.5% carbohydrate, high
concentration of phenolic, mainly condensed tannins and inorganic phosphorus
226mg/100g sorghum. The sorghum was prepared and treated by using Paecilomyces
variotti, tannase and phytase in different combinations. The decrease in the tannins and
increase in the phosphorus were evaluated, the best results were obtained when sorghum
flour was treated with tannase and phytase for 5 days. Through experimental design were
made a study about sorghum treated by the enzymes tannase and phytase, which indicated
the relationship between sorghum:water, as the most significant variable in the process. The
processing (soaking and boiling) and addition of enzymes were effective in reducing tannin
and increase phosphorus, when comparing these results with the raw sorghum, however,
different concentrations of the enzymes had no effect on the parameters evaluated. Based
on the results above, the sorghum for the preparation of the diets were treated with lower
concentration of enzymes studied (100U/Kg). The in vivo assay showed that the diet
prepared using sorghum treated enzimaticaly was effective in improving digestibility of
phosphorus, reducing the phosphorus excretion, resulting in better biochemical index for
glucose and cholesterol, showed a lower activity of liver enzymes aspartate
aminotransferase (AST) and alanin aminotransferase (ALT), compared with raw sorghum.
However, it had no significant effects in improve weight, the apparent digestibility of
protein, and the concentration of phosphorus, iron and calcium in the plasma and mineral

content in the femur.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa uma posi¢ao privilegiada quando se considera a producao agricola e
agropecudria, indicando capacidade para ser o maio fornecedor mundial de alimentos.
Atualmente € um dos lideres mundiais na producdo e exportagdo de varios produtos
agropecudrios. E o primeiro produtor e exportador de café, actcar, dlcool e sucos de frutas.
Além disso, lidera o ranking das vendas externas de soja, carne bovina e de frango, tabaco,
couro e calcados de couro. O agronegdcio brasileiro € responsdvel por 33% do PIB, 42%
das exportacdes totais e 37% dos empregos, sendo a principal fonte de renda para a

economia brasileira (MAPA, 2007).

A Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB publicou estudo da previsdo
para a safra brasileira de graos (algodao, amendoim, arroz, feijdo, girassol, mamona, milho,
soja, sorgo, aveia, centeio, cevada, triticale e trigo) para 2009, esta estd estimada em 135,3
milhdes de toneladas, 6,1%, ou 8,8 milhdes de toneladas inferior a obtida na safra 2007/08,

que foi de 144,1 milhdes de toneladas (CONAB, 2009).

A alimentacdo animal é um importante elo da agroindustria brasileira, o setor
consome cerca de 65% da producdo nacional de milho e 45% da oferta de farelo de soja,
além de movimentar a industria quimica para o fornecimento de insumos, como, vitaminas,
aminodcidos, enzimas e microingredientes. A agropecudria auxilia, também no
desenvolvimento tecnoldgico voltado a producdo de proteina animal, destinada a
alimentacdo humana, pois estd na base da producdo de carnes (frango, suino e bovino),

ovos e leite (BUTOLO, 2002).

Para manter este mercado faz-se necessdrio a producdo de graos, sendo que,
atualmente, os mais empregados sdo triguilho, trigo, farelo de arroz, milho, soja e farelo de
soja. Percebe-se que é pequena a diversidade de graos empregados na alimentagcdo animal,
o que induz a precos elevados destes produtos. Portanto, seria interessante empregar

culturas diversificadas e alternativas a estas.



A cultura do sorgo, no Brasil, que era inexpressiva até 1970, cresceu
significativamente desde entdo. Na safra de 1999/2000, a producdo alcancou mais de um
milhdo de toneladas e esse nuimero coloca o Brasil entre os dez maiores produtores
mundiais. No mundo, o sorgo se caracteriza por ser o quinto cereal mais cultivado, com
uma producdo total de mais de 60 milhdes de toneladas FAO (1999), que representa cerca
de 10% da producdo de milho. Em termos de economia, o custo de producao do sorgo é, em
média, 20% menor do que o do milho, enquanto que seu valor bioldgico alcanga pelo
menos 95% em relacdo a esse cereal (FIALHO et al., 2002). A produgdo de sorgo, safra
2008/2009 estad estimada em uma 4rea de 818,8 mil hectares, com produtividade de 2250
Kg/ha e uma produgdo total de 1842 mil toneladas de grao (CONAB, 2009). Nosso pais €
um potencial produtor de sorgo, pois esta cultura apresenta caracteristicas que se adequam

as condi¢des de solo e clima.

O sorgo representa uma alternativa importante para auxiliar o abastecimento do
mercado de gridos e, por suas caracteristicas nutricionais, tem sido pesquisado como
ingrediente energético alternativo ao milho. Geralmente apresenta preco inferior, sendo
ainda mais vantajoso seu cultivo em regides de solos arenosos e clima seco, onde apresenta

melhor rendimento de nutriente por unidade de d&rea (SCHEUERMANN, 1998).

O sorgo possui teor elevado de taninos, que diminuem os prejuizos causados pelos
passaros a cultura, devido ao sabor adstringente, mas, por outro lado, torna as racdes menos
palatdveis e nutritivas, interferindo no metabolismo dos carboidratos e proteinas (FIALHO

e BARBOSA, 1997).

O sorgo é empregado principalmente, para alimentar animais, pois, sabe-se que este
possui fatores antinutricionais, como taninos e fitatos, os quais possuem habilidade de se
complexar com proteinas e minerais, respectivamente, € como conseqiiéncia implicam na
diminui¢do do ganho de peso dos animais cuja ra¢do seja rica em sorgo. Uma possivel
alternativa para melhorar a biodisponibilidade dos nutrientes do sorgo, é a aplicacdo de
enzimas hidroliticas. Outra alternativa é o melhoramento genético das sementes (FIIALH et

al., 2002).



Na literatura, podemos encontrar muitos trabalhos que estudam a aplicagdo de
enzimas hidroliticas de modo geral (lipases, amilases, proteases, glucanases e fitases)
diretamente nas ra¢des. Contudo, os resultados obtidos sdo controversos, alguns autores
relatam que as enzimas melhoram o ganho de peso, caracteristicas bioquimicas, absor¢ao
de proteinas e minerais e outros constatam que estas ndo tem efeito nenhum nos parametros
estudados, ou ainda que as enzimas diminuiram o ganho energético, absorcao de proteinas,

fosforo e minerais.

O objetivo deste trabalho foi diminuir fatores antinutricionais, como taninos e
fitatos em sorgo de alta tanagem por meio da aplicacido de Paecilomyces variotti, enzimas

tanase e fitase e verificar o efeito in vivo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) pertence a familia Gramindcea/Poaceae,
(Figura 1), quinto cereal mais produzido no mundo, sendo precedido pelo trigo, arroz,
milho e cevada. A producdo de sorgo na América do Norte e do Sul, Europa e Austrilia,
destina-se principalmente a alimentacdo animal, ao passo que na Asia, Africa, Ruissia,

China e América Central, o grao € importante como alimento humano (BUTOLO, 2002).

Figura 1. Planta de Sorghum bicolor L. moench (DENDY, 1995).

No Brasil o sorgo produzido € todo destinado a alimenta¢do animal, principalmente,

avicultura e suinocultura. Bovinos, eqiiinos e pequenos animais também sdo consumidores,



mas em menor propor¢do. A silagem de sorgo e o pastejo sdo igualmente utilizados para
rebanhos de corte e de leite. O sindicato nacional das industrias de ragdes
(SINDIRACOES) tem perspectiva de que o mercado de racdes cresca 4% em 2009 e
represente 63 milhdes de toneladas (REVISTA ALIMENTACAO ANIMAL, 2003).

O sorgo, especialmente apds tratamento para diminuir fatores antinutricionais, pode
ser uma alternativa aos cereais que compdem as ragdes animais, que teriam usos mais
nobres em alimentacdo humana. Além disso, este cereal tem potencial para substituir parte
do milho utilizado na producdo de ragdo sem perdas significativas em termos nutricionais e
qualitativos destas racdes, além de ganhos em termos de reducdo de custos (EMBRAPA

MILHO E SORGO, 2007).

Em funcdo do sorgo ndo apresentar uma prote¢do para as suas sementes, Como, por
exemplo, a palha do milho ou as glumas do trigo e da cevada, a planta de sorgo produz
compostos fendlicos, que servem como uma defesa quimica contra pdssaros, patdgenos e

outros competidores (BUTOLO, 2002).

Atualmente, existe uma tendéncia de considerar o sorgo com ou sem tanino € nao
mais com alto, médio e baixo tanino (KEMM e BRAND, 1996), uma vez que o tanino € um
carater controlado por dois pares de genes dominantes. O sorgo apresenta um teor de
proteina em torno de 8 a 9%, geralmente um pouco superior ao milho; entretanto, a proteina
e amido presentes no endosperma do grao de sorgo se complexam aos taninos, diminuindo

a digestibilidade relativa dos nutrientes nesse cereal (SCHEUERMANN, 1998).

Os compostos fendlicos sdo metabdlicos secunddrios, ou seja, ndo participam de
vias metabdlicas responsdveis pelo crescimento e reprodugdo, sendo assim, sua natureza e
concentracdo variam enormemente. Podem ser classificados em trés grupos, acidos
fendlicos, flavondides e taninos. Os acidos fendlicos e flavonodides ndo tém efeito adverso
na qualidade nutricional, porém, podem causar cor indesejdvel quando processados em
condigdes alcalinas e diminuir a palatabilidade das racdes (MAGALHAES e DURAES,

2003). Dietas contendo taninos estdo associadas a diminuicdo da ingesta, ganho de peso,



eficiéncia alimentar e digestibilidade de proteinas em experimentos animais (CHUNG et
al., 1998). Sob o ponto de vista agrondmico, as principais vantagens do tanino para a planta
sdo, resisténcia a pdassaros, aos fungos causadores da podriddao no grao antes da colheita,
redugdo na germinacdo de graos na panicula e resisténcia a insetos (AERTS et al., 1999;

BUTOLO, 2002).

Toda planta de sorgo possui aproximadamente os mesmos niveis de proteina,
amido, lipidios etc., porém vérios compostos fendlicos podem ocorrer ou ndo, € entre esses
compostos destaca-se o tanino condensado, que tem acdo antinutricional principalmente

para os animais monogéstricos (MAGALHAES e DURAES, 2003).

O sorgo vem sendo objeto de muitos estudos por conter fatores antinutricionais
como taninos e fitatos (myo-inositol-hexakisfosfato), os quais possuem capacidade de
complexar proteinas e minerais, respectivamente. Estes compostos conseqiientemente

diminuem o valor nutricional do sorgo.

Okoh et al., (1982) investigaram o potencial de 16 cultivares de sorgo da Nigéria
na alimentacdo de aves e encontraram maiores teores de proteina comparados com o milho.
Contudo, concluiram que a eficiéncia na utilizacdo desta proteina depende do balango de

aminodcidos e das concentracdes de taninos das variedades.

A utilizacdo de enzimas exdgenas surgiu como alternativa para aumentar o valor
nutritivo de ingredientes alimentares que possuem baixos coeficientes de digestibilidade
devido a compostos ndo hidrolisdveis pelas proprias enzimas, chamados de fatores
antinutricionais (FURLAN et al., 1997). O setor de enzimas para ragdes ainda ¢ novo no

Brasil e a previsao € que a producdo e comércio crescam cada vez mais.

O termo “fator antinutricional” tem sido usado para descrever compostos ou classes
de compostos presentes numa extensa variedade de alimentos de origem vegetal, que
quando consumidos, reduzem o seu valor nutritivo, interferindo na digestibilidade,
absorc¢do ou utiliza¢do de nutrientes e, se ingeridos em altas concentra¢des, podem acarretar

em efeitos danosos a saide (SGARBIERI, 1987; GRIFFITHS et al., 1998).



Segundo Chubb (1982) os antinutricionais podem ser classificados em relacdo ao
tipo de nutriente que eles afetam, como também pelo tipo de resposta produzida, em trés
grupos: 1) Substancias que prejudicam a digestibilidade ou a utilizagdo de proteinas,
representados pelos inibidores de enzimas digestivas, como, as lectinas, saponinas e
taninos; 2) Substancias que reduzem ou interferem na solubilidade e utilizacdo de elemento
minerais, tais como 4cido fitico, dcido oxélico, glicosinolatos e gossipol; 3) Substancias que
inativam ou aumentam o requerimento de certas vitaminas, s3o as antivitaminas
lipossoliveis A, D, E e K e antivitaminas hidrossoliveis, tiamina, dacido nicotinico,

piridoxina e cianocobalamina.

z

A diminuicdo de fatores antinutricionais € estudada através de diferentes
processamentos, maceragio, germinagdo, cozimento, fermentacdo, aplicagdo de enzimas

(TOWO, et al. 2006; MATUSCHEK, et al. 2001; MAHGOUB e ELHAG, 1998).

2.2 Compostos fenolicos

As plantas sintetizam uma vasta gama de compostos organicos que sao
tradicionalmente classificados como compostos primérios e secundarios. Metabdlitos
primarios sdo compostos que possuem fungdes essenciais no organismo como, fotossintese,
respiracdo, crescimento e desenvolvimento, por exemplo, fitoesterdis, nucleotideos,
lipideos, aminoécidos e dcidos organicos. Outros fitoquimicos, a maioria dos quais sdo
acumulados extensivamente em algumas espécies, sdo referidos como metabdlitos
secunddrios. Nas plantas os compostos secunddrios exercem func¢do de protecdo contra
herbivoros e infec¢des microbianas, protecao contra raios UV (CROZIER et al., 2006), na
Figura 2 estdo representadas resumidamente as principais vias para a biossintese de

metabolitos secundarios.
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Figura 2. Esquema resumido da biossintese de metabdlitos secundarios em plantas e sua

relacdo com os metabdlitos primdrios (TAIZ e ZEIGER, 2002).



Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios e podem ser definidos como
compostos que possuem um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilas
e/ou seus derivados funcionais como ésteres, metoxilas, glicosideos e outros. Essa defini¢ao
também engloba a classe dos flavondides. A Tabela 1 apresenta uma das classificagdes
mais comuns das principais classes de polifenois. Essa classificagdo € baseada na cadeia de

carbonos principal que constitui o composto polifendlico.

Tabela 1. Classificacdo dos compostos polifendlicos segundo a cadeia carbonica

Estrutura Classe Polifendlica
C6 (anel benzénico) Fendis

Co6-Cl Acidos hidroxibenzéicos
Co6-C2 Acetofenonas e Acidos fenilacéticos
C6-C3 Acidos hidroxicinAmicos, cumarinas e cromonas
Co6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Benzofenonas e Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos e Antraquinonas

C6-C3-C6 Flavonoéides: flavanonas, flavonois, antocianidinas, flavandis,

flavonas e isoflavonas

(C6-C3-C6)2 Biflavonéides
(C6-Cl)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos condensados ou Proantocianidinas

Fonte: CROZIER et al., (2006).

Polifenéis podem ser classificados em dois grandes grupos, flavondides e nao
flavonoéides. Os flavondides sao os fendlicos mais abundantes no reino vegetal, constituidos
por 15 carbonos, com dois anéis aromadticos ligados por trés carbonos, como mostra a

Figura 3. As principais subclasses dos flavonodides sao as flavonas, flavanois, flavan-3-ol,



isoflavonas, flavanonas e antocianidinas. Outros grupos flavonéides que sdo encontrados na
dieta, porém em menor quantidade sdo dihidroflavanols, flavan-3,4-diols, cumarinas,

chalconas, dihidrochalconas e auronas, conforme mostra a Figura 4.

Os principais ndo flavandides presente nas dietas sdo os dcido fendlicos, o mais
importante € o 4cido galico, sendo este o precursor de tanino hidrolisavel, hidroxicinamatos
e estilbenos. Neste trabalho serdo focados os grupos flavan-3-ol e dcidos fendlicos, pois

estes sao os precursores de taninos condensados e hidrolisdveis, respectivamente.

oy 0 o
— ]
OH

Antocianidina

0 Flavan-3-ol
Flavanona

Figura 3. Estrutura genérica da maioria dos flavon6ides (CROZIER et al., 2006).
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Polifen6is podem ser classificados em dois grandes grupos, flavondides e nao
flavonéides. Os flavondides sdo os fendlicos mais abundantes no reino vegetal, constituidos
por 15 carbonos, com dois anéis aromadticos ligados por trés carbonos, como mostra a
Figura 3. As principais subclasses dos flavondides sdo as flavonas, flavandis, flavan-3-ol,
isoflavonas, flavanonas e antocianidinas. Outros grupos flavonéides que sao encontrados na
dieta, porém em menor quantidade sdo dihidroflavanols, flavan-3,4-diols, cumarinas,

chalconas, dihidrochalconas e auronas, conforme mostra a Figura 4.
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Figura 4. Estrutura dos flavonéides encontrados em menor concentragdo nas plantas
(CROZIER et al., 2006).

2.2.1 Taninos

O termo tanino € antigo e foi dado devido a capacidade destes compostos de se
ligarem com proteinas presentes na pele de animais, transformando-as em couro

(curtimento ou “tanning”) (FILHO, 2004).

Taninos sdo definidos quimicamente como polimeros fendlicos soliveis em 4gua,
exceto aqueles de elevado peso molecular. Possuem como principais caracteristicas

habilidade de complexar proteinas, combinar-se com celulose e pectina para formar

11



complexos insoldveis, acarretando em alteracdes na fermentacdo ruminal e diminui¢do no

valor nutricional (HASLAM, 1966; RODRIGUES e GONCALVES, 1999; PINTO, 2003).

Acredita-se que a associacdo do tanino com a proteina e a estabilidade desse
complexo se deve principalmente a formacdo de pontes de hidrogénio, ligagdes iOnicas,
ligacOes covalentes e interacdes hidrofébicas entre essas moléculas, sendo dependente do
pH do meio, portanto reversivel (HASLAM, 1996), entre pH de 3,5 a 7,0 a formagao do
complexo tanino-proteina € favorecido, em caso de pH superior a 8,0, o complexo tende a
ser desfeito rapidamente e, em pH 1,0 a 3,0, cerca de 90% da proteina estd na forma livre

(LEINMULLER et al., 1991).

As principais caracteristicas das proteinas que influenciam positivamente nessa
associacdo sdo: alto peso molecular, estrutura mais aberta e flexivel, ponto isoelétrico e
contetido de prolina. Sendo este ultimo, o mais importante, pois a prolina tem
caracteristicas hidrofébicas e contribui para a conformag¢do mais aberta da molécula de
proteina (BUTOLO, 2002). A capacidade de taninos se ligarem com proteinas e formar

complexo insoldvel € aumentado com o seu grau de polimerizacao (AERTS et al., 1999).

O teor e o tipo de tanino variam, ndo s6 de um vegetal para outro como também de
uma parte para outra do mesmo vegetal, segundo Rodrigues e Gongalves (1999) o sorgo
possui entre 0,6 — 2,61% de taninos. Na Figura 6 estd demonstrada uma possivel forma dos

taninos ligarem-se a proteina.

Segundo Filho (2004) as sementes de sorgo maduras podem apresentar teores de
taninos condensados maiores que 5%. Estas sdo formadas por vdrias extensdes de

epicatequinas com um elevado grau de polimerizacdo entre 8 — 9 moléculas de catequina.

