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EFEITO DA ADICAO DAS ENZIMAS XILANASE E PROTEASE EM DIETAS COM
GRAOS SECOS DE DESTILARIA CONTENDO SOLUVEIS (DDGS) PARA CAES

RESUMO

O DDGS possui alto valor nutritivo e seu uso associado a enzimas exdgenas pode
melhorar seu valor biolégico. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adi¢do
das enzimas xilanase e protease em uma dieta para cées contendo 20% de DDGS por
meio de dois experimentos. No primeiro, foram utilizados 6 céaes da raca Beagle em um
delineamento quadrado latino (6 x 6) para a avaliacdo das caracteristicas do extrusado,
digestibilidade, e caracteristicas fecais. As dietas avaliadas foram: dieta 0% DDGS com
(0%XP) e sem xilanase e protease (0%SE); com 20% de DDGS sem nenhuma enzima
(20%SE); com xilanase (20%X); protease (20%P) e com as enzimas associadas
(20%XP). Para avaliar a palatabilidade foram utilizados 16 cées da raca Beagle e os
testes foram feitos comparando-se as dietas 0% vs 20% de DDGS sem enzimas e 0%
vs 20% de DDGS com xilanase e protease. Nao houve efeito das enzimas sobre o
coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) dos seguintes parametros: matéria seca
(MS), extrato etéreo hidrolise acida (EEA), proteina bruta (PB), energia bruta (EB),
matéria organica (MO) e energia metabolizavel (EM). Contudo, a adicdo do DDGS,
independentemente das enzimas, reduziu o CDA da MS, EEA, EB e MO (P<0,05). A
EM e o CDAPB apresentaram tendéncia de reducéo (P<0,1). Além isso, a adicdo do
ingrediente reduziu o pH fecal e piorou o odor fecal (P<0,05). A producgéo total de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) aumentou com a adicdo do DDGS (com
diferenca para os acidos acético e propidnico) (P<0,05). A adicdo das enzimas nao
alterou (P<0,05) a producéo de acido sialico ou as caracteristicas fecais (matéria seca,
pH, nitrogénio amoniacal, escore e odor). Ndo houve diferenca (P>0,05) na
palatabilidade ao se comparar as dietas com e sem DDGS sem enzimas. Ao adicionar
as enzimas, os animais preferiram a dieta sem a inclusdo de DDGS (P<0,05). A adicéo
das enzimas xilanase e protease nas concentracdoes deste experimento, em dietas
contendo 20% de DDGS para cées, ndo altera a digestibilidade dos nutrientes ou as
caracteristicas fecais. A adicdo do DDGS proporciona reducéo na digestibilidade dos
nutrientes da dieta sem alterar as caracteristicas do extrusado. A palatabilidade do

alimento é reduzida com a adi¢cao das enzimas na dieta.

Palavras chave: Coproduto, digestibilidade, enzima, etanol, milho, palatabilidade
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EFFECT OF ADDING ENZYMES XILANASE AND PROTEASE IN DIETS CONTAINING
DISTILLERS DRIED GRAINS WITH SOLUBLES (DDGS) FOR DOGS