Aerts et al, (1999) desenvolveram estudos empregando forragens contendo
diferentes concentracdes de taninos condensados na alimentacdo de ovinos e constataram
que o efeito das proantocianidinas pode ser positivo ou negativo dependendo da
concentracdo que esta se encontra. Efeitos benéficos no metabolismo de proteina,

crescimento de 13, ganho de peso, produgdo de leite foram verificados quando a forragem

12



continha entre 2 — 4% de tanino condensado, contudo em concentragdo de 6 - 12% houve
diminui¢do no consumo da forragem, inibi¢do na digestdo das fibras e consequentemente

reducgdo da produtividade.
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Figura 5. Possivel forma pela qual taninos se complexam a proteinas (FARIA, 2005).

Os taninos sdo classificados em dois grupos principais: taninos hidrolisdveis e

taninos condensados (SALUNKHE et al., 1990; CARNEIRO et al., 2001).
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a) Taninos hidrolisaveis: os taninos hidrolisdveis sdo unidos por ligacdes
esterdsicas (ligagcdo éster entre o grupo anel aromadtico e o residuo de glicose) e depsidésica
(ligagao éster entre os anéis aromaticos), sendo prontamente hidrolisados por acidos, bases
e tanase em suas unidades formadoras (Figura 6) (HAGERMAN e BUTLER, 1981). A
unidade bdsica estrutural desse tipo de tanino € um poliol, usualmente glicose, com seus
grupos hidroxilas esterificados pelo dcido galico (galotaninos) ou pelo hexahidroxidifénico

(elagitaninos).

ligacio éster

<IN

¥
_as

OH

OH

(LMN=120u3)

Figura 6. Acido tanico e suas ligacdes NAKAMURA, 2003)

A Figura 7 mostra a estrutura quimica dos galotaninos e os grupos fendlicos que
esterificam o nicleo glicosidico, dcido galico ou digalico. H4 grande abundancia de ésteres
de glicose mono ou di-galoil na natureza que sao considerados taninos. Para ser

considerado como tanino com capacidade de se ligar e precipitar proteina é necessario que
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pelo menos trés grupos hidroxil da molécula de glicose estejam esterificados. O mais

comum dos galotaninos € o 4cido tanico (Figura 6) (PINTO, 2003).

o OH.__O
| oH o
o—C H H\ = ot O /O
A Q H OH
O Q " ot OH o OH
R oH OH
(B) (C)

Figura 7. Estrutura de galotaninos (A), dcido gélico-galoil (B) e digélico-digaloil (C)
(BHAT, 1998).

A Figura 8 mostra a estrutura molecular de elagitaninos. Nesta classe de taninos, o0s

grupos fendlicos utilizados sao moléculas de dcido hexahidroxidifénico.
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Figura 8. Estrutura de elagitaninos e do 4cido hexahidroxidifénico (B) (CROZIER et al.,
2006).
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Figura 9. Esquema das principais rotas metabdlicas e enzimas envolvidas na biossintese de
taninos hidrolisdveis, dcido sindptico, hidroxicinamatos e dcido 5-caféico. Abreviacdes das
enzimas: PAL — fenilalanina amonia-liase, BA2H — acido benzdico 2-hidroxilase, C4H —
cinamato 4-hidroxilase, COMT-1 — acido cafeico/5-hidroxiferulico O-metiltransferase, 4CL
— p-coumatato:Coa ligase, FSH — ferulico 5-hidroxilase, GT — galoiltransferase, ACoAC —
acetilCoA carboxilase (CROZIER et al., 2006).
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Os compostos fendlicos sao sintetizados a partir da eritrose-4-fosfato, do fosfoenol
piruvato e da acetil co-enzima A. As principais vias metabdlicas para a formacdo destes
compostos na planta sao a via do 4cido chiquimico e a do acetato (GETACHEW, 1999), na
Figura 9 estdo descritas as principais vias metabdlicas para a biossintese de taninos

hidrolisaveis, dcido sindptico, hidroxicinamatos e dcido 5-cafeico (CROZIER et al., 2006).

Segundo Luckner (1972) a conversaio do 4acido chiquimico para 4acido
protocatechuico e acido gdlico se dd como demonstrado na Figura 10, em plantas (Rhus
typhina, Acer saccharium, Cameilia sinensis e Vaccinium vitis-idaea) € microrganismos

(Phycomyces blakesleeanus).

COCH COOH COOH COOH COOH
PN
/J\J\ —_- ,( N [~ | —= &
HO/\ y\r OH Ho/\r OH HO/\{/’ HO™ XX~ oH
CH OH OH
Chiquimato 5-hidrochiquimato Acido protocatechuico Acido gdlico

Figura 10. Rota bioquimica para a biossintese de dcido protocatechuico e dcido galico em
plantas e microrganismos (LUCKNER, 1972).

A esterificagcdo do 4cido gélico para formar 1-O-galoil-B-D-glicose, o primeiro
metabodlico da formacdo de taninos hidrolisaveis foi catalisada pelo extrato enzimatico de

folhas de carvalho, sendo que UDP-glicose serviu como substrato ativador (GROSS, 1983).

A substituicdo das hidroxilas da glicose ndo € feita ao acaso para a formacdo de
pentagaloilglicose, mas sim através de uma sequéncia de reacdes (Figura 11). Apés a 1-
galoilglicose formam-se: 1,6-digaloilglicose (SCHMIDT et al., 1987), 1,2,6-trigaloilglicose
(GROSS e DENZEL, 1991), 1,2,3,6-tetragaloilglicose (HAGENAH e GROSS, 1993) e
1,2,3,4,6-pentagaloilglicose (CAMMANN et al., 1989).
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Figura 11. Biossintese de enzimética do acido galico (1) ao 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose
(3). 1-galoilglicose; (9) 1,6-digaloilglicose; (10) 1,2,6-trigaloilglicose; (11) 1,2,3,6-
tetragaloilglicose (NIEMETZ, GROOS, 2005).

Reinefeld e Ahrens (1971) em Niemetz e Gross (2005), explicaram esta ordem de
substituicdo pela combinacdo de reatividades distintas de acordo com as variagdes na
natureza quimica do composto (hidroxilas primarias versus hidroxilas secunddrias),

ativacdo de compostos proximos e esteroquimica.

b) Taninos condensados: os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas s@o
mais vastamente distribuidos no reino vegetal que os taninos hidrolisdveis, estdo presentes
em grande quantidade nos alimentos normalmente consumidos (DESPHANDE et al., 1986;

SALUNKHE et al., 1990).
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Os TC podem conter entre duas a cinqiienta unidades flavanéides. Os flavonoéides
sdo a maior classe de polifendis, sdo constituidos por dois anéis aromaéticos ligados por um
anel heterociclico. Os taninos condensados possuem estrutura complexa; sao resistentes a
hidrdlise, soliveis em solventes organicos (Figura 12). Em razdo de suas estruturas
quimicas, quando os TC ndo possuirem moléculas de acido galico ou digalico, ou seja, sem
a presenca de ligacOes éster e depsidica, estes ndo serdo susceptiveis a hidrdlise pela tanase

(PINTO, 2003).

OH OH OH

OH OH /’.,L OH
HO o O HO._~_0._J HO 0 Jﬁ,ﬂ:{m

HO OH HO OH HO S
() epicatequina (+)-catequina (+)-galocatequina
CH OH

;J‘- rDH @.GH
- HO ﬁ”ij N H-:::,J,;j,ﬁj o
A _OH \- b s

=

“6._.0 0.0
Ham_.«M_QH HO T HO

. ] i
HO o HGJQ}O” HO™ S OH
OH OH
(-] epigalocatequina (-) epigalocatequina (-l-epicatequina galato
galato

Figura 12. Férmulas estruturais de flavan-3-ol (taninos condensados) (CROZIER et al.,
2006).

Nos vegetais, os taninos condensados estdo localizados nos vactolos celulares nas
folhas e na testa das sementes. O metabolismo de flavondides (taninos condensados) tem
origem em duas rotas bioquimicas distintas (Figura 14). O anel benzénico B e os 3
carbonos de ligacdao constituem uma unidade de fenilpropanol sintetizada a partir de p-
cumarina-CoA, os 6 carbonos do anel A sdo originados da condensacgado de trés unidades de

acetato pela via do dcido maldnico (Figura 13). A fusdo destas duas moléculas ocorre pela
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condensacdo da p-cumarina-CoA com os 3 residuos do malonil CoA, sendo que cada
composto doa dois dtomos de carbono, em uma reacdo catalisada pela chalcona sintase
(CHS). O produto desta reagcdo ¢é a chalcona. A proxima etapa € a conversdo
estereoespecifica da naringenina-chalcona para naringenina, pela chalcona isomerase
(CHI). Naringenina ¢ um intermedidrio central, a partir deste podem ser formadas
diferentes classes de flavondides como, isoflavonas, flavanonas, flavonas, favanols, flavan-

3-0l e antocianinas (CROZIER et al., 2006).

Origem na via chiquimato pela fenilalanina

Oricem na via do malonato

Carbonos de ligacdo entre os anéis aromatico

Figura 13. Origem bioquimica da estrutura basica dos flavonéides (CROZIER et al., 2006).
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Figura 14. Esquema da rota bioquimica e enzimas envolvidas na producdo de taninos
condensados. Abreviacdo das enzimas: chalcona sintetase (CHS); chalcona isomerase
(CH)), flavanona 3-hidroxilase (F3H); flavonol 3’-hidroxilase (F3’H), leucoantocianidina
4-redutase (LAR); leuconianidina deoxigenase (LDOX); antocianidina redutase (ANR);
unidade de extensdo (EU); unidade terminal (TU) (CROZIER et al., 2006).
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Brandford e Hsiao (1982) acreditam que a sintese destes compostos estd relacionada
com fatores limitantes ao desenvolvimento da planta, as taxas de crescimento das plantas
s30 mais sensiveis que as taxas de fotossintese. Portanto, quando a planta é submetida a
algum fator que limite seu crescimento, ela pode sintetizar estes compostos secundarios
como uma forma de armazenar os produtos da fotossintese. Esta teoria poderia explicar o
motivo que leva as plantas a produzirem maior quantidade de taninos quando ha baixa
disponibilidade de nutrientes (FILHO, 2004). Barry et al., (1986) verificaram maior
concentracdo de taninos condensados em plantas cultivadas em locais com deficiéncia de

nutrientes.

2.3 Fitatos

Durante o amadurecimento, cereais e sementes de leguminosas acumulam uma
quantidade substancial de fitato, em torno de 60 a 80% do total de fésforo (LEI e PORRES,
2003). Este se encontra em concentracdes que variam entre 2,5 e 50 mg/g (HARLAND e
OBERLAS, 1986). Segundo Dendy (1995) o fésforo ligado ao fitato em graos de sorgo

varia entre 0,17 — 0,38%, representando 80 — 87% do fésforo total deste cereal.

Nos vegetais o acido fitico € sintetizado a partir de um éalcool ciclico (myo-
inositol) por esterificagdes dos grupos hidroxilas com grupos fosfatos (RABOY, 1990).
Segundo Loewus e Murthy (2000), os precursores da sintese de acido fitico sdo a glicose-6-
fosfato e/ou myo-inositol, pois ambos podem gerar myo-inositol-1-P através das enzimas
myo-inositol-1-P-sintase e myo-inositol quinase. A partir do myo-inositol-1-P a fosforilacao
¢ continuada até a formacdo de myo-inositol-6-P. Biswas et al, (1978) explica a via
metabdlica da biossintese de IP6 pela fosforilacdo sucessiva da molécula de myo-inositol na
auséncia de intermedidrios parcialmente fosforilados estdveis. Brearlley e Hanke (1996)
também propdem fosforilagdes sucessivas, porém com a presenca de intermedidrios

estdveis. Majerus et al., (1988) propdem a presenca de fosfoinositideos intermedidrios.
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Souza (2003) afirma a presenca de fosfatos de inositol menores (IP3 e IP5) em diferentes
estdgios de desenvolvimento de graos de feijoeiro. Assim, ndo hd consenso sobre a

biossintese de IP6, muito menos de que modo esta € regulada.

Apesar de o fitato servir como fonte principal de energia e fésforo para a
germinacdo de sementes, o fosforo ligado € pouco disponivel para animais monogéstricos e
humanos devido a auséncia de fitase no trato digestivo (RABOY et al, 1991). Desta
maneira, o fésforo inorganico, um mineral ndo-renovavel e caro, é acrescentado nas dietas
de suinos, peixes e aves para atender suas necessidades nutricionais (VATS e BANERJEE,

2004).

O fésforo do fitato que ndo é absorvido no trato digestorio € excretado, tornando-
se um potente poluente ambiental em dreas de agropecudria intensiva, uma vez que esse
fosforo se infiltra no solo sendo transportado para os lengdis de 4gua e consequentemente

para rios, mares e lagos, causando eutrofizacdo das dguas (MALLIN, 2000).

O fitato age como um antinutriente ligando-se a proteinas, aminodcidos e lipidios
quelando minerais como cdlcio, ferro, zinco e magnésio formando sais insoliveis
(HOWSON e DAVIS, 1983). O fitato ¢ uma molécula de poliol ligado a seis grupos

fosfato. A estrutura molecular do acido fitico estd apresentada na Figura 15.

)

(M= -0-P0OH
OH

Figura 15. Estrutura molecular do 4cido fitico (HOWSON e DAVIS, 1983).
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Animais que ingerem grande quantidade de fitato na dieta apresentam sinais de
sub-nutri¢do, perda de peso, crescimento retardado e distirbios no sistema reprodutor. O
fosforo é o segundo mineral mais abundante encontrado no organismo animal, como
componente de células, tecidos e 6rgaos dos seres vivos, o fosforo participa de processos
bioldgicos, bioquimicos e fisiologicos, como na absor¢do dos carboidratos, na biossintese
de proteinas, na liberagdo e transporte de energia, na ativacdo de complexos vitaminicos, no
sistema enzimético e como componente dos dcidos nucléicos (DNA e RNA), € necessario
para a transmissdo genética, absor¢ao e deposi¢dao de lipideos, atua na manutengdo da

pressdo osmotica e no equilibrio dcido-base (RUNHO et al., 2001; BUTOLO, 2002).

O fosforo representa, aproximadamente, 1% do peso vivo do animal, sendo que
80% esta localizado nos ossos e dentes, em combina¢do com cdlcio, sob a forma de
hidroxiapatita, que é responsavel pela rigidez das estruturas, enquanto que os 20% restantes
encontram-se localizados especialmente nas hemdcias e tecidos muscular e nervoso
(BUTOLO, 2002). Os ossos, além de serem componentes estruturais do corpo, servem
como reserva de cdlcio e foésforo, podendo ser mobilizados ocasionalmente quando o

suprimento destes minerais for inadequado ou insuficiente (MAYNARD et al., 1984).

Uma alternativa a reduzida disponibilidade de fésforo é a adi¢do de enzimas, que
podem aumentar o valor nutritivo do alimento, melhorando a digestibilidade das proteinas e
a disponibilidade de minerais pela hidrélise do fitato durante a digestdo no estdmago ou
durante o processamento do alimento (KONIETZNY e GREINER, 2002; SANDBERG e
ANDLID; 2002).

Em contraste as caracteristicas antinutricionais o fitato também pode exercer
efeitos benéficos, como antioxidante e anticarcinogénico. Esta propriedade € funcdo da
mesma caracteristica que lhe confere aspecto de composto antinutricional, a capacidade
deste composto de seqiiestrar metais, tais como ferro, em excesso no meio, o qual € capaz
de gerar radicais livres. Os radicais livres sdo considerados iniciadores de doencas
degenerativas relevantes, tais como doengas cardiovasculares e cancer (URBANO et al.,

2000).
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2.4 Aplicaciao de enzimas na alimentacao animal

O crescimento da industria de suinos e aves estd exigindo dos pesquisadores, meios
para melhorar a efici€ncia da utilizacao dos nutrientes, uma das opg¢des € o uso de enzimas.
A maior parte dos estudos cientificos adicionam complexo enzimético em pd na racdo e
este s6 € ativado no trato digestivo quando misturado aos fluidos digestivos e sob a
temperatura do organismo (ROTTER, 1990). Esta forma de aplicagdo exige que as enzimas
resistam ao baixo pH e as enzimas proteoliticas do trato digestivo. Sendo assim, o
tratamento enzimético de graos anterior a sua ingestdo pode melhorar a acdo das enzimas
digestivas (REVISTA ALIMENTACAO ANIMAL, 2003) e aumentar a eficiéncia da

conversdo alimentar, em alguns casos.

Segundo Inborr e Meulen (1993), a adi¢do de enzimas é uma pritica muito comum
na Europa principalmente na forma de carboidrase, fitase, celulase, xilanase, B-glucanase e

queratinase.

O fornecimento de enzimas aos animais geralmente € feito quando uma determinada
dieta apresenta uma variada quantidade de fatores antinutricionais ou em ragles para
animais que estejam passando por estresse (desmame, vacinacdo, castragdo, desconforto
térmico), pois tal situacdo debilita a producdo de enzimas endégenas (FERKET, 1996). As

enzimas empregadas neste estudo foram a tanase e fitase.

2.4.1 Tanase

Tanino acil hidrolase (TAH) (E.C: 3.1.1.20) € uma enzima que hidrolisa ésteres e

ligacdes laterais de taninos hidrolisdveis produzindo glicose e dcido galico (BANERIJEE et
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al., 2001). Tanase € uma enzima extracelular, induzivel, produzida na presenga de acido
tanico por fungos, bactérias e leveduras (AGUILAR et al.,, 1999). A Figura 16 ilustra a

reacdo de hidrdlise do acido tanico.

CHQOR1 OOH CH2OH R1: gaIOII
OR © E.C.:3.1.1.20 ) R,: digaloil
[ ° - 9 + 1< OH
or, |
OR ,
i OR, OH J, OH  OH Ly O
Acido tanico Acido galico Glicose

Figura 16. Hidrdlise do acido tanico (AGUILAR e GUTIERREZ—SANCHEZ, 2001).

A producdo da tanase empregada neste estudo foi otimizada por Battestin e
Macedo (2007a) e caracterizada por Battestin et al., (2007b, c), sendo que esta apresenta
pH estdvel na faixa de 4 — 7,5, com pH 6timo a 6,5, temperatura de estabilidade entre 20 e
70°C, 6tima a 70°C, ponto isoelétrico de 4,0 — 4,5 e peso molecular entre 180kDa e
300kDa, ¢ inibida por Cu®*, Zn**, Fe**, Mn** e Mg?*, inativada pela acdo de o-fenantrolina,
EDTA, 2-mercaptoetanol, tioglicolato de sddio, sulfatos e cloretos de magnésio e célcio.
Estas propriedades dependem fortemente das condi¢des de cultura e também da linhagem

utilizada na produgio (AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

A fonte mais importante de obten¢do de tanase é microbiana, uma vez que as
enzimas produzidas desta forma s3ao mais estdveis. Podem ser obtidas em altas
concentracdes e com propriedades especificas de acordo com a espécie de microrganismo

isolado (BANERIJEE e KAR, 2000; BATTESTIN et al., 2004).

Segundo Graminha er al., (2008), Holker e Lenz (2005) a fermentagdo semi-
sOlida, com baixa atividade de dgua, influencia os aspectos fisiologicos dos microrganismos
como, crescimento vegetativo, esporulacdo e germinacdo dos esporos, e estes aspectos

melhoram a producio e a atividade das enzimas.
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A utilizacdo da tanase pode ser efetuada de duas formas, por contato direto dos
extratos enzimdticos com o material a ser tratado, hidrolisando-se os polifendis e evitando
polimerizacdo indesejada; ou pelo cultivo de linhagens de fungos produtores de tanase em
substratos ricos em taninos, os quais sdo degradados a compostos simples, caracterizados
pela sua semelhante forma de nio se polimerizar ou ndo formar complexo com as proteinas

presentes nos materiais brutos (AGUILAR e GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

Battestin et al., (2007d) estudaram a aplicag¢do de tanase de Paecilomyces variotti
em chds, neste os autores analisaram a capacidade da enzima em hidrolisar
epigalocatequina galato em epicatequina e acido galico e a atividade antioxidante destes
compostos. Os autores verificaram uma 6tima ac¢do da enzima na hidrélise de galato de
epigalocatequina extraido de chd verde comercial e em tanino comercial purificado e

constataram que a atividade antioxidante € maior ap0s a hidrdlise enzimatica.

2.4.2 Fitase

A hidrdlise do 4cido fitico € um processo metabdlico muito importante em muitos
sistemas bioldgicos, que se acredita ser principalmente afetada pela fitase. Fitase ou myo-
inositol-hexakifosfato fosfohidrolase € uma monoester fosfatase especifica que pode ser
distinta quanto a posi¢do de ataque na molécula de 4cido fitico. De acordo com a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada e Unido Internacional de Bioquimica (IUPAC-
IUB), duas categorias de fitases sdo reconhecidas conforme a posi¢ao onde a hidrélise do
fitato € iniciada: 3-fitase (EC 3.1.3.8) que inicia removendo um grupo ortofosfato da
posicdo C3, enquanto a 6-fitase (EC 3.1.3.26) realiza a remocao na posi¢do C6 da molécula
de myo-inositol hexafosfato (PANDEY et al,, 2001; KONIETZNY e GREINER, 2002;
SELLE e RAVINDRAN, 2006), sendo que a 3-fitase € principalmente de origem

microbiana e 6-fitase é derivada de plantas.
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A reacdo de desfosforilacdo realizada pela fitase estd ilustrada na Figura 17, na qual
o fitato € hidrolisado liberando 4cido fosférico, inositol livre, e/ou compostos
intermedidrios incluindo ésteres de inositol mono-, bis-, tris-, tetrakis, e pentakisfosfato
(IP,-IPs) dependendo do grau de desfosforilagdo, juntamente com a liberagdo de minerais

que possam estar quelados (LEI e PORRES, 2003).

oA Ca
i + P + Fe

OH ol Zn

Figura 17. Acdo da fitase em myo-inositol hexafosfato com liberacdo de myo-inositol livre
e fosfato inorganico (LEI e PORRES, 2003).

Nos animais, a fitase existe nos eritrocitos e plasma de varias espécies de
vertebrados e no intestino delgado de ruminantes. Vdarios microorganismos, incluindo
bactérias, leveduras e muitas espécies de fungos também produzem fitase (KONIETZNY e

GREINER, 2002).

A enzima presente em plantas nao resiste ao tratamento térmico e € menos estavel as
condicdes fisioldgicas do trato gastrointestinal, j4 a de microorganismos (bactérias, fungos
e leveduras) resiste a altas temperaturas, dependendo do microorganismo produtor e da

linhagem (SANDBERG e ANDLID, 2002).
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A primeira fitase comercial produzida por Aspergillus niger com capacidade de
liberar fésforo ligado ao fitato e reduzir sua excre¢do foi introduzida no mercado em 1991
(ENGELEN et al., 1994; SELLE e RAVINDRAN, 2006), conhecida como Natuphos,
produzida e comercializada pela empresa BASF. Segundo Engelen et al., (1994), Natuphos
mostra uma 6tima atividade nas condicdes presentes no trato digestivo de frangos e porcos
e pode manter 75% da atividade em temperaturas inferiores a 75 °C por 15 minutos (CAO

et al., 2007).

Diversos estudos demonstraram a agdo positiva da fitase aplicada em ragdes, estes
relatam a capacidade que esta enzima possui em diminuir fitato € aumentar a absorcdo de
minerais como, fosforo, célcio, ferro, magnésio e zinco. Towo et al., (2006) constataram
que o conteudo de fitato em sorgo foi significativamente reduzido (39%) com fermentacao
através de culturas starters de Streptococcus lactis, Lactobacillus sp. e Cdndida krusei.
Contudo, a maior reducdo (88%) foi obtida com adi¢do de fitase de trigo antes do processo
fermentativo. Consequentemente a reducdo de fitato, os autores obtiveram um aumento de

3,1% no teor de ferro biodisponivel.

Simons et al., (1990) estudaram o efeito do tratamento de uma dieta contendo como
fonte protéica soja, milho, sorgo e girassol representando 35, 28, 20 e 8 % respectivamente,
com fitase produzida por Aspergillus ficumm para frangos. Foi constatado que os frangos
alimentados com a dieta tratada com fitase resultou em melhor digestibilidade de f6sforo e

calcio e menor concentracdo de fosforo na excreta.

Poulsen et al, (2007) avaliaram o efeito de fitases produzidas por distintos
microrganismos na digestibilidade de fésforo in vivo. A digestibilidade de fosforo para a
dieta controle foi de 43% e foi aumentada para 55, 61 e 66% apds a adi¢dao de 250, 500 e
750 U/Kg de fitase de Aspergillus niger e 54 e 60% pela adicao de 375 e 750 U/Kg de

fitase de Peniophora lycii, respectivamente.
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A acdo combinada de xilanase, amilase, protease e fitase foi efetiva no aumento da
digestibilidade de nitrogénio, lipideos, aminodcidos, energia, cdlcio e fosforo em dietas

baseadas em milho e soja para frangos de corte (COWIESON et al., 2006).

Teixeira et al., (2005) verificaram a acdo de complexo enzimético composto por
protease, amilase e celulase em dietas com sua base protéica em milho, farelo de soja e soro
de leite para suinos e constataram que nao houve diferencga significativa (p<0,05) entre as
dietas quanto ao ganho de peso, ganho de peso médio, consumo médio didrio e conversao
alimentar dos leitdes, com ou sem adicdo de enzimas. Os autores justificaram o resultado

devido ao uso inadequado da enzima e/ou concentracdo serem improprias.

Gongalves et al., (2005) estudaram a digestibilidade aparente dos minerais Mg, Ca,
Fe, Cu, Zn e Mn em dieta elaboradas com diferentes fontes energéticas e protéicas e
suplementadas com diferentes concentracdes de fitase para Tildpia-do-Nilo. Os autores
verificaram que a fitase aumentou a digestiblidade aparente de Mn, Cu, Zn e Mg, porém
para Ca e Fe a digestibilidade aparente foi negativa. Os autores relatam nao ser possivel
indicar o nivel ideal de suplementacdo da enzima, pois, este estd diretamente relacionado ao

tipo de alimento.

Porres et al., (2008) verificaram o efeito da adicdo de fitase (NATUPHOS — BASF)
em dieta a base de tremog¢o na absorcdo de Mn, Fe, Zn e K em ratos e verificaram que a
adicao de fitase diminuiu a absor¢do destes minerais. Os autores justificam essa diminui¢ao
de minerais devido ao incremento de fosfato apds a acdo da fitase sobre o 4cido fitico,
devido a habilidade do fosfato de ligar-se a cations divalentes formando complexos

insoluveis.

30



2.5 Diminuicio de fatores antinutricionais em cereais

Mahgoub e Elahag (1998) verificaram o efeito de diversos processos, como
descascamento, maceragdo, malteacdo, alta temperatura e fermentacdo sobre fitato em
graos de sorgo (Sudanese). Os cinco tratamentos aplicados reduziram o contetido de fitato,
contudo, os mais efetivos foram aqueles empregando enzimas (malteacdo e fermentacdo)
frente aos tratamentos fisicos (descascamento, maceracdo e cozimento). Os autores
sugerem que a diminui¢do de fitatos com o cozimento € devido a uma ativacdo da enzima

durante o aquecimento e sua acdo até que esta seja desnaturada.

Matuscheck et al., (2001) estudaram o efeito do cozimento, maceragdo e
germinacdo em graos de sorgo frente aos compostos fendlicos totais, taninos hidrolisaveis
e condensados. Os autores verificaram que os trés tratamentos aplicados diminuiram os
referidos compostos, sendo que o mais efetivo foi a germinacdo, a qual reduziu em média
50% os compostos analisados. O mesmo estudo foi procedido para fitato, o qual teve a
maior reducdo apds a germinacdo (17,8%). O ferro biodisponivel foi diminuido apds o

cozimento, maceragao e germinacao em 37, 37 e 63%, respectivamente.

Sorgo com alto e baixo teor de tanino, macerados ou nao foram submetidos a
fermentacdo com culturas starters (Streptococcus lactis, Lactobacillus sp. e Candida
krusei), adicao de farinha de sorgo germinada e fitase a 30°C até reducdo do pH a 3,8 (entre
16 e 24 horas). Foi verificado no sorgo com baixo teor de tanino uma redugdo de fitato >
90% e aumento no ferro biodisponivel de 4 para 50% quando os graos foram submetidos a
maceracdo e posterior fermentacdo e adicdo de fitase (SVANBERG et al., 1993). Os
autores acreditam que o aumento da biodisponibilidade de ferro in vitro € devido a acdo de
fitase exdgena adicionada e/ou ativacao de fitase endégena durante a fermentagdo, sobre o

fitato contido no cereal.

O fungo Pecilomyces variotti empregado neste estudo foi selecionado em estudo

anterior (MACEDO et al., 2005b) como produtor da enzima tanase. O microrganismo foi
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identificado nos laboratérios da Colecdo de Culturas Tropical, Fundagdo André Tosello e
UNESP. Conforme relatério emitido a microscopia do Pecilomyces variotti em dgua e azul
de lactofenol revela conidiéforos verticilados, levemente rugosos, com a presenga de
fidlides alongadas. Conidios hialinos, elipsoidais, lisos, de variados tamanhos, em geral de

3,5-6,0 x 2,5-4,0um (Figura 18).

Figura 18. Microscopia para identificacdo do fungo Paecilomyces vaiortti.

Virios estudos aplicando fermentagdo em sorgo resultaram no aumento do contetido
e melhora na digestibilidade da proteina (HASSAN e EL TINAY, 1995; CORREIA et al.,
2005), melhora na composi¢do de aminoacidos essenciais, tornou o amido mais digestivel
(KAZANAS e FIELDS, 1981), reduziu o teor de taninos e fitatos (HASSAN e EL TINAY,
1995; TOWO et al., 2006; NELSON et al,, 1995; VAN DIEPENINGEN et al., 2004;
ANTONY e CHANDRA, 1998; REDDY e PIERSON, 1994) e aumentou a concentracdo de
vitaminas (EL TINAY et al., 1979).

Degradacdo de compostos como taninos e fitato através da fermentacdo sdo

importantes para melhorar a digestibilidade protéica, a disponibilidade e absor¢ao de ferro e
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zinco (NAVERT e CEDERBALD, 1985; MOELJOPAWIRO et al., 1987; BRUNE et al.,
1992; TOWO et al., 2006; BERGQVIST et al., 2005).

Em geral, taninos sdo moléculas muito resistentes ao ataque microbiano devido a
sua complexa estrutura. Taninos condensados sdo mais resistentes do que taninos
hidrolisdveis e sdo toxicos para a maioria dos microrganismos, na Tabela 2 estdo descritos
diversos microrganismos e sua capacidade de degradar diferentes substratos (SINGH e

STAPLETON, 2002).

Tabela 2. Decomposic@o de taninos por microrganismos

Decomposicio (%)

Microrganismos Taninos Elagitanino Catequina Taninos
hidrolisaveis condensados

Achromobacter sp. 74 13 N N
Streptomyces sp. 18 20 N N
Aspergillus flavus 84 N 69 N
A. fumigatus 80 N 50 N
A. niger 100 10 100 N
Penicillium 90 43 93 N
citrinum

P. frequentants 81 10 N N
P. janthinellum 74 N 75 N
P. purporugenum 83 23 N

P. thomii 74 30 50 N
Fusarium sp. 96 N 100 N

FONTE: SINGH e STAPLETON (2002).
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A fermentacdo l4ctica resultou em decréscimo no conteudo de fitato (SVANBERG
et al., 1993; ELKHALIFA et al., 2005), taninos (ELKHALIFA et al., 2005) e compostos
fendlicos (HASSAN e EL TINAY, 1995) em sorgo.

Correia et al., (2005) verificaram o aumento de aminoécidos livre e de proteina
total, bem como a reducio de acucares, amido e proteina soltivel apds fermentacdo de sorgo

com Lactobacillus fermentum a 37°C durante 5 dias.

2.6 Estudos in vivo utilizando enzimas e fermentacao na melhoria da digestibilidade de

cereais

Diversos estudos relatam o uso de enzimas na alimentacdo animal, os parametros
estudados nestes tratamentos geralmente sdo: ganho de peso, incorporacao de minerais nos
0ssos e plasma, diminui¢cdo na excre¢ao de nutrientes, digestibilidade aparente e verdadeira
(ALMEIDA et al., 2007; VAHIEN et al., 2005; BEDFORD, 1995; BARBOSA et al., 1992;
GOMES et al., 1992).

Santos et al., (2006) verificaram a acao de xilanase, amilase e protease (300, 400 e
4000 U/Kg, respectivamente) em frangos na fase inicial de crescimento (1 — 21 dias) e na
fase final de crescimento (21 — 42 dias) utilizando dietas formuladas com 0, 50 e 100% de
sorgo, adicionadas ou nio de enzima. Os pardmetros avaliados foram consumo de ragao,
ganho de peso e conversao alimentar. Os autores verificaram que a substitui¢do de milho
pelo sorgo resultou em dados bem similares quanto ao ganho de peso, consumo de grios e
conversdao alimentar. O mesmo foi constatado com as dietas adicionadas ou ndo de
complexo enzimdtico. Contudo apds 42 dias de crescimento o rendimento de carcaga dos
animais que receberam dieta adicionada de enzimas foi estatisticamente (p<0,05) inferior

daqueles que nao receberam complexo enzimatico.
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Porres et al.,(2003) estudaram o efeito do tratamento térmico de lentilha em
experimento com ratos em crescimento. Foi verificado que o tratamento térmico diminui
inibidor de tripsina, fitato e taninos em 76, 8 e 12%, respectivamente, contudo esta
diminui¢@o nos fatores antinutricionais nao foi eficiente na melhoria da digestibilidade da
proteina e de cdlcio. Cromwell et al., (1993), ao estudarem niveis crescentes de enzima
fitase (250, 500 e 1000 UF/g), observaram melhorias lineares no ganho didrio de peso e na

resisténcia a quebra dos ossos de suinos.

A adicdo do fésforo inorganico nas ragdes de suino pode ser reduzida ou
completamente eliminada pelo uso de 1200 UF/g de fitase na ragdo, de acordo com os
resultados de ganho didrio de peso, eficiéncia alimentar, atividade da fosfatase alcalina no
plasma e concentracgdo de cédlcio. Também foi constatada reducao de até 50% na excrecao

do fésforo fecal (LEI ef al., 1993).

Fialho et al., (2002) estudaram a substitui¢io de milho por sorgo sem tanino (0,8%
pelo método Azul da Prussia) em 0, 33, 66 e 100% para suinos. Os autores concluiram que
o milho pode ser substituido em 100% pelo sorgo, pois, ndo foi verificada diferenca
estatistica (p<0,1) quanto a reten¢do de nitrogénio, coeficiente de digestibilidade da
proteina bruta, energia digestivel e energia metabolizavel, e com p<0,05 para os resultados

de consumo médio didrio de racdo, ganho de peso, médio didrio e conversao alimentar.

Guggenbuhl et al., (2007) estudaram a adicdo de diferentes fitases microbianas em
diferentes concentragdes, fitase de Escherichia coli, 250 e 500 U/Kg (quantum Q1 e Q2),
Aspergillus niger 500 U/Kg (Natuphos) e Penicillium lycii 750 U/Kg (Ronozyme P) na
digestiblidade de fosforo e cdlcio em dietas para suino baseadas em soja e cevada. Os
autores constataram que as diferentes fitases adicionadas nas dietas aumentaram a
digestibilidade de fésforo em 13,8, 18,6, 18,3 ¢ 17,9%, para Q1, Q2, Natuphos e Ronozyme
P, respectivamente. A excreta de fésforo e cdlcio diminuiu em média 30 e 16%,
respectivamente, comparando com os resultados obtidos para o grupo controle que ndo teve
adi¢do de fosforo na dieta. Dentre as diferentes fontes e concentragdes da enzima os

resultados foram bem similares quanto a digestibilidade aparente e excrecao de fosforo e
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calcio, exceto para a fitase Quantum na concentragdo de 250 U/Kg que ficou abaixo das

demais.

O ferro € vital para todas as células e estd incluido no grupo heme de citocromos,
peroxidases, catalases, mioglobina e hemoglobina. Em outras proteinas, pode ser
encontrado na forma sulfiirea (Fe-S), como na ribonucleotideo redutase, aconitase e
desidrogenase succinica. Por outro lado, o ferro pode lesar diferentes tecidos por catalisar a
reacdo que converte peroxidos de oxigénio em ions radicais livres, que destroem a

membrana celular, proteinas e o DNA (BOWLUS, 2003; HENTZE et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o efeito do fungo Paecilomyces variotti, das enzimas tanase e fitase na
diminui¢do de fatores antinutricionais, taninos e fitatos em sorgo tipo vassoura e verificar o

efeito nutricional in vivo.

3.2 Especificos

- Caracterizar quimicamente os graos de sorgo quanto a composi¢do centesimal, compostos

fendlicos e fésforo inorganico;

- Otimizar a metodologia de extracdo de fendis totais e taninos de sorgo;

- Estudar a aplicacdo de tanase, fitase e fermentacdo com o fungo Paecilomyces variotti na

concentracdo dos compostos antinutricionais, taninos e fitatos;

- Selecionar e otimizar o melhor tratamento do sorgo na concentragdo dos compostos

antinutricionais, taninos e fitatos;

- Verificar o efeito do tratamento do sorgo em modelo animal, com ratos Wistar, por meio
da determinacdo da digestibilidade aparente de proteina e fésforo, parametros bioquimicos,

alterac@o em enzimas hepaticas, absor¢ao de minerais e excre¢io de fésforo.
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4 METODOLOGIAS

A enzima tanase empregada neste estudo foi produzida no Laboratério de
Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP por
meio de fermentacdo sélida com o fungo Paecilomyces variotti. A fitase empregada €

comercial e foi produzida pela empresa BASF empregando Aspergillus niger

O sorgo empregado € do tipo vassoura, produzido em Maringd — Parand,

gentilmente doado pela empresa Polinutri.

As determinacdes colorimétricas foram feitas utilizando espectrofotdmetro
(Beckman Coulter DU 640). A centrifuga empregada foi da marca BECKMAN modelo J2-
21. O agitador orbital empregado foi da marca Edison. A estufa usada foi da marca
FANEM. Liofilizador L.101 da marca LIOTOP. A otimizacdo do tratamento de sorgo com
tanase e fitase foi feito em banho termostatizado marca FISATOM. A centrifugacdo do

sangue dos ratos foi feita em centrifuga Excelsa modelo 206 (FANEM)

4.1 Producao de tanase

A producdo da enzima tanase foi feita conforme estudo realizado anteriormente por
Battestin e Macedo (2007a), através de fermentacdo sélida, utilizando o fungo
Paecilomyces variotti, selecionado por Macedo et al, (2005b) dentre 500 linhagens
fingicas pertencentes ao laboratério de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos — UNICAMP, como melhor produtor da enzima tanase. Deve-se
salientar que a enzima tanase produzida pelo fungo Paecilomyces variotti ja foi submetida
aos testes de toxicidade aguda realizados no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,

Bioldgicas e Agricolas de Campinas. A andlise realizada foi Toxicidade aguda — via oral
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permitindo o estudo desta enzima em ragdes animais. A producdo de tanase foi feita como

descrito abaixo.