ABSTRACT

DDGS has high nutritional value and its use associated with exogenous enzymes can
improve its biological value. The objective of this work was to evaluate the effects of the
addition the enzymes xilanase and protease in a dog diet containing 20% of DDGS by
two experiments. In the first one, 6 Beagle dogs were used in a Latin square design (6 x
6) for an evaluation of extruded characteristics, digestibility, and fecal characteristics.
The diets evaluated were: with 0% DDGS with (0%XP) and without xylanase and
protease (0%SE); with 20% of DDGS without enzyme (20%SE); with xylanase (20%X);
protease (20%P) and associated enzymes (20%XP). To evaluate the palatability, 16
Beagle dogs were used and the tests were done comparing the diets 0% vs 20% of
DDGS without enzymes and 0% vs 20% of DDGS with xylanase and protease. There
was no effect of the enzymes on the apparent digestibility coefficient (CDA) of the
following parameters: dry matter (MS), ethereal acid hydrolysis (EEA), crude protein
(PB), crude energy (EB), organic matter metabolizable energy (EM). However, the
addition of DDGS, independently of enzymes, reduced CDA from MS, EEA, EB and MO
(P<0,05). The MS and CDAPB showed a reduction tendency (P<0,1). The addition of
the ingredient reduced faecal pH and worsened faecal odor (P<0,05). The total
production of short chain fatty acids (AGCC) increased with the addition of DDGS (with
difference for acetic and propionic acids) (P<0,05). The addition of the enzymes did not
alter the production of sialic acid or fecal characteristics (dry matter, pH, ammoniacal
nitrogen, score and odor) (P<0,05). There was no difference (P>0,05) in palatability
when comparing the diets with and without DDGS without enzymes. By adding the
enzymes, the animals preferred the diet without inclusion of DDGS (P<0,05). The
addition of xylanase and protease enzymes at concentrations of this experiment in diets
containing 20% DDGS for dogs does not alter nutrient digestibility or fecal
characteristics. The addition of DDGS provides a reduction in the digestibility of the
nutrients of the diet without altering the characteristics of the extrudate. The palatability

of the food is reduced with the addition of the enzymes in the diet.

Key words: Co-product, digestibility, enzyme, ethanol, corn, palatability
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CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A alta competitividade no setor de alimentos para animais impulsiona a busca
por ingredientes alternativos que melhorem ou mantenham a qualidade do alimento
final, reduzindo assim o seu custo de producdo. Os coprodutos industriais vém sendo
cada vez mais estudados com este propésito e um destes € o grdo seco de destilaria
contendo soluveis (DDGS). O DDGS é proveniente da fermentagdo alcodlica para a
producdo do biocombustivel etanol e pode ser produzido por diversas fontes,
dependendo da disponibilidade de matéria prima da regido. Nos Estados Unidos é
produzido de milho e sorgo, no Canada e por milho e trigo e no Brasil por cana de
acucar e milho (Balat e Balat, 2009, Sillva et al., 2016a).

No Brasil a cana-de-agUcar é a matéria prima principal, porém nos meses entre
dezembro e marco ocorre sua entressafra e neste periodo o milho é seu substituto na
producdo de etanol em determinadas regibes (Silva et al., 2016a). Isso ocorre
principalmente no Mato Grosso onde existem trés usinas mistas, que estao aptas a
operar tanto com a cana-de-agucar como com milho. Nesta regido a alta producao de
milho associada a sua dificuldade de escoamento por problemas logisticos torna esta
alternativa altamente viavel.

Uma das formas de se produzir etanol a partir do milho é a moagem seca e o
DDGS é resultado deste tipo de processamento (Paiva et al., 2010). A moagem seca €
a mais utilizada (70% do total de producéo), pois necessita de menor investimento e
produz mais alcool em comparacdo a moagem Umida (Silva et al., 2016a). Assim, no
periodo de entressafra da cana, o DDGS torna-se bastante disponivel nas regiées onde
o milho é matéria prima para producao de etanol no Brasil.

O DDGS possui bom valor nutritivo e apresenta alta concentracéo de proteinas,
lipidios e fibras (Robinson et al., 2008; Pedersen et al., 2014), entretanto o seu alto
conteudo de polissacarideos ndo amilaceos (PNA) pode limitar o uso para animais
monogastricos. Este teor elevado de PNA promove a reducdo da digestibilidade dos
nutrientes.