4.1.1 Pré-inoculo

O microrganismo Paecilomyces variotti foi mantido em meio agar batata — PDA,
sob refrigeracdo a 7°C. A linhagem foi cultivada em meio PDA contendo 0,2%

(peso/volume) de 4cido tanico (Tanal B - Prozyn), incubados a 30°C por 72 horas.

4.1.2 Meio de fermentacao

Em frasco Erlenmeyer de 500mL adicionou-se 20g de farelo de trigo, 20mL de dgua
destilada, 10% de 4cido tanico (Tanal B - Prozyn) e 1,2% de nitrato de amonio. O meio de
cultivo foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Ao atingir a temperatura ambiente,
inoculou-se com suspensdo de esporos de 1,6 X 107 esporos/mL (os esporos foram
removidos adicionando-se 2,5 mL de dgua e rapados com auxilio de uma al¢a de
inoculag@o). A contagem dos esporos foi feita em Camera de Neubauer. Os Erlenmeyers

foram incubados em estufa a 30°C por 120 horas.

4.1.3 Extracao

Apoés a fermentacdo procedeu-se a extracdo das enzimas adicionando 160mL de
tampao acetato 0,02M - pH 5,0 em cada frasco Erlenmeyer. Em seguida agitou-se a 200rpm
em agitador orbital (EDISON) durante 1 hora. Filtrou-se o extrato em gase e centrifugou-se
a 9630 X g por 30 minutos a 4°C. Recolheu-se o sobrenadante e adicionou-se sulfato de
amonio a concentragdo final de 80% de saturacdo (561g/L). Manteve-se o extrato

refrigerado por 12 horas, centrifugou-se novamente a 9630xg por 30 minutos a 4°C.
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Procedeu-se didlise por 48 horas em dgua destilada a fim de remover o excesso de sulfato
de amonio. O extrato bruto obtido foi congelado a -18°C e liofilizado em liofilizador L101
— LIOTOP durante 24 horas. A enzima liofilizada foi mantida sob congelamento a — 18°C

até ser utilizada nos experimentos.

4.2 Determinacao de atividade enzimatica no extrato liofilizado bruto produzido por

Paecilomyces variotti e fitase comercial

As medidas de atividade enzimatica descritas a seguir foram realizadas com solu¢ao
enzimatica contendo Img da enzima liofilizada em ImL de 4gua destilada, apds a
dissolu¢do da enzima esta permaneceu em repouso por 10 minutos para obter uma solugdo

homogénea.

A calibracdo do espectrofotometro foi feita com o “branco”, constituido pelos
reagentes usados na determinacdo, exceto a solucdo enzimdtica, que foi substituida por
dgua destilada na mesma proporcdo. No tubo “controle” foi feita a reagdo com enzima
submetida a tratamento térmico (10 minutos em ebuli¢do). A absorbancia final foi obtida da

seguinte equagio:

Abs = Abs controle — Abs teste

Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade em pmol do
substrato (especifico para cada enzima) hidrolisado durante 1 minuto de reacdo por 1g da

enzima liofilizada.
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4.2.1 Determinacao da atividade de tanase

A medida da atividade da enzima tanase foi feita empregando a metodologia
descrita por Mondal et al., (2001) com modificagdes. Adicionou-se 0,3mL de substrato
(solugdo de acido tanico (MERCK) 0,7% (p/v) em tampao acetato pH 5,5 - 0,2M), 0,5mL
de solucdo enzimadtica, incubado a 60°C por 10 minutos. Paralisou-se a reacao pela adi¢ao
de 3mL de solucdo de albumina de soro bovino (Biogrds) na concentra¢do de 1mg/mL (essa
solucdo foi preparada em tampao acetato 0,2M - pH 5,0 contendo 0,17M de cloreto de
s6dio), em seguida centrifugou-se a 1320xg por 15 minutos a 4°C. O precipitado contendo
o 4cido tanico que a enzima ndo hidrolisou foi ressuspenso em 3mL de solucdo dodecil
sulfato de sédio (SDS)-trietanolamina (SDS 1% (p/v) adicionado de 5% (v/v) de
trietanolamina em 4gua destilada) acrescido de 1mL de solu¢do de FeCl; (0,01M de FeCl;
em 0,01M de 4cido cloridrico). Adicionou-se 20mL de dgua destilada e apds 15 minutos de
repouso procedeu-se a medida da absorbancia a 530nm em espectrofotometro. A atividade
enzimatica foi calculada através de uma curva de calibra¢do de 4cido tanico (MERCK). O
FeCl; reage com os compostos fendlicos do tanino por atragdo nucleofilica e forma uma
coloracdo marrom, dependendo da intensidade da coloracdo formada € necessario fazer

dilui¢do em agua.

4.2.2 Determinacio da atividade de protease

Proteinas sdo polimeros de alto peso molecular formados por aminoécidos ligados
entre si por ligacOes peptidicas, a acdo enzimdtica de proteases resulta em polipetidios,
peptidios e aminodcidos livres (MACEDO et al., 2005b; RAO et al., 1998) o que facilita a
digestdo e diminui a quantidade de nitrogénio excretada (FIREMAN e FIREMAN, 1998).
A medida de atividade de protease, foi feita tranferindo-se volumetricamente SmL de
solucdo de caseina (1,2g de caseina em 100mL de NaOH 0,05N, agitou-se até completa
dissolucdo). O pH foi ajustado para 6,0 (com acido fosférico 0,1M). Os tubos de ensaio que

foram incubados em banho-maria a 35°C por 10 minutos para equilibrar a temperatura,
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adicionou-se 1mL da solu¢do enzimdtica, incubou-se por exatamente 10 minutos A reagdo
foi paralisada adicionando SmL de 4cido tricloroacético 5%, apds 20 minutos de repouso
em banho de gelo a amostra foi filtrada em papel Whatman n° 42. Pipetou-se 1ml do
filtrado em tubo de ensaio, adicionou-se 3mL de solu¢do de NaOH 1N e 0,5mL de reagente
Folin-Ciocalteau diluido (1:2), a absorbancia foi medida a 660nm (MACEDO et al,
2005a). A quantificagdo foi feita por meio de curva padrdo de tirosina (MERCK).

4.2.3 Determinacio da atividade de lipase

A atividade de lipase foi medida em um sistema composto por SmL de emulsdo de
6leo de oliva extra virgem e goma ardbica 7% na proporcdo de 25% de 6leo para 75% de
goma; 2mL de tampao fosfato 0,1M - pH 7,0 e ImL de solu¢do enzimética. O sistema foi
incubado a 40°C por 30 minutos em banho termostatizado com agitacao de 130rpm. A
reacdo foi paralisada com a adi¢do de 15mL de solucdo acetona:etanol (1:1 v:v) e os dcidos
graxos liberados titulados com solucdo de NaOH 0,05N usando fenolftaleina como
indicador (MACEDO et al., 2005a). Quantificacdo procedida com curva padrao de 4cido
oléico (VETEC).

4.2.4 Determinacao da atividade de carboximetilcelulase

Celulases hidrolisam celulose, que € o polissacarideo mais abundante encontrado na
natureza, sua estrutura € linear, formada por diversas cadeias de glicose unidas por ligacdes
B-(1,4), o produto de sua hidrélise sdo compostos de cadeia menor, mono e dissacarideos.
Pipetou-se 4mL da solucdo de substrato (0,5% carboximetilcelulose em tampdo citrato
fosfato 0,05M - pH 5,0) em tubos de ensaio, estes foram incubados em banho-maria a 40°C
por 10 minutos para homogeneizar a temperatura, adicionou-se ImL de solucdo enzimadtica,
seguiu-se a incubagdo por mais 20 minutos. Para paralisar a reacdo os tubos foram imersos

em banho de gelo. Os acgucares redutores foram quantificados pelo método de Somogyi-
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Nelson (1945). A atividade foi calculada empregando-se curva padrido de glicose

(SYNTH).

4.2.5 Determinacao da atividade de polimetilgalacturonase

O 4cido péctico € um polimero ramificado, cuja cadeia principal € constituida por
residuos de dacido D-galacturbnico, parcialmente esterificados com grupos metila,
polimerizados através de ligacdes glicosidicas a-1,4 (FENNEMA, 1993), o produto da
hidrélise enzimética por poligalacturonase pode ser o acido mono ou digalactur6nico.
Incubou-se 0,5mL do extrato enzimatico e 0,5mL de solu¢do de pectina citrica 0,1% em
tampao citrato fosfato 0,1M - pH 5,5 a 40°C por 20 minutos. A reagdo foi interrompida pela
inativacdo enzimdtica em banho em ebulicdo por 10 minutos (RIZZATTO, 1999). A
quantificac@o foi feita por curva de calibracao com glicose (SYNTH). Através do método

de Somogyi-Nelson (1945) determinou-se agucares redutores.

4.2.6 Determinacio da atividade de fitase

O 4cido fitico € um poliol ligado a diversos grupos fosfatos (até 6), na reagao de
desfosforilagdo o 4cido fitico € hidrolisado liberando 4cido fosférico, inositol livre, e/ou
compostos intermedidrios incluindo, juntamente com a liberacdo de compostos que possam
estar quelados como, minerais, proteina e carboidratos (LEI e PORRES, 2003). A medida
de atividade de fitase foi procedida empregando o substrato fitato de sdédio, conforme
metodologia proposta por Shimizu (1992). O substrato é composto por 0,6mL de solugao
2M de fitato de s6dio em tampao Tris-HCl pH 7,0 - 0,IM suplementado com 2mM de
CaCl,, acrescidos de 150uL solugdo enzimatica. Esta mistura foi incubada em tubo de
ensaio por 30 minutos em banho sob aquecimento a 37°C. Apds o tempo de reacdo esta foi
paralisada pela adi¢do de 750uL de solucdo 4cido tricloroacético 5% (TCA). A mistura de

reacdo adicionou-se 1,5mL do reagente de cor composto por 4 volumes de molibdato de
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amonio 1,5% em solugdo de H,SO45,5% e 1 volume de solugdo de sulfato ferroso 2,7%. O
fosfato inorgéanico liberado foi determinado fotometricamente a 700nm (SHIMIZU, 1992).
A quantificagdo foi feita com curva de calibracdo com K,HPO, (fosfato de potéssio

dibasico - ECIBRA).

4.3 Proteina total no extrato liofilizado bruto produzido por Paecilomyces variotti e

fitase comercial

Determinou-se a concentragdo de proteina contida no extrato enzimdtico bruto
liofilizado produzido por Paecilomyces variotti e na fitase comercial empregando solugao

enzimatica de 1mg/mL em dgua destilada.

O reagente de Bradford foi composto por 100mg de Azul de Coomasie G-250,
diluidos em 50mL de etanol 95%, adicionados de 100mL de acido fosférico 85%. Diluiu-se
até 1L com &4gua destilada em baldao volumétrico, apés homogeneizado o reagente foi

filtrado em papel de filtro Whatman nimero 1.

As proteinas totais foram determinadas de acordo com Bradford (1976),
empregando S0uL da solugdo enzimatica e 2,5mL do reagente de Bradford, apds 5 minutos
de reacdo a temperatura ambiente determinou-se espectofotométricamente a 595nm. A
curva padrio foi elaborada com albumina de soro bovino (BIOGRAS) dissolvida em
solucdo de NaCl 0,15M. Proteina total do extrato enzimdtico foi expressa em mg de

proteina/g de enzima.
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4.4 Caracterizacao quimica dos graos de sorgo

Os graos de sorgo do tipo Vassoura, oriundo de Maringéd — Parand, foram recebidos
no Laboratério de Bioquimica de Alimentos da UNICAMP, lavados em dgua corrente,
secos em estufa a 50°C durante 4 horas, triturados em moinho de facas, peneirados com
peneira de mesh 20 (0,4mm) e armazenados em freezer a — 18°C. Estes graos moidos foram

utilizados nos experimentos descritos.

4.4.1 Composicao centesimal

Os graos de sorgo foram caracterizados, em triplicata, com relagdo aos seguintes
parametros fisico-quimicos: umidade, em estufa a 105°C, proteinas pelo método de
Kjeldahl empregando fator de conversao de 6,25 e cinzas por incineracdo em mufla a 550°C
de acordo com Association of Official Analytical Chemists — AOAC (1992) e os lipideos
totais foram determinados segundo Bligh e Dyer (1959). O teor de carboidratos foi

calculado por diferencga, subtraindo-se de 100 a soma daqueles parametros.

4.4.2 Compostos fenolicos

4.4.2.1 Otimizacao da metodologia de extracao

Verificou-se a eficiéncia da extragdo de compostos fendlicos empregando-se 200mg
de sorgo triturado e 10mL de metanol PA (ECIBRA) e metanol PA acidificado com 1% de
HCI, em agitador orbital modelo G2 (EDISON) a 200rpm, 25°C, a extrac¢do foi procedida
durante 10, 20, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos. O extrato bruto obtido foi centrifugado a

1320xg a 5°C durante 15 minutos. A quantificacdo dos compostos extraidos foi feita pela
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determinac¢do de taninos condensados através do método de Vanilina (PRICE et al., 1978),

descrito no item 4.4.2.4.

4.4.2.2 Fenois totais

Fendis totais foram determinados pelo método de Follin-Ciocaulteau (SINGLETON
e ROSSI, 1965). O principio deste método € baseado na reducdo do dcido fosfomolibdico e
fosfotingstico pelas hidroxilas dos fendis produzindo uma colorag¢io azul, quantificada por

espectrofotometro a 760nm.

A andlise foi realizada pela adicdo de 1ml do reagente de Follin-Ciocaulteau em
frasco Erlenmeyer de 50mL. Adicionou-se 10mL de dgua destilada e 1mL do extrato de
sorgo obtido como citado em 4.4.2.1. Ap6s 3 minutos de repouso adicionou-se 8mL de
carbonato de sdédio 7,5%. Apds 2 horas mediu-se a absorbancia a 760nm em
espectrofotometro. O branco foi composto por todos os constituintes citados acima, com
excecdo do extrato de sorgo. Resultados expressos em mg de acido galico/100 g de sorgo,

por meio de curva padrao de acido gélico (SIGMA).

4.4.2.3 Taninos hidrolisaveis

Taninos hidrolisaveis foram determinados empregando o reagente sulfato férrico de
amoOnio conforme Brune et al., (1991). A um tubo de ensaio adicionou-se 2mL do extrato
de sorgo obtido, 8mL de FAS-reagente (89% tampao acetato 0,1M - pH 4,4, 10% solugdo
de goma arédbica 1% e 1% solucdo de sulfato férrico de amodnio (5% de sulfato férrico de
amodnio em HCI 1)). Apds 15 minutos de reagdo mediu-se a absorbancia em 578nm. A
quantificac@o foi feita por meio de curva padrao de acido tanico (MERCK), expresso em

mg de dcido tanico/100g de sorgo.
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4.4.2.4 Taninos condensados

Os taninos condensados foram determinados pelo método de Vanilina (PRICE et
al., 1978). Esta metodologia é especifica para flavondides e dihidroxichalconas que
possuem ligacdo simples na posi¢do 2 e 3 e uma hidroxila livre no anel B. A vanilina é
protonada em uma solucdo 4cida, resultando em um carbocétion eletrofilico fraco, o qual
reage com o anel aromdtico nas posicdes 6 ou 8, este composto € desidratado

imediatamente formando um composto vermelho (SUN et al., 1998).

Adicionou-se ImL do extrato de sorgo a tubo de ensaio e SmL de solu¢do de
vanilina (volumes iguais das solu¢des de 1% de vanilina em metanol e 8% de HCl em
metanol) de um em um minuto. Apds 20 minutos, mediu-se a absorbancia em
espectrofotometro a 500nm. O célculo foi efetuado por meio de curva padrdo com

catequina (SIGMA) e expresso em mg catequina/100 g de sorgo.

4.4.3 Determinacao de fésforo inorganico

A extragdo de fésforo inorganico foi feita com 500mg de sorgo triturado
solubilizada em 10mL de solu¢dao HCI 0,5M por 2 horas sob agitacdo em agitador orbital
modelo G2 (EDISON) a 200rpm a temperatura ambiente (cerca de 25°C). Apds a extracao
este meio foi centrifugado a 1320xg a 5°C durante 15 minutos (TOWO et al., 2006). O
extrato obtido foi empregado na determinacao de fésforo inorganico. Adicionou-se 0,5mL
do extrato e 1,5mL de uma solucdo constituida por 4 partes de 1,5% de molibdato de
amoOnio em solucdo de 4cido sulfirico 5,5% e 1 parte de sulfato ferroso 2,7% (SHIMIZU,
1992). O fosfato inorganico liberado foi determinado fotometricamente a 700nm. A
quantificacao foi feita por meio de curva de calibracao com K,HPO, (ECIBRA) e expresso

em mg/100 g de sorgo.
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4.5 Tratamento dos graos de sorgo com Paecilomyces variotti, tanase e fitase
4.5.1 Preparo dos graos de sorgo

O sorgo triturado foi denominado farinha de sorgo. A farinha de sorgo adicionou-se
dgua na proporcdo 1:6 (sorgo:dgua), esta mistura foi levada a ebulicio por 3 minutos
(CORREIA et al., 2005). Em frasco Erlenmeyer de SO0mL adicionou-se 10g da farinha de
sorgo cozida, os tratamentos foram feitos com enzima tanase (945U/Kg de farinha de
sorgo) e fitase (2640U/Kg de farinha de sorgo) e adi¢do de 1,5mL de suspensao de esporos

do fungo Paecilomyes variotti (suspensdo contendo 1,6 x 10’ esporos/mL).

Os tratamentos aplicados foram feitos de trés formas distintas: A) processo
combinado, no qual o sorgo foi tratado simultaneamente por Paecilomyces variotti, tanase e
fitase; B) processo separado, onde a fermentacdo e o tratamento enzimdtico foram feitos
separadamente, primeiro tratamento enzimatico e posteriormente fermentacao, nomeado B
e C, respectivamente. Os frascos Erlenmeyers foram colocados em estufa a 30°C, cada
ensaio foi feito durante 5 e 10 dias, na Figura 19 encontra-se um fluxograma com os

tratamentos propostos.

ir_“_sn(iigs__“-i 10 dias
—> | Pv+E(1) —» Pv+E(2) A
Farinha de sorgo O .
| ! R
preparada i EB3  — Pv4)
> ne) —] E6 |[c

Figura 19. Tratamentos aplicados a farinha de sorgo cozida. Pv = Paecilomyces variotti;
E = enzima tanase e fitase.
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Apés o tratamento da farinha de sorgo pelos diferentes métodos procedeu-se a
extracdo e determinou-se fendis totais, taninos hidrolisaveis, taninos condensados e fosforo

inorganico, como descrito no item 4.4.2.

4.6 Cinética do tratamento enzimatico de graos de sorgo

O estudo foi procedido em tubos de ensaio com dimensdes de 175 x 18mm,
adicionou-se 1g de farinha de sorgo (< 20 mesh), 2mL de dgua destilada, tanase e fitase,
630 e 660U/Kg de farinha de sorgo, respectivamente. Transcorridas 0,5, 1, 2, 6 e 24 horas
os tubos foram colocados em banho em ebulicdo a fim de inativar as enzimas e a farinha de
sorgo tratada foi seca a 90°C durante 3 horas. Determinou-se taninos hidrolisaveis e fosforo
inorganico como descrito nos itens 4.4.2.3 e 4.4.3, respectivamente. A fim de verificar o
efeito do processamento fisico sobre estes compostos foi feito ensaio “controle” da mesma

forma que os demais, porém sem adi¢ao das enzimas.

4.7  Otimizacao do tratamento dos graos de sorgo com tanase e fitase utilizando

desenho experimental

A otimizacdo do tratamento da farinha de sorgo pelas enzimas tanase e fitase foi
feito através da ferramenta de planejamento experimental. Esta é de grande valia quando se
deseja otimizar um processo, pois, permite verificar as varidveis significativas, condicdes
Otimas do processo e por meio da andlise de varidncia pode-se constatar se o modelo
matematico proposto é adequado, em caso positivo, pode-se obter as superficies de resposta

e curvas de contorno (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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4.7.1 Otimizacao do tratamento da farinha de sorgo utilizando planejamento fatorial

fracionado

Elaborou-se um delineamento fatorial fracionado 2+ (RODRIGUES e IEMMA,
2005) no qual as varidveis em estudo foram temperatura, concentracdo de fitase,
concentracdo de tanase e porcentagem de sorgo, a porcentagem de sorgo foi calculada
levando em consideracdo volume final de 6mL. Os niveis empregados estio demonstrados
na Tabela 3. O tratamento foi feito em tubos de ensaio de 175 x 18mm, no qual o meio foi
mantido durante 24 horas, sob agitacdo magnética com velocidade 8 em banho
termostatizado marca FISATOM. Apdés o tratamento, os tubos foram colocados durante 10
minutos em 4gua em ebulicdo para inativar as enzimas presentes € seca a 90°C durante 3
horas. Posteriormente esta massa seca foi submetida a extra¢do e quantificacdo de taninos
hidrolisaveis, taninos condensados e fosforo inorganico. Os resultados foram submetidos a
andlise estatistica utilizando o software Statistica 8.0, no qual foram avaliados os efeitos

das varidveis em estudo, empregando significancia de (p<0,1).

Tabela 3. Planejamento fracionado 24D aplicado aos graos de sorgo

Variaveis Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 37 40 43
Fitase (U/Kg) 110 385 660
Tanase (U/Kg) 10 30 50
Sorgo (%) 15 32,5 50
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4.7.2 Otimizacao do tratamento da farinha de sorgo empregando delineamento

composto central rotacional (DCCR)

Através do planejamento fracionado citado acima, a variavel porcentagem de sorgo
foi fixada no nivel inferior, 15%. Procedeu-se o mesmo ensaio como descrito no item acima
(4.7.1). As varidveis temperatura, concentracdo de fitase e concentracdo de tanase foram
estudadas empregando-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2%, com 6
pontos axiais e 3 repeticOes no ponto central, para estimar o erro experimental
(RODRIGUES e IEMMA, 2005), Tabela 4. O Teste-F foi empregado para determinar as
varidaveis significativas para o processo (p<0,1), os dados foram analisados utilizando o

software STATISTICA®, 8.0.

Tabela 4. Varidveis utilizadas na otimiza¢do do tratamento dos grdos de sorgo com seus
respectivos niveis

Variaveis Niveis
- 1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura °C 30 36 40 46 50
Fitase (U/Kg) 100 280 550 820 1000
Tanase (U/Kg) 100 280 550 820 1000

As determinacdes foram efetuadas na farinha de sorgo tratada, na farinha de sorgo
sem tratamento enzimdtico € no ensaio controle (sem adi¢do de enzimas) para que estes

dados sirvam como pardmetro de controle do processo.
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4.8 Ensaio biolégico

O experimento biolégico foi feito no Laboratério de Ensaio Bioldgicos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas —
LEB/FEA/UNICAMP, apés este ser aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagio
Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP (CEEA/IB/UNICAMP) e estd de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA) sob protocolo n° 1623-1 (Anexo 1).

4.8.1 Animais

Para o ensaio bioldgico, foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar,
livres de patégenos especificos (SPF), recém desmamados, com 21 dias de idade, oriundos
do Centro de Bioterismo da Unicamp — CEMIB. Os animais foram mantidos em
temperatura controlada a 23 + 2°C, umidade relativa entre 50 — 60%, com periodos
alternados de claro e escuro de 12 horas. Os animais foram pesados e 0s grupos
selecionados tomando-se um animal de menor peso e um animal de maior peso até
completar 3 grupos com 10 ratos cada, o peso médio inicial dos animais foi de 56,31g +

6,96. O fornecimento de racdo e 4gua em todo o ensaio foi ad libitum.

4.8.2 Dietas experimentais

As dietas foram elaboradas de acordo com as recomendacdes do American Institute
of Nutrition (AIN- 93G) (REEVES et al., 1993), com excecdo ao teor de proteina, que foi
de 12% (GOENA et al., 1989). Para a elaboragdo das dietas, as matérias primas (caseina,
sorgo cru e sorgo tratado) foram caracterizadas quanto a composi¢do centesimal como
descrito no item 4.4.1, a fim de corrigir a concentracdo dos nutrientes destes na dieta. Os

trés grupos foram divididos como demonstrado abaixo:
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- Grupo controle (CO): dieta elaborada com proteina de caseina como padrio e elaborada

conforme AIN- 93 (REEVES et al., 1993).

- Grupo sorgo cru (SC): dieta elaborada conforme a AIN-93, contudo nesta a fonte protéica

foi o sorgo cru triturado e peneirado (< 20 mesh).

- Grupo sorgo tratado (ST): dieta formulada segundo AIN-93 sendo, a fonte protéica sorgo
tratado enzimaticamente. A farinha de sorgo (6%) foi colocada em becker de pléstico de 4
litros, adicionou-se dgua, 100U/Kg da enzima tanase e 100U/Kg de fitase. O processo foi
conduzido em um banho termostatizado a 34°C, com agitagdo por meio de Turrax
(QUIMIS) na velocidade 9 (Figura 20). Apds 24 horas a reagdo foi paralisada com banho
em ebulicdo, posteriormente o sorgo foi seco em estufa a 80°C durante 8 horas e

homogeneizado.

Figura 20. Tratamento da farinha de sorgo com tanase e fitase.
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4.8.3 Métodos biolégicos

Primeiramente os animais foram submetidos a 3 dias de adaptacdo com as
respectivas dietas e dgua. O experimento teve duragao de 28 dias, sendo que do 10° ao 17°
dia foi realizado o balanco nitrogenado, em gaiola metabdlica, onde foram coletadas as
fezes e a urina, ambos foram armazenados congelados até o momento das andlises. No
recipiente empregado para a coleta da urina adicionou-se 2ml de 4cido cloridrico 20%, para
inibir a proliferacdo de fungos. Apods coletada a urina foi filtrada em 14 de vidro para
remover residuos da dieta. A urina e fezes foram armazenados a — 18°C até o momento das

determinagdes. As fezes foram secas em estufa a 65°C durante 12 horas e trituradas.

O controle de peso, ingesta, troca de dgua e limpeza das gaiolas foi feito trés vezes
por semana Apds os 28 dias de dieta os animais foram mortos, primeiramente estes
permaneceram 12 horas em jejum, recebendo somente dgua. Os animais foram sedados
com halotano para a coleta de sangue via canal lacrimal e o sacrificio foi feito por

deslocamento cervical.

4.8.4 Determinacoes nas fezes e urina

Determinou-se nas fezes e na urina nitrogénio total (AOAC, 1992) e f6sforo
inorganico, descrito no item 4.4.3. Estes dados foram empregados para determinar a
digestibilidade aparente (DA) de proteina e fésforo, como demonstrado abaixo, conforme

metodologia descrita por Sgarbieri (1987).

DA = Ni (balanco) — Ne (balanco) X 100
Ni (balango)

DA = digestibilidade aparente.
Ni = quantidade do nutriente ingerido no balango metabdlico.

Ne = quantidade do nutriente excretado no balango metabdlico.
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4.8.5 Determinacoes bioquimicas no plasma

O sangue foi coletado em tubos plasticos sem anticoagulante, centrifugado em
centrifuga Excelsa modelo 206 (FANEM), a 300xg, por 15 minutos a temperatura
ambiente. O soro foi separado, coletado em tubos ependorf e mantido refrigerado. No soro
determinou-se as concentacdes de glicose, colesterol, triacilglicerol, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia, fésforo empregando kits
especificos da marca LABORLAB®, calcio e ferro sérico foram determinados com kits de

reacdo da marca Bioclin, seguindo os protocolos especificados pelas empresas.

4.8.6 Determinacao de cinzas no fémur

Os fémures (esquerdo e direito) foram coletados, pesados, acondicionados em
embalagem plastica e mantidos sob congelamento (-18°C) até o0 momento da andlise. Para a
determinac¢do de cinzas totais os fémures foram secos em estufa a 105°C durante 12 horas e

incinerados a 550°C até obtencao de cinzas claras (AOAC 1992).

55



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade enzimatica, proteina total e atividade especifica do extrato enzimatico

bruto produzido por Paecilomyces variotti

No complexo enzimdtico produzido conforme descrito no item 4.1 foi determinada a
atividade de tanase e de outras enzimas como, protease, lipase, carboximetilcelulase,
polimetilgalacturonase e fitase, pois se sabe da capacidade dos fungos em produzir diversas

enzimas extra celulares (DREW e DEMAIN, 1977).

Foi empregada também a fitase comercial (NATUPHOS - BASF) na qual

determinou-se apenas a atividade de fitase, frente ao substrato fitato de sédio.

A medida da atividade enzimética para o preparado bruto de Paecilomyces variotti,
(aferida segundo metodologias citadas no item 4.2), o conteido de proteina total (item 4.3)

e a atividade especifica encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Medida da atividade de tanase, protease, lipase, carboximetilcelulase,
polimetilgalacturonase e fitase, proteina total e suas atividades especificas em extrato bruto
obtido fermentacao por Paecilomyces variotti

Enzimas Atividade Proteinas totais Atividade especifica
(U/g) (mg/g) (U/mg)

Tanase 626,2 1,89
Protease 3,06 0,01
Lipase - 331 0,00
Carboximetilcelulase 187,2 0,57
Polimetilgalacturonase 151,6 0,46
Fitase 19,6 0,06

1U de atividade enzimatica foi definida como a quantidade em pmol do substrato (especifico para
cada enzima) hidrolisado durante 1 minuto de reacdo por 1g da enzima liofilizada.
- ndo foi contatada atividade enzimdtica.
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Na Tabela 5 observa-se uma elevada atividade para a tanase, como era de se esperar
uma vez que a composi¢ao do meio foi elaborada com adicdo do indutor dcido tanico. De
acordo com Bajpai e Patil (1997), Lekha e Lonsane (1997), Pinto (2003), Macedo et al.,
(2005b), Aguilar et al., (1999); Battestin e Macedo, (2007a) o 4cido tanico desempenha o
papel de fonte de carbono para o microrganismo, bem como de indutor da sintese endégena

da enzima.

Em estudo realizado por Mondal et al., (2001) quando se utilizou Bacillus cereus
KBRY para a producdo da tanase adicionando de 10g/L. de 4cido tanico ao meio de
fermentagdo submersa, obteve-se valores para a atividade enzimética de 0,22U/mL. Em
experimento realizado por Pinto (2003) no qual ndo se adicionou acido tanico ao meio de

fermentacdo, ndo foi observada atividade de tanase.

Sharma et al., (2008) estudaram a produgdo de tanase por meio da fermentacao
submersa em meio Czapek’s com adi¢do de 2,4% de acido tanico por Penicillium variable
IARI 2031 durante 72 horas a 150rpm e obtiveram atividade de 33U/mL. Seth e Chand
(2000) obtiveram producdo maxima de 771U/g de célula de Aspergillus niger, obtida por

filtracdo e lavagem com tampao citrato.

No extrato bruto obtido por Paecilomyces variotti verificou-se, além da atividade de
tanase, atividade das seguintes enzimas, carboximetilcelulase (187U/g),
polimetilgalacturonase (152U/g), fitase (20U/g) e protease (3U/g). Este dado é muito
interessante, uma vez que a adi¢do de enzimas na ragdo animal geralmente € feita utilizando
mistura de enzimas, desta forma, diversos nutrientes que nao sao digeridos ou entdo, que
sdo dificilmente digeridos pelas enzimas do trato digestivo, podem ser metabolizados,
melhorando o valor energético deste alimento. Vale lembrar que as atividades das enzimas,
exceto tanase, sdo inferiores a 1U/mg de proteina, relativamente baixas. Em sintese, pode-

se dizer que essa mistura enzimética produzida pode ser util na melhoria da digestibilidade

de alimentos.
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O p6 bruto de Paecilomyces variotti ndo apresentou atividade de lipase no meio
produzido ou esta encontra-se em uma concentracao inferior aquela detectada pelo método

empregado.

A fitase comercial NATUPHOS possui atividade de 660,3U/g de enzima e atividade

especifica de 4,7U/mg de proteina, nas condi¢des do teste.

Na literatura ha diversos estudos desenvolvidos com o intuito de melhorar a
digestibilidade de racdo animal empregando mistura enzimdtica e os resultados sdo
controversos. A quantidade de enzima que deve ser aplicada na ragdo animal para se obter o
melhor resultado depende da dieta, da espécie e da idade do animal, além disso, alguns
estudos demonstraram que concentragdes mais elevadas de enzima podem ser menos
efetivas comparando com concentracdes menores desta (BEAUCHEMIN et al., 2003,

GRAMINHA et al., 2008).

Diversos estudos estdo focados na diminuicdo de fitatos, sem observar o
metabolismo deste composto, se o fésforo liberado é metabolizado e se ndo € metabolizado
0 que estd acontecendo no organismo do animal. Geralmente os parametros medidos sdo:
ganho de peso, incorpora¢do de minerais nos 0ssos € plasma, diminui¢do na excre¢ao de

nutrientes, digestibilidade aparente e verdadeira.

5.2 Otimizacao da metodologia de extracao dos compostos fenélicos

A metodologia para extragdo dos compostos fendlicos foi estudada, pois na
literatura ndo ha um consenso entre os autores. Os solventes mais utilizados sdo metanol,
metanol acidificado com 4cido cloridrico, acetona, solugdes de acetona, metanol,

cloroférmio e dgua, entre outros. Outro parametro importante é o tempo de extragdo, na
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literatura varia entre 20 minutos até 25 horas (TOWO et al., 2006; FREITAS et al., 2003;
KAYODE et al., 2007a; PRICE et al., 1978).

No presente estudo empregou-se metanol e metanol acidificado com 1% de HCI,
sob agitacao de 150rpm, a 25°C. A quantificacdo dos compostos extraidos foi medida apds
10, 20, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos do inicio da extracdo. A quantificacio foi feita pela
determinacado de taninos condensados através do método de vanilina (PRICE et al., 1978),

os resultados encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6. Extracdo de taninos com metanol e metanol com 1% de HCI em diferentes
tempos, quantificados pelo método de Vanilina

Tempo (minutos) Metanol Metanol/HCI
10 383,25 +0,61° 380,01 + 0,56°
20 498,80 + 0,84¢ 585,60 + 0,73°
30 381,67 + 0,72° 516,65 + 0,95°
60 518,00 + 0,82° 822,33 + 0,87
120 1189,88 + 0,91* 1358,09 + 0,62
180 1221,03 + 0,88% 1221,03 + 0,94
240 1470,22 + 0,86 1146,27 + 0,39*

Resposta com letras iguais na mesma coluna e linha significa que nao h4 diferenca estatistica pelo
teste Tukey (p<0,05). Resultados expresso em mg/100g de farinha de sorgo, seguidos pelo desvio
padrdo.

Analisando os resultados da Tabela 6 percebe-se que ndo hé diferenca significativa
(p<0,05) ap6s 120 minutos de extragdo empregando tanto o metanol como o metanol
acidificado. Assim, o solvente empregado no estudo foi metanol e o tempo de extracdo de

120 minutos para as determinacdes de compostos fendlicos.
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5.3 Caracterizacao quimica dos graos de sorgo vassoura

5.3.1 Composicao centesimal

Os grao de sorgo do tipo vassoura foram preparados como descrito no item 4.4 e
submetidos a determinagdo da composicao centesimal (umidade, proteina, lipideos, cinzas e
carboidratos), determinacdo de compostos fendlicos totais, taninos hidrolisdveis, taninos
condensados e fosforo inorganico, as determinacdes foram feitas em triplicata, os

resultados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 Composicdo centesimal, compostos fendlicos e fosforo de graos de sorgo tipo
vassoura

Composicio centesimal'

Proteina (%) Lipideos (%) Cinzas (%) Carboidratos* (%)

13,64 £ 0,92 4,17+0,36 1,70 £ 0,02 80,50

Compostos fendélicos e fosforo **

Fenois totais Taninos Hidrolisaveis Taninos Fésforo inorganico
condensados
809,25 + 0,98 90,01 £1,76 6730,43 £2.,46 226,86 + 1,59

Resultados obtidos em triplicata seguidos pelo desvio padrio.

' Composicio centesimal expressa em base seca.

* Calculado por diferenca (carboidratos = 100% - umidade — proteina — lipideos — cinzas).
** Dados expressos em mg/100g de sorgo.

Os componentes majoritarios do sorgo divergem muito devido a variedade, umidade
do solo e condi¢des climdticas, sendo que a concentragdo de proteina € o nutriente que

apresenta maior variagdo. A composicdo do sorgo é semelhante ao milho (Zea mays). O
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sorgo € constituido por aproximadamente 11% de proteina, 3,2% de lipideos, 2,7% de

fibras totais, 1,8% de cinzas e 70% de carboidratos (DENDY, 1995).

Diferentes variedades de sorgo oriundas do Texas foram estudadas em relagdo a sua
composi¢do centesimal, neste estudo a umidade das cinco variedades analisadas variou
entre 12 — 13,4%, proteina 9,8 — 14,3%, lipideos 2,7 — 3,5%, cinzas 1,3 — 1,8%, fibras 1,4 —
2,6% e carboidratos 67,6 — 73,4%. Quanto aos d4cidos graxos, estudos anteriores
verificaram que os mais abundantes sdo oléico e linoléico, representando 30,5 — 41,3% e
33,2 — 49,7%, respectivamente (NEUCERE e SUMRELL, 1980). O sorgo possui entre 79 e
84,5% de acidos graxos insaturados, similar ao milho que possui 86% de éacidos graxos

insaturados (VIEIRA et al., 2005).

Nawal et al., (2009) determinaram a composicao centesimal de sorgo da cultivar
Karamaka (Sudao), este possui 6% de umidade, 10,4% de proteina, 3,47% de lipideos,
1,55% de cinzas e 2,36% de fibras.

Carboidratos representam a maior parte da constituicdo de sorgo e o amido
representa 60 — 80% destes. O amido do sorgo contém de 70-80% de amilopectina e 20-
30% de amilose. A digestibilidade do amido € diminuida em sorgo que contém tanino.
Estudos in vivo e in vitro realizados com animais de laboratério empregando racgoes
formuladas com sorgo constataram que as proteinas do sorgo possuem, geralmente, menor

digestibilidade em relac@o aquelas de outros cereais (DENDY, 1995).

A composi¢do dos graos de sorgo vassoura quanto aos compostos fendlicos indica
que este estd proximo aos valores contatados em outros estudos quanto ao fendis totais e
taninos hidrolisdveis, porém a concentracdo de taninos condensados estd acima da média.
Esta elevada concentracdo de taninos condensados nesta variedade de sorgo, tipo vassoura,

provavelmente esta relacionada com a rusticidade e resisténcia a pragas desta planta.

Towo et al., (2006) quantificaram taninos hidrolisaveis e condensados em graos de
sorgo, verificaram a presenga de 6,1 e 13,9mg/g de sorgo, respectivamente. Matuscheck et

al., (2001) constataram a presenga de 11,9 e 9,93mg/g de sorgo para taninos hidrolisaveis e
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condensados, respectivamente. Neucere e Sumrell (1980) verificaram presenca de 480mg/g

para taninos condensados em graos de sorgo.

Estudo feito por Radhakrishnan e Sivaprasad (1980) com 198 amostras distintas de
sorgo cultivadas na India, analisou a variacdo na concentracio de taninos condensados
entre variedades distintas e entre as mesmas variedades cultivadas em locais diferentes. Os
autores constataram que ha uma diferen¢a muito grande na concentracdo destes compostos,
sendo que a concentragdo de taninos condensados variou de 10 — 2056mg/100 g de sorgo,
contudo somente 5% das variedades continham mais de 400mg/100 g de sorgo. Este estudo
constatou que a concentracdo de compostos fendlicos na planta ndo é uma caracteristica
constante na mesma variedade, mas sim que esta € influenciada pela fertilidade do solo e

condic¢des climaticas.

Percebe-se que os dados encontrados na literatura diferem quanto a concentragdo de
compostos fendlicos em graos de sorgo, este € um resultado esperado, uma vez que, 0 SOrgo
estudado € oriundo de diferentes regides, sdo cultivares diferentes e produzidas em
condic¢des edafoclimdticas distintas. Além destas consideragdes é importante lembrar que as
metodologias empregadas na determinacdo de compostos fendlicos e taninos sdo muito
variaveis, ha diversas formas de extragdo do composto de interesse, distintas metodologias
e além destes ndo hd um consenso quanto ao emprego do padrao para a elaboracdo de curva
de calibracdo. Portanto, a comparacao de diferentes trabalhos deve ser vista com bastante

cautela, uma vez que, este pode representar somente um valor relativo.
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5.4 Tratamento dos graos de sorgo com Paecilomyces variotti, tanase e fitase

Apés o preparo da farinha de sorgo (lavagem, secagem, trituragdo, peneiragem,
cozimento) como descrito no item 4.5.1, a farinha preparada foi submetida a diferentes
tratamentos, como descrito anteriormente (Figura 19), os resultados obtidos encontram-se

na Tabela 8.

A concentragdo dos compostos fendlicos e fésforo inorganico na farinha de sorgo
empregada neste estudo (Tabela 8) é diferente daqueles demonstrados na Tabela 7 em
funcdo do emprego de amostras de lotes distintos, pois, para o ensaio biolégico foi
necessario a aquisicdo de uma quantidade grande de graos de sorgo (aproximadamente
8Kg), que foi recebida separadamente. Contudo, € importante salientar que a composicao
demonstrada na Tabela 7 representa a composi¢do do sorgo que foi empregado nos demais

experimentos, inclusive no ensaio bioldgico.

Tabela 8. Efeito do tratamento enzimético e fermentativo em farinha de sorgo no teor de
fendis totais, taninos hidrolisdveis, taninos condensados e fésforo inorganico

Tratamentos™®* FT* TH* TC* Pi*
Farinha de sorgo 111,08 +9,31% 63,89 +10,02% 139,95 +2,46 ® 12502 +5,59¢
Tratamento A

Pv+E(1) 57,66 £ 0,06 °*  450+0,05° 147,6+0,15% 212,52 +1,04°

Pv+E(2) 7728 +349%  6,66+4,16°  954+273° 265,81 +3,58 °
Tratamento B

E (3) 57,18 49,51  833+1,21°  194+598° 227,38+7,16°

E +Pv () 7722£11,49"  3,18+0,04°  7,52+10,63°  259,4 +4,02°
Tratamento C
PV (5) 37,7+4,52° 4,57+0,51° 98,62 +10,43% 29,48 +6,28°
Pv +E (6) 88,83+6,33"  473+056" 84431197 148,95+ 1,65°
Respostas com letras iguais na mesma coluna significam que ndo hd diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p<0,1). Pv- Paecilomyces variotti; E — enzimas tanase e fitase.
* Resultados expressos em mg/100 g de farinha de sorgo.

**A descri¢do dos tratamentos estd na Figura 19; FT: fendis totais; TH: taninos hidrolisdveis; TC:
taninos condensados; Pi = fésforo inorgénico.
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Os dados demonstrados na Tabela 8 encontram-se com desvios padrdes elevados,
provavelmente, isto seja, em funcdo da dificuldade em obter amostra homogénea para a
extracdo dos compostos de interesse. Analisando a Tabela 8 verifica-se que a concentragao
de fendis totais (FT) é diminuida significativamente (p<0,1) nos tratamentos A, B e no
tratamento C por 5 dias. Observa-se que os tratamentos com duracdo de 5 dias foram mais
efetivos na diminuicio de FT do que aqueles feitos durante 10 dias. Esta maior
concentracdo de FT possivelmente estd relacionada com os diferentes compostos formados
durante os tratamentos de 10 dias, uma vez que, o método para determinacdo de FT com o
reagente de Folli-Ciocaulteau € sensivel aos compostos que tenham capacidade de reduzi-lo
como, proteinas. Portanto, ndo pode-se afirmar que a concentracdo de FT constada nos

tratamentos sejam exclusivamente de compostos fendlicos.

Os ensaios 1, 3 e 5 apresentaram as menores concentracdes de FT, a reducdo foi de
48, 48,5 e 66%, respectivamente. Tanto os tratamentos feitos empregando Paecilomyces

variotti como aquele somente com tanase e fitase foram efetivos na reducdo de FT.

Os taninos hidrolisdveis (TH) foram degradados extensivamente em todos os
tratamentos propostos e estes ndo diferem estatisticamente (p<0,1) entre si. A reducdo
média de TH foi de 91,7% em relacdo ao sorgo sem tratamento. TH podem ser facilmente
hidrolisados tanto por métodos fisicos, quimicos e bioldgicos, pois, estes compostos sao
bastante instdveis. Sendo assim, ndo € possivel ter certeza se a diminui¢ao de TH foi devido

a tanase ou ao tratamento fisico (maceragdo e aquecimento).

Rakic et al., (2007) avaliaram o efeito do tratamento térmico sobre compostos fendlicos e
capacidade antioxidante de carvalho (Quercus spp.). Os autores constataram que O
tratamento térmico (200°C por 10 minutos) mudou o contetido e a composi¢do dos
compostos fendlicos, sendo que, fendis totais (pelo método de Follin-Ciocaulteau) e taninos
(método de precipitacdio com polivinil pirrolidona) foram diminuidos com o tratamento
térmico, ja o acido galico foi aumentado. O que, segundo os autores, ocorreu devido a
capacidade que o tratamento térmico possui em hidrolisar taninos hidrolisaveis, causando

aumento na concentragao de 4cido gélico e consequente aumento na atividade antioxidante.
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Cultivar de sorgo (Karamaka), com alto teor de tanino (2,7% pelo método de Vanilina), foi
tratada com dgua destilada, 0,05, 0,10 e 0,20% de NaOH por 8 horas submetido ou ndo a
ebulicio por 20 minutos, a fim de, diminuir a concentracio de tanino. Os autores
constataram elevada instabilidade de taninos, pois, até mesmo o tratamento com agua e
dgua em ebulicdo reduziram a concentracdo de taninos em 35 e 46%, respectivamente. A
diminui¢do de tanino mais efetiva foi com o tratamento 0,20% de NaOH por 8 horas e

fervura, a reducao representou 82% (ALI et al., 2009).

Taninos condensados foram hidrolisados com menor intensidade, somente oS
ensaios 2, 3 e 4 resultaram em diminui¢do significativa, representando 93,2, 86 € 95%. Os
resultados obtidos nos ensaios 1, 5 e 6 nao diferiram do sorgo que ndao passou por

tratamento (p<0,1).

A diminuicdo de TH e TC verificadas neste estudo sdao semelhantes aos dados
reportados por Brune er al., (1989); Towo et al., (2003). A diminui¢do dos compostos
fendlicos durante a fermentagdo também pode estar relacionada com a produgdo
microbiana de 4cidos organicos no meio como constatado por Chen et al., (2001). Towo et
al., (2006) estudaram o tratamento de grdos de sorgo através de fermentacdo natural e
aplicacdo das enzimas polifenoloxidase e fitase e verificaram reducdo de 62% para FT,

72% para TH e 81,3% para TC.

Kayodé et al., (2007b) verificaram o efeito do processamento de sorgo na
elaboragdo de uma bebida (Dibou) sobre fitatos, compostos fendlicos e solubilidade de
ferro e zinco in vitro. Foi constatado que a diminui¢do de fitatos ocorreu principalmente na
etapa de limpeza, ja os compostos fendlicos foram diminuidos entre 38 — 65% na etapa de
cozimento, contudo a diminui¢do de fendlicos resultou na diminuicdo drastica no ferro e

zinco.

TC no tratamento 1 ndo diferem (p<0,1) do sorgo cru, ja o tratamento 2 (durante 10
dias) € diferente estatisticamente e a diminuicdo foi de 93%. Possivelmente essa diminui¢ao

acentuada nos TC apdés 10 dias de fermentagdo seja devido ao metabolismo do
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Paecilomyces variotti, ap6s um periodo de adaptacdo ao meio (fase lag), além de uma
possivel melhora na interface enzima-substrato apds a agdo das enzimas enddgenas e
exdgenas. A acdo de enzimas sintetizadas pelo microrganismo pode resultar na diminui¢ao
de taninos. Alguns estudos relatam a degradacdo aerdbica de taninos condensados, dcidos
fendlicos e seus intermedidrios através de Penicillium spp. (PATEL et al, 1990),

Aspergillus spp. e Chaetomium cupreum (WILLIAM et al., 1986).

Microrganismos estao sendo estudados quanto a sua aplicagdo na biodegradacao de
taninos, possivelmente o fungo empregado, Paecilomyces variotti tenha agdo similar a
aqueles resportados por Rodriguez et al., (2008) que estudaram a acdo de tanase intra
celular de Lactobacillus plantarum em meio reacional contendo dcido tanico comercial,
incubados a 37°C durante 20 horas. A rota bioquimica da hidrélise do 4cido tanico com
tanase de Lactobacillus plantarum e, possivelmente, galato descarboxilase (OSAWA et al.,
2000), foi a seguinte: dcido tanico — é&cido gélico e glicose — 4cido gélico €

descarboxilado a pirogalol.

Kumar et al., (1999) selecionaram uma bactéria capaz de degradar 4cido tanico,
Citrobacter freundii, estudaram a produgdo da tanase em meio contendo 1% de 4cido tanico
a 30°C e verificaram o maior pico de atividade da enzima (1,87U/mL) apds 6 horas de
fermentagdo. A rota bioquimica da degradacdo do acido tanico pela Citrobacter freundii foi
a seguinte: 4cido tanico — glicose e dcido galico — pirogalol — 4cido 2-hidroxymuconico
— piruvato. Os autores relacionaram a biodegradacdo do &cido tanico por Citrobacter

freundii com as enzimas tanase, dcido galico descarboxilase e pirogalol 1,2-dioxigenase.

Microrganismos possuem capacidade maior de degradar taninos com estruturas
mais simples, de menor peso molecular como taninos hidrolisdveis, comparando com o0s
taninos condensados. Taninos s@o téxicos para a maioria dos microrganismos (BHAT et al.,
1998) em func¢do das suas habilidades em inibir enzimas, indisponibilizar substratos e agir

sobre a membrana microbiana (SCALBERT, 1991).
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A enzima tanase age especificamente nas ligacOes éster e depsidica, presentes
principalmente em taninos hidrolisdveis, originando compostos com estruturas mais
simples, como, acido gdlico, digélico, catequina e glicose, que podem ser metabolisados
por microrganismos com maior facilidade. Contudo, a tanase ndo age sobre TC, a menos
que estes estejam esterificados com 4cido galico ou digalico como epigalocatequina galato,
epigalocatequina, epicatequina galato (BATESTTIN ef al, 2007d). Sendo assim, a
diminui¢do dos compostos fendlicos verificada no tratamento 3, possivelmente estd
relacionada ao crescimento de microrganismos presentes naturalmente na farinha de sorgo
empregada, visto que o sorgo utilizado nao passou por processo de autoclavagem, somente

fervura durante 3 minutos.

O sorgo cru possui 125mg de Pi por 100g de sorgo, esta concentragao foi aumentada
significativamente em quase todos os ensaios (1,2,3,4 e 6), esse aumento no Pi representou
70, 113, 82, 108 e 19%, respectivamente. Sendo que os resultados para os ensaios 2 e 4
foram os maiores e estes sdo iguais estatisticamente (p<0,1). Provavelmente este aumento

no Pi é devida exclusivamente a a¢do da enzima fitase adicionada.

Diversos estudos demonstram a agdo de fitase exdgena na diminui¢do de fitato,
liberando penta, tetra, tri, di, monoinositol e fésforo inorganico (HURRELL et al., 2003;
MATUSCHEK et al., 2001; SANDBERG e SVANBERG, 1991; TURK e SANDBERG,
1992; TOWO et al., 2006).

Towo et al., (2006) constataram reducdo de fitato de 88% e consequente aumento
de 3,1% na biodisponibilidade de ferro apds tratamento de sorgo com fermentacdo natural

e enzimas polifenoloxidase e fitase.

A farinha de sorgo adicionada de Paecilomyces variotti (ensaio 5) resultou em uma
acentuada reducdo de fésforo inorgdnico no meio que representou 76%. Provavelmente o
fungo utilizou o Pi contido e liberado no meio para o seu crescimento. Alguns estudos
relatam a capacidade de bactéria laticas em hidrolisar fitato quando este € a tnica fonte de

fésforo no meio (SHIRAI et al., 1995; LOPEZ et al., 2000).
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Kayodé et al., (2007a) atribuiram a diminuicdo de fitato a fermentacdo com
bactérias ldticas e leveduras, as quais possivelmente sintetizaram fitase e assim
hidrolisaram fitato a Pi, o qual foi usado no crescimento destes microrganismos (ANDLID

et al., 2004; KEROVUO e TYNKKYNEN, 2000).

Dentre os tratamentos propostos A, B e C constata-se que os melhores resultados,
diminui¢ao de taninos e aumento de Pi deu-se no tratamento A (com 10 dias) e B tanto com
acdo da enzima durante 5 dias como com a acdo da enzima e Paecilomyces variotti durate
10 dias. Comparando o tratamento B com o C pode-se dizer que a ordem do tratamento (P.
variotti X enzimas) exerce influéncia nos parametros avaliados, especialmente o P. variotti

na concentragao final de Pi.

Apés os tratamentos iniciais feitos na farinha de sorgo objetivou-se selecionar
aquele que resultou na maior diminui¢do compostos fendlicos (FT, TH e TC) e aumento de
Pi, a fim de otimizar este processo e usar o sorgo tratado em um estudo in vivo para
verificar a real efetividade do tratamento enzimético. Analisando os tratamentos aplicados
(Tabela 8) em relacdo aos compostos fendlicos e Pi, constata-se que os melhores resultados
foram obtidos nos ensaios 2, 3 e 4, pois, estes resultaram na melhor combinagdo quanto a

reducdo de taninos e aumento de Pi.

Porém, vale salientar que o Paecilomyces variotti utiliza o fésforo do meio para o
seu crescimento, além disto este fungo foi selecionado recentemente e ainda ndo foi
submetido a andlise de toxicidade aguda in vivo e ndo é considerado GRAS (Generally
Recognized as Safe). Segundo Graminha et al., (2008) a produ¢ao de micotoxinas pode ser
um fator limitante quando for empregado microrganismo que ndo é considerado GRAS.
Portanto, o tratamento selecionado para dar continuidade ao estudo foi aquele com as

enzimas tanase e fitase, tratamento 3.
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5.5 Cinética do tratamento de sorgo com tanase e fitase sobre taninos hidrolisaveis e

fosforo inorganico

A cinética da acdo das enzimas tanase e fitase na farinha de sorgo foi estudada a fim
de estabelecer o tempo da reagdo que melhor satisfagca o objetivo de diminuir taninos e
aumentar o fésforo no meio. A reagdo foi feita em tubos de ensaio com dimensdes de 175 x
18mm, adicionou-se 1g de farinha de sorgo (< 20 mesh), 2mL de 4gua, tanase e fitase, 630
e 660U/Kg de farinha de sorgo, respectivamente. Apds 0,5, 1, 2, 6 e 24 horas foram feitas
as determinacdes de taninos hidrolisaveis e fésforo inorganico, na Figura 21 pode-se

visualizar o comportamento destes compostos com o tempo.

Cinética do tratamento enzimatico de graos de sorgo

Concentracio (mg/g)
O— N WAL 00

Tempo (horas)

—— Tanino hidrolisivel —&— Fésforo inorganico

Figura 21. Cinética do tratamento com tanase e fitase sobre taninos hidrolisaveis e fésforo
em Sorgo vassoura.

Pela Figura 21 observa-se que os taninos hidrolisaveis contidos no sorgo cru foram
praticamente eliminados no ensaio controle (no qual a farinha de sorgo passou pelo mesmo

tratamento dos demais, sem adi¢do das enzimas) e que nos ensaios feitos com a adicao das
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enzimas a concentracdo de taninos sofreu pouca alteracdo, o que indica que o
processamento (maceracdo e fervura) tem grande efeito sobre taninos hidrolisaveis, ja a
tanase adicionada teve pouco, ou nenhum efeito sobre estes compostos. Segundo Mahmood
et al., (2006) a diminuicdo de taninos pode estar relacionada com a interagdo destes com
dgua adicionada, devido a modifica¢des na molécula deste composto de forma que este ndao
seja quantificado pelo método empregado. Kayodé er al, (2007b) afirmam que a
diminui¢do de compostos fendlicos sob aquecimento pode ser em funcdo de reacdes dos
grupos hidroxila, formacdo de complexos com os nutrientes como, proteinas e minerais, ou
ainda a polimerizacdo desse componentes diminuindo os fendlicos que podem ser

quantificados.

Rodriguez et al., (2007) verificaram a autodegradagao de taninos e concluiram que
estes sdo altamente reativos e instaveis sobre diversas condi¢cdes de incubacdo. Barbiker
(1991) demonstrou que o tratamento de sorgo com NaOH 0,05 M, durante 24 horas a 30°C

reduziu tanino em 84%.

Quanto ao fésforo inorganico percebe-se que este ¢ aumentado lentamente até 2
horas de reacdo e apds esse tempo seu aumento € acentuado e sua maior concentracdo €

obtida no tempo méximo estudado de 24 horas.

O aumento na liberacdo de fésforo apds 2 horas de reagdo provavelmente estd
relacionado com a hidratacdo do meio, o que possivelmente torne este mais propicio para a
acdo da fitase. Além da fitase adicionada pode haver ativacdo de enzimas enddgenas do
sorgo, uma vez que este cereal ndo passou por tratamento de inativacdo enzimadtica. Sendo
assim, as reacoes serdo conduzidas durante 24 horas e posteriormente paralisadas em banho

em ebuli¢do durante 10 minutos.
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5.6 Otimizacao do tratamento enzimatico do sorgo

A otimizacdo do tratamento de sorgo com enzimas foi estudado por meio de um

planejamento fracionado que permitiu verificar as varidveis significativas do processo e

posterior estudo com planejamento completo, descritos a seguir.

5.6.1 Delineamento fatorial fracionado

Por meio de um delineamento fatorial fracionado (24'1) verificou-se o efeito das

varidveis temperatura, concentragdo de fitase, concentracdo de tanase e porcentagem de

sorgo (volume final de 6 mL) nas respostas taninos hidrolisdveis, taninos condensados e

fosforo inorganico, na Tabela 9 pode-se observar os resultados. A composicao de fendlicos

no sorgo sem tratamento € no ensaio controle (ensaio feito sem a adi¢do das enzimas)

constam na tabela para facilitar a comparac@o dos ensaios e o entendimento do processo.

Tabela 9. Planejamento fracionado (24'1) no tratamento de sorgo através de tanase e fitase

Ensaios Temperatura Fitase Tanase % sorgo TH* TC* Pi*
Sorgo

cru 90,01 6730,43 226,86
Controle 8,83 129,30 320,75
1 -1 (37) -1(110) -1(10) -1(15) 8,43 136,23 833,33
2 1 (43) -1 (110) -1(10) 1(50) 8,23 270,00 558,11
3 -1 (37) 1(660) -1(10) 1(50) 12,34 221,66 565,27
4 1(43) 1(660) -1(10) -1(15) 5,17 124,39 904,75
5 -1 (37) -1 (110) 1(50) 1(50) 14,17 293,44 519,75
6 1 (43) -1 (110)  1(50) -1(15) 5,43 109,20 912,50
7 -1 (37) 1(660) 1(50) -1(15) 9,41 167,49 851,17
8 1 (43) 1(660) 1(50) 1(50) 9,80 291,44 560,07
9 0 (40) 0385 0@30) 0(32,5) 4,50 167,86 818,49
10 0 (40) 0385 0@30) 0(32,5) 4,71 144,68 778,35
11 0 (40) 0385 030 0(32,5) 4,07 111,26 787,71

TH: taninos hidrolisdveis; TC: taninos condensados; Pi: fésforo inorganico.

* Resultados expressos em mg/100g de sorgo.
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Através do software Statistica 8.0 foi avaliado o efeito que estas varidveis
exerceram sobre as respostas taninos hidrolisdveis, taninos condensados e fdsforo
inorganico. Nas Tabelas 10, 11 e 12 estdao demonstrados os efeitos e através do p-valor
pode-se identificar as varidveis significativas para o processo, empregou-se confianca de

90%.

Tabela 10. Efeitos das varidveis temperatura, concentracdo de fitase, concentracdo de
tanase e porcentagem de sorgo na resposta taninos hidrolisdveis

Efeito Erro padrao T(6) p-valor
Média 7,84 0,10 79,72 0,00
Temperatura -3,93 0,23 -17,04 0,00
Fitase 0,12 0,23 0,50 0,67
Tanase 1,16 0,23 5,03 0,04
%0 SOrgo 4,03 0,23 17,45 0,00

R* =57 %

Tabela 11. Efeitos das varidveis temperatura, concentracdo de fitase, concentracdo de
tanase e porcentagem de sorgo na resposta taninos condensados

Efeito Erro padrao T(6) p-valor
Média 185,24 8,58 21,59 0,00
Temperatura -5,95 20,12 -0,30 0,80
Fitase -0,97 20,12 -0,05 0,97
Tanase 27,32 20,12 1,36 0,31
% sorgo 134,81 20,12 6,70 0,02

R°=75%

Tabela 12. Efeitos das varidveis temperatura, concentragdo de fitase, concentracdo de
tanase e porcentagem de sorgo no fosforo inorginico

Efeito Erro padrao T(6) p-valor
Média 735,41 6,33 116,14 0,00
Temperatura 41,48 14,85 2,79 0,11
Fitase 14,39 14,85 0,97 0,43
Tanase -4,49 14,85 -0,30 0,79
% sorgo -324,64 14,85 -21,86 0,00

R°=92 %
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Analisando as Tabelas 10, 11 e 12 pode-se constatar, que a varidvel concentragdo de
sorgo foi significativa para as trés respostas em estudo, taninos hidrolisaveis, taninos
condensados e fésforo inorganico. Quando a concentrac@o de sorgo passou do nivel inferior
(15%) para o superior (50%) o efeito sobre as respostas foi negativo, ou seja, a diminuicao
de taninos foi menos efetiva e o incremento de fésforo no meio foi menor. Sendo assim,

para os proximos estudos a varidvel porcentagem de sorgo no meio foi fixada em 15%.

O ensaio controle mostra que o efeito fisico, maceracao e fervura exercem efeito
muito importante na diminui¢do de taninos hidrolisdveis e condensados, obtendo-se valores

similares aqueles constatados pela adi¢do das enzimas.

Através da variacdo explicada pelo modelo (R?) percebe-se que para taninos
hidrolisaveis este coeficiente ficou abaixo do considerado aceitavel, de forma a considerar

0 processo sob controle. Portanto ndo se pode obter conclusdes baseada nestes dados.

A varidvel temperatura nio teve efeito significativo (p<0,1) sobre o processo,
contudo quando esta passou de 37 para 43°C a diminuicdo de taninos foi acentuada e o
aumento de fésforo no meio foi favorecido. As varidveis temperatura e concentracao das
enzimas foram estudadas em um planejamento completo, empregando faixas de

concentragdo maiores.

5.6.2 Delineamento compostos central rotacional

Ap6s o delineamento fatorial fracionado a concentracdo de sorgo no meio foi fixada
em 15% e as varidveis temperatura, concentragao de fitase e concentracdo de tanase foram
estudadas através de um planejamento compostos central rotacional (DCCR). As respostas
avaliadas foram taninos hidrolisdveis, taninos condensados e fdsforo inorganico, os

resultados estdo demonstrados na Tabela 13. A composi¢do de fendlicos no sorgo sem
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tratamento e no ensaio controle (ensaio feito sem a adi¢do das enzimas) constam na Tabela

para facilitar a comparagdo dos ensaios e o entendimento do processo.

Tabela 13. Determinag¢do de taninos hidrolisdveis, taninos condensados e fdsforo

inorganico ap6s tratamento dos grios de sorgo através de DCCR 2°

Experimentos  Temperatura Fitase Tanase TH TC Pi
Sorgo cru 90,01 673043 226,86
Controle 8,83 129,30 320,75

1 -1 (34) -1 (280) 1(280) 7,09 9323 86828
2 1 (46) -1 (280) 1(280) 867 17897 85681
3 -1 (34) 1 (820) -1 (280) 6,58 95,02 974,52
4 1 (46) 1 (820) -1 (280) 8,76 147,83 950,94
5 -1 (34) -1 (280) 1 (820) 8,33 109,73 954,05
6 1 (46) -1 (280) 1 (820) 8,87 179,52  1077,39
7 -1 (34) 1 (820) 1 (820) 7,56 113,27 972,48
8 1 (46) 1 (820) 1 (820) 8,58 162,40 1179,68
9 -1,68 (30) 0 (550) 0 (550) 11,21 198,88 856,70
10 1,68 (50) 0 (550) 0 (550) 10,39 164,78 884,35
11 0 (40) -1,68 (100) 0 (550) 9,76 177,71 950,85
12 0 (40) 1,68 (1000) 0 (550) 16,45 675,17 896,56
13 0 (40) 0 (550) -1,68 (100) 14,31 477,12 903,79
14 0 (40) 0 (550) 1,68 (1000) 7,24 159,62 851,94
15 0 (40) 0 (550) 0 (550) 8,72 143,60 1084,67
16 0 (40) 0 (550) 0 (550) 9,09 147,31  1049,82
17 0 (40) 0 (550) 0 (550) 8,76 107,71 817,21
18 0 (40) 0 (550) 0 (550) 8,08 200,00 900,00

TH: taninos hidrolisaveis; TC: taninos condensados; Pi: fésforo inorganico.
* Resultados expressos em mg/100g de sorgo.

Nas Tabelas 14, 15 e 16 pode-se observar os efeitos que os parametros exerceram

nas respostas taninos hidrolisaveis, taninos condensados e fosforo inorganico.
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Tabela 14. Efeitos das varidveis temperatura, concentragao de fitase e tanase nos taninos
hidrolisaveis (p< 0,1)

Efeito Erro puro  t(3) p-valor
Média 8,84 0,21 42,09 0,00
Temperatura (L) 0,56 0,23 2,45 0,09
Temperatura (Q) -0,08 0,24 -0,33 0,76
Tanase (L) 142 0,23 6,22 0,01
Tanase (Q) 1,55 0,24 6,55 0,01
Fitase (L) -1,43 0,23 -6,27 0,01
Fitase (Q) -0,09 0,24 -0,40 0,72
Interagcdo temperatura (L) e tanase (L) 0,29 0,30 0,99 0,40
Interacdo temperatura (L) e fitase (L) -0,53 0,30 -1,77 0,18
Interacdo tanase (L) e fitase (L) -0,13 0,30 -0,45 0,68

R°=23%

Tabela 15. Efeitos das varidveis temperatura, concentragao de fitase e tanase nos taninos
condensados (p< 0,1)

Efeito Erro puro T(3) p-valor
Média 158,54 18,98 8,35 0,00
Temperatura (L) 29,31 20,57 1,42 0,25
Temperatura (Q) -56,73 21,38 -2,65 0,08
Tanase (L) 116,23 20,57 5,65 0,01
Tanse (Q) 116,23 21,38 5,44 0,01
Fitase (L) -70,89 20,57 -3,45 0,04
Fitase (Q) 39,82 21,38 1,86 0,16
Interacdo temperatura (L) e tanase (L) -13,40 26,88 -0,50 0,65
Interacdo temperatura (L) e fitase (L) -4.91 26,88 -0,18 0,87
Interacdo tanase (L) e fitase (L) 3,94 26,88 0,15 0,89

R =37%
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Tabela 16. Efeitos das varidveis temperatura, concentracdo de fitase e tanase no fosforo
inorganico (p< 0,1)

Efeito Erro puro t(3) p-valor

Média 1028,92 20,64 49,84 0,00

Temperatura (L) 50,08 22,38 2,24 0,11
Temperatura (Q) -73,22 23,25 -3,15 0,05

Tanase (L) 33,65 22,38 1,50 0,23

Tanse (Q) -35,62 23,25 -1,53 0,22

Fitase (L) 65,29 22,38 2,92 0,06

Fitase (Q) -68,03 23,25 -2,93 0,06

Interacdo temperatura (L) e tanase (L) 17,93 29,24 0,61 0,58
Interacao temperatura (L) e fitase (L) 91,40 29,24 3,13 0,05
Interacdo tanase (L) e fitase (L) -19.91 29,24 -0,68 0,54

R* =50 %

Para os trés parametros avaliados, TH, TC e Pi o coeficiente de correlagao ou
variacdo explicada pelo modelo (R?) foi de 23, 37 e 50%, valores abaixo do aceitdvel (em
torno de 75%), para afirmar com seguranca que as varidveis em estudo realmente
exerceram este efeito sobe os parametros estudados. Como o R’ foi abaixo do aceitdvel o
coeficientes de regressdo e andlise de variancia ndao puderam ser obtidos. Provavelmente
outros parametros que nao estdo sendo controlados estdo influenciando a concentracdo de
taninos e fésforo no meio, como demonstra os dados obtidos para o ensaio controle, no qual
o tratamento fisico (maceracdo e fervura) tiveram o mesmo efeito que a adicao de tanase,
na concentra¢do de taninos. Estudos anteriores relataram a diminui¢do de taninos por meio
da hidratacio (MAHMOOD et al., 2006), fervura (RAKIC et al., 2007; XU e CHANG,
2008), malteacaio (MAHGOUB e ELHAG, 1998) e o processo de secagem (FRONTELA
et al., 2008).

Quando compara-se a composicdo de taninos e Pi no sorgo apds tratamento € no
sorgo cru percebe-se que, o tratamento foi efetivo na reduc¢do dos taninos hidrolisdveis e
condensados, sendo que esta reducdo variou de 82 — 92 e 90 - 98%, respectivamente. O
fosforo inorgéanico teve aumento bem significativo em todos os ensaios do planejamento,

este aumento foi de 260 a 420%. Contudo, as diferentes concentragdes das enzimas tanase
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e fitase, ndo tiveram efeito na diminui¢do de taninos hidrolisdveis e taninos condensados e
no aumento do fésforo inorgénico, isso significa que, tanto na menor como na maior

concentracdo das enzimas estudadas as respostas foram similares.

Baseando-se nos dados obtidos o tratamento da ragdo para o ensaio in vivo serd
feito empregando-se a menor concentracdo das enzimas estudada (100U/Kg de farinha de

SOrgo).

5.7 Ensaio biolégico

5.7.1 Dietas

Na Tabela 17 encontra-se a composicdo centesimal das matérias primas caseina,
sorgo e sorgo tratado e das dietas elaboradas com as respectivas fontes energéticas. As
dietas foram elaboradas conforme o American Intitute of Nutrition (AIN 93(G)) (REEVES
et al., 1993), na Tabela 18 estdo demonstradas as dietas formuladas. Nas dietas sorgo cru
(SC) e sorgo tratado (ST) a fonte protéica foi a farinha de sorgo, estas dietas ndo foram

adicionadas de mix mineral, pois, a absor¢ao de minerais da dieta foi avaliada.

Na Tabela 19 encontram-se os resultados da ingestdo total, digestibilidade aparente

de proteina e fosforo e a excrecdo didria de fésforo pelos animais.
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Tabela 17. Composi¢ao centesimal das matérias primas e das ragdes formuladas.

Alimento Proteina (%) Lipideos (%) Cinzas (%) Umidade (%)
Matéria prima

Caseina 84,24 + 14 2,83 +£0,19 1,98 £ 1,66 10,41 £ 0,01
Sorgo 12,33 +£0,92 3,77 £0,36 1,54 £ 0,02 9,6 + 0,09
Sorgo tratado 12,29 £ 0,79 5,01 £2,29 1,33 £0,28 0,65 £ 0,39

Dietas

CA 12,58 + 0,06 7,51 £0,52 2,49 £0,05 7,9 £ 0,09

SC 11,44 £ 0,41 6,88 + 0,64 1,62 £ 0,08 10,12 £ 0,35

ST 12,49 + 0,20 6,48 £ 0,58 1,57 £ 1,42 7,03 £0,16

*As determinagdes foram feitas em triplicata e estdo seguidas do respectivo desvio padrao.
CA - dieta caseina; SC — dieta sorgo cru; ST — dieta sorgo tratado.

Tabela 18. Composi¢ao das dietas para o ensaio biologico

Ingredientes (g/Kg) Racdo caseina Racdo sorgo Racdo sorgo tratado
Sorgo - 951,3 -
Sorgo tratado - - 963.4
Caseina 120 - -
Amido 477 - -
Dextrose 132 - -
Sacarose 100 - -
Lipideos 70 33,2 21,1
Fibra 50 - -
Mix mineral 35 - -
Mix vitaminico 10 10 10
L-cistina 3 3 3
Bitartarato de colina 2.5 2.5 2.5
Tercbutilhidroquinona 0,014 0,014 0,014

- este ingrediente nao fez parte da dieta.

* mix mineral (g/Kg): carbonato de cdlcio (357), fosfato de potdssio monobdsico (196), citrato de
potéssio (70,78), cloreto de sédio (74), sulfato de potassio (46,6), 6xido de magnésio (24), citrato
férrico (6,06), carbonato de zinco (1,65), carbonato de magnésio (0,63), carbonato ciprico (0,30),
iodeto de potdssio (0,01), selenato de potdssio (0,01), molibdato de amonio (0,0079), meta silicato
de sédio (1,45), sulfato de cromo e potassio (0,275), Cloreto de litio (0,017), 4cido bérico (0,08),
fluoreto de sddio (0,06), carbonato de niquel (0,03), vanadio de amdnio (0,0066) e sacarose (221).
** mix vitaminico (g/Kg): 4cido nicotinico (3), 4cido pantoténico (1,6), piridoxina (0,7), tiamina
(0,6), riboflavina (0,6), acido foélico (0,2), biotina (0,02), cianocobalamina — 0,1% em manitol (2,5),
vitamina E — 500 U/g (15), vitamina A — 500000 U/g (0,8), vitamina D; — 400000 U/g (0,25),
vitamina K (0,075) e sacarose (974,655).
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Tabela 19. Ingestao total, digestibilidade aparente da proteina e fésforo, excreta didria de
fosforo pelos animais

Grupos Ingestao total DA proteina (%) DA fésforo  Excreta diaria
(%) de P (mg)
CA 358,76 + 13,35 ° 94,26 + 1,23° 83,06 +4,52* 17,83 +527°
SC 180,91 +21,99° 36,40 + 10,42°  -65,11 +16,27° 28,92 + 6,93
ST 182,29 + 15,67 ° 42,49 +15,66° 77,90 £ 10,55 8,12 +3,08°

Resultados obtidos da média dos 10 animais seguido pelo desvio padrdo. Resultados na mesma
coluna seguidos de letras distintas indicam diferenca estatistica (p<0,1) pelo teste Tukey.
DA: digestibilidade aparente; P: fosforo.

Os animais alimentados com as dietas compostas por sorgo cru (SC) e sorgo tratado
(ST) enzimaticamente tiveram uma ingestdo pequena, 181 e 182g, respectivamente,
comparando com a dieta a base de caseina (CA) 359g. A pequena ingesta dos animais dos
grupos SC e ST ndo forneceu energia suficiente para que houvesse crescimento destes
animais, somente a manutencao do seu peso. Baixa ingestdo de dietas baseadas em legumes
estdo associadas a presenca de compostos como a-galactosideos e taninos que nao possuem
boa palatabilidade, deficiéncia de aminodcidos essenciais, minerais e vitaminas, causando
desequilibrios nutricionais (PORRES et al., 2002). Outra hipétese é a falta de minerais,
pois, as dietas ndo foram adicionadas de mix mineral. Os minerais sd0 muito importantes
no funcionamento do nosso organismo como, na bomba de sédio e potdssio, transporte de

oxigénio, catabolismo dos nutrientes (CHAMPE et al., 2006).

Silva et al., (2007) verificaram o efeito da adi¢do de fitase (Natuphos — BASF) em
diferentes concentracdes 0, 400, 800, 1200 FTU/kg, em dieta a base de milho, farelo de soja e
farelo de arroz desengordurado (FAD), e suplementadas com vitaminas e minerais para suinos
em fase de crescimento. Os autores contataram que a adi¢ao de fitase a ragdo ndo teve efeito
significativo no aumento de peso e no aumento da ingesta. O mesmo ocorreu para a

determinagd@o de cinzas no osso metacarpo destes animais.

A digestibilidade aparente de proteina bruta nos animais que receberam dieta ST foi
maior do que a observada para o grupo alimentado com sorgo cru, porém, nao ha diferenca

estatistica (p<0,1). Estudos in vivo e in vitro realizados com animais de laboratério
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empregando racdes formuladas com sorgo constataram que as proteinas do sorgo possuem,
geralmente, menor digestibilidade aquelas de outros cereais (DENDY, 1995). Urbano et al
(2007b) verificaram aumento na ingestdo didria, no ganho de peso e no quoeficiente de

eficiéncia protéica (PER) ap6s tratamento de ervilhas com a enzima tanase.

Dietas elaboradas com sorgo de alto e baixo tanino, 1,3 e 3,5%, respectivamente
foram analisadas in vivo com ratos. Foi constatado que os animais que receberam dieta com
alto teor de tanino resultaram em menor ganho de peso, menor conversdo alimentar e
diminui¢do na digestibilidade aparente de proteina e menor absor¢do de cdlcio. A relagdao
entre o peso do figado e peso dos ratos alimentados com dieta contendo alto teor de tanino
foi superior aqueles que consumiram dieta com baixo teor de tanino, o que indica que estes
compostos podem ser toxicos, os autores sugerem que exista um limite, acima do qual

taninos tornam-se toxicos (EL-MAMARY et al., 2001).

Mahmood et al., (2008) estudaram o efeito do tratamento quimico com dgua, com
dcido acético e carbonato de s6dio em sementes de Shorea robusta nos taninos e inibidor de
tripsina na dieta de frangos. Taninos foram reduzidos em 68, 83 € 51% apds o tratamento
com agua destilada (pH 5,3), 4cido acético (0,67M) e carbonato de sddio (0,67M),
respectivamente, por 12 horas 37°C. Inibidor de tripsina teve reducao média de 80 - 84%. O
ensaio bioldgico com frangos mostrou que o tratamento das sementes com dgua e carbonato
de sddio resultaram em maior atividade de enzimas digestivas, maior ingestdo € uma

melhora na conversdo alimentar.

A digestibilidade aparente de fésforo para o grupo ST foi de 77% e ndo difere
estatisticamente (p<0,1) do grupo CA (83%), que teve a dieta enriquecida com fosfato de
potdssio monobdsico (0,68%) conforme AIN-93(G) (REEVES et al., 1993). Pode-se dizer
que a farinha de sorgo tratada previamente com tanase e fitase resultou em uma absorcao de
foésforo similar a uma dieta enriquecida com fosfato mineral. Guggenbuhl et al., (2007)
obtiveram digestibilidade aparente média de fésforo de 46% em dietas para suinos

enriquecidas com fitase.
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Esta diferenca na digestibilidade aparente de fésforo entre os experimentos pode
estar relacionada com a forma de aplicagdo das enzimas, em nosso estudo o sorgo passou
por um tratamento prévio a elaboracdo da dieta. No estudo de Guggenbuhl et al., (2007),
como na grande maioria dos outros, a fitase foi adicionada a ragdo somente no momento em
que esta foi disponibilizada para os animais, portanto, agiu somente quando chegou no trato
gastrointestinal, o que pode dificultar seu desempenho devido as condi¢des adversas como,
pH baixo, baixa concentracdo de dgua, ndo estar nas condi¢des Otima de temperatura,
contato com outras enzimas como, proteases. Sendo assim, sugere-se o tratamento do
alimento previamente a sua ingestdo, uma boa alternativa pode ser o tratamento da dieta nas
proprias industrias que elaboram alimentos para animais, antes mesmo deste chegar ao

produtor rural.

Moreira et al., (2003) verificaram o efeito da adi¢do de fitase em racdo para suinos
na digestibilidade e excrecdo de fésforo, os autores constataram que a adi¢do de fitase a
dieta pode substituir o fésforo adicionado, pois ndo encontraram diferenca significativa
(p<0,5) comparando a dieta controle (adicionada de fosfato bicdlcico) com a dieta sem

fosforo adicionada de fitase.

O sorgo cru apresentou uma digestibilidade aparente de fosforo negativa (-65%),
isso quer dizer que o animal excretou uma quantidade maior de fésforo do que aquela
ingerida. Provavelmente este aumento na excrecdo de fdsforo esteja relacionado com a
hidrdlise do fitato, liberando fésforo no meio, e em funcdo de baixa absorcdo este foi
excretado, indicando digestibilidade negativa. Segundo Taylor (1974), a passagem do
fésforo pela parede intestinal € dependente da presenca de sédio, como as dietas SC e ST
nao foram adicionadas de mix mineral, é provdvel que a falta destes minerais tenha

interferido na absorcao de fésforo.

Gongalves et al., (2005) constataram digestibilidade negativa para o mineral zinco
em dietas controle (sem adi¢do de fitase) para peixes, elaboradas com sorgo, farelo de
arroz, farelo de soja extrusado e gliten de milho de -390, -106, -21 e -98%,

respectivamente. Os autores sugerem que parte deste mineral é mobilizada das reservas
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organicas e/ou dgua. Miranda (2000) verificou valores negativos para a digestibilidade de
fosforo quando utilizou rag@o purificada para peixes. Urbano et al.,, (2007a) estudaram a
digestibilidade aparente de ferro em ervilha crua, germinada e germinada e adicionada de
fitase, ficou constatado digestibilidade aparente de ferro de 2,9, 7,6 e 37,7%. Os autores
sugerem que esta baixa absorcdo de ferro seja devido a presenca de inibidores como, fitato,
tanino, oxaloacetato ou compostos capazes de se ligarem a minerais, ou ainda devido a

perdas enddgenas de ferro do trato gastrointestinal causadas pela dieta a base de lentilha.

Comparando a excreta didria de P entre os grupos percebe-se que os resultados
diferem estatisticamente (p<0,1) e que a excre¢do de P decresceu na seguinte ordem SC >
CA > ST. Este dado confirma o efeito positivo das enzimas na diminui¢do da excreta de

foésforo.

Esse resultado € importante do ponto de vista ambiental, uma vez que, comprovada
a efetividade das enzimas em hidrolisar fitato liberando P e a sua digestibilidade, pode-se
diminuir ou até mesmo suprimir a adi¢do de fésforo oriundo de minérios nas dietas

animais.

Porres et al., (2008) observaram maior excrecao de P apds aplicar fitase a uma dieta
a base de tremoco para ratos. A excrecao didria de P para o grupo controle (dieta a base de
casefna), tremogo cru e tremog¢o adicionado de fitase foi de 11, 10,6 e 14,4 (mg/dia),

respectivamente.

Na Tabela 20 estdo descritos os resultados para as determinacdes bioquimicas,
glicose, colesterol, triacilglicerol, aspartato-aminotransferase = (AST), alanina-
aminotransferase (ALT) e uréia. A Tabela 21 demonstra os resultados obtidos para os

minerais calcio, fésforo e ferro no soro e cinzas no fémur.
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Tabela 20 Determinacdes bioquimicas no plasma dos animais em estudo

Grupos Glicose* Colesterol* Triacilglicerol*® AST (U/L) ALT (U/L) Uréia*
CA 41,92 + 11,42° 34,65 + 6,49° 100,36 + 14,21* 61,11 £12,12° 41,54 +14,48°  35,5+5,67°
SC 18,68 £5,57° 101,13 +15,93" 45,46 + 3,35 134,62 £ 10,00° 67,75+ 14,05* 31,5 + 4,66"
ST 2423 + 6,52° 67,63 +2,10° 47,80 + 14,72° 79,94 +7,95° 53,22 £12,70® 31,6 +7,95"

Resultados obtidos da média dos 10 animais seguido pelo desvio padrio. Resultados na mesma coluna seguidos de letras distintas indicam
diferenca estatistica (p<0,1) pelo teste Tukey.
* Resultados expressos em mg/dL. AST

Tabela 21. Concentra¢do de minerais cdlcio, fésforo e ferro no plasma e cinzas no fémur dos animais em estudo

Grupos Calcio* Fosforo* Ferro** Cinzas fémur (%)
CA 6,57 +0,87* 7,7 +0,83" 31,61 £9,24° 51,38 + 1,34°
SC 6,18 +1,14* 7,74 +0,93* 67,75 + 10,09* 30,76 +2,15°
ST 5,78 £0,76™ 7,19 + 0,79° 53,22 +12,56% 30,07 + 1,97°

Resultados obtidos da média dos 10 animais seguido pelo desvio padrao. Resultados na mesma coluna seguidos de letras
distintas indicam diferenca estatistica (p<0,1) pelo teste Tukey.

* Resultados expressos em mg/dL.

** Resultados expressos em pg/dL.
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N

Quanto a glicose, constatou-se que o grupo alimentado com o sorgo tratado
enzimaticamente apresentou uma concentra¢ao plasmaética significativamente (p<0,1) maior
do que os animais alimentados com sorgo cru e menor que os animais alimentados com
dieta caseina. Possivelmente esta maior concentracao de glicose plasmatica esta relacionada
com uma maior digestibilidade do nutrientes de uma forma em geral. Conforme Dendy

(1995), a digestibilidade do amido é diminuida em sorgo que contém tanino.

O colesterol € significativamente maior (p<0,1) para o grupo SC comparando com o
grupo ST. As dietas a base de sorgo apresentam valores significativamente maiores do que
a dieta padrao, a base de caseina. Este aumento plasmatico de colesterol pode ser devido a
alteracdes metabolica na sintese de colesterol no organismo (CHAMPE, 2006),
provavelmente este aumento estd relacionado com a baixa qualidade da dieta a base de
sorgo. Porém, por meio das avaliagOes feitas neste estudo nido € possivel afirmar qual a

causa deste aumento no colesterol.

Os triacilgliceréis (TAG) ndo diferiram estatisticamente (p<0,1) entre os grupos SC
e ST, contudo hd uma diminuicdo de 100% destes comparados com o grupo que recebeu

dieta a base de caseina.

Em relagdo as enzimas hepdticas AST e ALT percebe-se que o grupo SC apresenta
uma quantidade estatisticamente (p<0,1) maior destas enzimas em relacdo ao grupo ST, o
que provavelmente estd relacionado com algum distirbio hepatico causado por compostos

antinutricionais contido no sorgo.

Aletor e Fetuga (1984, 1989) afirmaram que o aumento da atividades das enzimas
AST e ALT esta relacionado com o aumento do catabolismo de aminoécidos. Aning et al.,
(1998) relataram o aumento progressivo da enzima ALT em dieta elaborada com
concentracdes progressivas de um subproduto de sorgo malteado para ratos, segundo os
autores este aumento na ALT provavelmente estd relacionado com o aumento na

quantidade de cianeto na dieta.
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Adebiyi et al.,, (2008) elaboraram dietas a base de sorgo tratado com amilase de
Rizophus sp., sorgo sem tratamento e dieta comercial e alimentaram ratos durante 30 dias.
Os autores constataram que o sorgo tratado enzimaticamente resultou em maior ganho de
peso dos animais, e melhora nas respostas hematoldgicas. Contudo, os animais que
receberam as dietas contendo sorgo e sorgo tratado com amilase demonstraram alteragdes

no rim e figado.

Os niveis plasméticos de uréia foram bem similares, ndo ha diferenca estatistica
(p<0,1) para os trés grupos avaliados, CA, S e ST, o que demonstra haver um metabolismo

similar de proteinas.

A Tabela 21 indica que tanto o sorgo que passou por tratamento enzimatico, quanto
o cru possuem niveis plasmaticos similares de cdlcio, fésforo e ferro, 0 mesmo ocorre para
o teor de cinzas no fémur. Este resultado estd de acordo com estudo feito por Almeida et
al., (2007) no qual a adi¢ao de fitase (500U/Kg) na dieta de suinos nao teve efeito
significativo na concentragio de ferro sérico, comparando os grupos que tiveram adicdo de

fitase a dieta com o grupo controle (adi¢do de mix mineral e vitaminico).

Em relacdo ao fésforo plasmético ndo foi verificada diferenga estatistica (p<0,1)
entre os 3 grupos experimentais. Em estudo feito adicionando diferentes niveis de fitase
(253, 759, 1265 e 1748 UF/kg de racdo) em dieta para suinos na fase de terminacdo, a
concentracdo de P no plasma ndo foi afetada significativamente (p<0,05) (MOREIRA et
al., 2003).

O ferro plasmatico encontra-se em maior quantidade para o grupo alimentado com
sorgo cru. Corroborando com os resultados obtidos neste trabalho, Porres et al., (2008)
verificaram reduc¢do na absorcdo de minerais (Mn, Fe, K e Zn) e aumento na excreta de
fosforo em ratos alimentados com tremoco adicionado de fitase (NATUPHOS - 750 U/Kg
de dieta) comparado com dieta a base de tremoco cru. Os autores justificam essa

diminui¢ao de minerais devido ao incremento de fosfato apds a agao da fitase sobre o dcido
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fitico, devido a habilidade que o fosfato possui de ligar-se a cétion divalentes formando

complexos insoliveis e a presenca de fibras.

Radhakrishnan e Sivaprasad (1980) conduziram um experimento in vivo, com 0
objetivo de verificar a influéncia que o tanino e o fitato exercem na absorcao de ferro. O
estudo foi feito com 12 mulheres normais sadias e 13 anémicas, estas formaram 3 grupos:
1) pessoas normais consumindo dieta com baixo e alto teor de tanino; 2) pessoas anémicas
consumindo dieta com baixo e alto teor de tanino e 3) pessoas anémicas consumindo dieta
com alto e baixo teor de tanino e com concentracdes iguais de fitato. Dieta com baixo e alto
teor de tanino, 20 e 136 mg/ 100g, respectivamente. Os resultados encontrados demonstram
que a quantidade de tanino na dieta s6 teve agdo expressiva no grupo 2, experimento
conduzido com pessoas anémicas, sendo que na dieta com baixo tanino a absor¢ao de ferro
foi de 11,49% e com alto tanino foi de 6,29%. Contudo, quando o mesmo experimento foi
feito com o ajuste no teor de fitato nas dietas a absorcdo de ferro foi quase a mesma, 3,95%

para dieta com baixo tanino e 3,10% dieta com alto teor de tanino.

A baixa qualidade nutricional de farinha de sorgo esta associada com a deficiéncia
de alguns aminodcidos essenciais como, metionina, isoleucina e leucina (NEUCERE,
SUMRELL, 1980), baixa biodisponibilidade do amido (DENDY, 1995) e presenca de

fatores antinutriconais como taninos e fitatos (PRICE et al., 1978).

Pelas determinagdes efetuadas pode-se dizer que o tratamento do sorgo previamente
a formulacdo da ragdo melhorou significativamente a digestibilidade de fésforo, diminuiu a
excreta fosforo, teve melhores resultados para a glicose, colesterol e enzimas AST e ALT
plasmético, comparado com sorgo sem tratamento. Contudo, a digestibilidade aparente de
proteina, fésforo, ferro e calcio plasmatico, cinzas no fémur ndo foram afetados pelo

tratamento enzimatico.
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6 CONCLUSOES

O extrato enzimatico bruto e liofilizado produzido pelo fungo Paecilomyces variotti
possui majoritariamente atividade enzimatica de tanase 626U/g. Além de tanase constatou-
se a presenca de outras enzimas, em concentragdes inferiores, como protease,

carboximetilcelulase, polimetilgalacturonase e fitase.

A otimizacdo da extracdo dos compostos fendlicos de sorgo indicou o solvente
metanol, dentre os solventes testados como melhor extrator apds permanecer 2 horas sob

agitacdo a 150 rpm a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).

O sorgo empregado neste estudo foi constituido por 13,6% de proteina, 4,2% de
lipideos, 1,7% de cinzas e 80,5% de carboidratos. A constituicio de compostos fendlicos
demonstrou que este cereal possui 809, 722, 6730 e 226 mg/100 g de sorgo para fendis

totais, taninos hidrolisaveis, taninos condensados e fésforo inorganico.

A farinha de sorgo foi tratada com Paecilomyces variotti, tanase e fitase em distintas
combinacdes. O efeito destes fatores sobre os compostos fendlicos e fésforo foi avaliada e
os melhores resultados foram encontrados quando a farinha de sorgo foi tratada com tanase

e fitase.

A cinética do tratamento de sorgo com fitase e tanase indicou para fésforo
inorganico melhores resultados apds 24 horas, ja para taninos hidrolisaveis constatou-se
que o processamento (maceragdo e fervura) similar ao tratamento enzimadtico, contudo, ndo

foi avaliado as caracteristicas de funcionalidade apds ambos os tratamentos.

A otimizacdo do tratamento de sorgo com as enzimas fitase e tanase resultou em
uma diminui¢do significativa nos taninos hidrolisdveis e condensados e no aumento de Pi.
Contudo, para taninos hidrolisaveis contatou-se que o processamento (maceracio e fervura)

foi efetivo na diminuicdo de taninos hidrolisdveis e condensados, de modo que no
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tratamento com tanase os resultados obtidos foram bem similares. A otimiza¢@o indicou
que a relacdo entre sorgo:dgua, foi a varidvel mais significativa para o processo. As
diferentes concentragdes das enzimas nao resultaram em dados distintos para os parametros
avaliados, isso significa que, tanto na menor como na maior concentracdo das enzimas as
respostas foram similares. Sendo assim, empregou-se a menor concentragdo enzimatica

estudada (100 U/Kg).

O ensaio biologico com ratos Wistar demonstrou que a dieta elaborada com sorgo
tratado previamente com tanase e fitase foi efetiva na melhoria da digestibilidade aparente
de fésforo, na diminuicio da excrecdo de fésforo, resultaram em melhores indice
bioquimico para a glicose e colesterol, apresentaram uma menor atividade de enzimas
hepaticas AST e ALT, que estdo relacionadas com o metabolismo de proteinas e seu
aumento estd relacionado com alteracdes hepdticas. Porém, ndo teve efeito na
digestibilidade aparente de proteina, na concentracao plasmaética de fosforo, ferro e célcio e

nos minerais contidos no fémur.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Quanto aos compostos fendlicos estudados sugere-se o emprego de métodos mais
especificos como, HPLC acoplado a um detector de massas a fim de identificar e

quantificar estes compostos presentes no sorgo cru e apos o tratamento.

Estudo mais aprofundado da biodegradagdo dos taninos pela tanase e através do
fungo Paecilomyces variotti por meio de cinética de reacdo poderiam auxiliar no
esclarecimento da rota bioquimica da degradacido de taninos. Com enfoque especial nos

taninos condensados.

Fazer um comparativo entre o tratamento fisico e tratamento enzimatico na farinha

de sorgo quanto as propriedades de funcionalidade como, atividade antioxidante.

Realizar ensaio bioldgico empregando as enzimas tanase e fitase separadamente e
em conjunto a fim de avaliar o efeito das enzimas individualmente e verificar se ha

sinergismo na acao destas.

Estudar in vivo consércio de sorgo com outros cereais como, soja, milho, cevada,

centeio. Também o emprego de outras cultivares de sorgo como, granifero e forrageiro.
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9 ANEXOS

9.1 Permissao para o ensaio biolégico

“a¥

uNniIcAmMP

CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1623-1, sobre "Estudo da aplicacido de

complexo enzimatico e fermentacio em gridos de sorgo", sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Gabriela Alves Macedo / Patricia Fernanda

Schons, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp
em 15 de setembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1623-1, entitled "Study of application of

enzimatic complex and fermentation in sorghum gruels", is in agreement with

the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on September 15, 2008.

Campiqas, 25 de setembro de 2008.
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Profa. bVa. Anarﬁarla A. Guaraldo Fatima Alonso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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