Além da presenca dos PNA, existem outros fatores que contribuem com a
reducdo da digestibilidade do DDGS, sendo eles a presenca de nitrogénio aderido a

fibra (que torna parte da proteina indigestivel para animais monogastricos), reducéo da
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biodisponibilidade proteica causada pela presenca de PB na parede celular da porgéo
insolavel das fibras e a reacdo de Maillard gerada no processamento do ingrediente
(Probertet al., 1995; Stein et al., 2006; Barletta et al., 2011; Vasconcelos, 2014). Desta
forma, é interessante associar o uso do DDGS com enzimas exdgenas, em especial
aguelas que possam atuar na porcéao fibrosa e proteica do ingrediente, melhorando a
digestibilidade de determinados componentes da dieta.

Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo das
enzimas xilanase e protease sobre caracteristicas do extrusado, digestibilidade,
caracteristicas fecais e palatabilidade em uma dieta para cédes contendo 20% de DDGS

por meio de dois experimentos.
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1Uso de coprodutos na alimentacao animal

A utilizacdo de coprodutos agroindustriais na alimentagdo animal é de grande
importancia no contexto de busca por ingredientes ndo convencionais. Esta € uma
opcao econdmica, que reduz o impacto ambiental e que auxilia na producdo de
alimentos de qualidade. Contudo, para a sua utilizacdo, é importante que haja o
conhecimento sobre a composicdo bromatolégica, fatores limitantes, custo,
disponibilidade durante o ano, viabilidade econdmica do uso e seguranca alimentar e
ambiental (Meneghetti e Domingues, 2008).

Os coprodutos industriais que sdo desperdicados causam problemas ambientais,
além de representarem perda de matéria prima e energia (Timofiecsyk et al., 2000).
Vérios estudos vém sendo conduzidos com diferentes coprodutos para que suas
qualidades sejam determinadas e sua aptiddo na formulagcdo de alimento animal
comprovada (Litz et al., 2015). Uma avaliacdo indispensavel para definir a viabilidade
de um ingrediente € a determinacdo do seu valor nutricional. Por meio desta avaliacéo
€ possivel realizar a correta formulacdo de racdes, e uma das formas de fazer esta
determinacdo € por meio da digestibilidade do alimento. Esta andlise estima o
aproveitamento dos nutrientes pelo animal e possibilita melhor associagdo entre
ingredientes (Moretini et al., 2015).

Apesar da importancia de determinar corretamente a composi¢cdo quimica dos
coprodutos, em alguns casos é possivel estimar o perfil dos nutrientes. Os coprodutos

industriais derivados do processamento de plantas, por exemplo, sao ricos em fibras e
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podem agregar os beneficios provenientes deste nutriente ao alimento (Elleuch et al.,
2011).

2.2Fibras alimentares e seus efeitos fisiolégicos em monogastricos

As fibras, também conhecidas como polissacarideos ndo amilaceos (PNA),
abrangem diversas formas de carboidratos das plantas e sua definicdo exata ainda &
discutida. Algumas ligacdes entre os monossacarideos que compde as fibras sdo do
tipo beta e ndo podem ser quebradas pelas enzimas endogenas do trato gastro
intestinal (TGI) dos animais (Case et al.,, 2000). Os PNA podem ser classificados em
relacdo a sua solubilidade em agua e fermentabilidade no intestino grosso.

Em relacdo a solubilidade na agua, as fibras podem ser classificadas como
soluveis ou insolaveis, sendo que cada uma possui efeitos fisioldgicos distintos no TGI.
As fibras insoltveis (FI) possuem efeitos mecéanicos, aumentam o bolo fecal e aceleram
0 peristaltismo por conta de sua agéo agressiva na mucosa (NRC, 2009; Perry e Ying,
2016). Ja as fibras soluveis (FS) se associam com a agua e formam um gel e, por
conta disso, retardam o esvaziamento gastrico e o tempo de transito intestinal, além de
reduzir o ritmo de absorcao de glicose e o colesterol (Perry e Ying, 2016; ElI Khoury et
al., 2011).

As fibras também podem ser classificadas em relagdo a sua fermentabilidade
pela microbiota do intestino grosso podendo ser alta, moderada ou baixa. Normalmente
as FS sado alta ou moderadamente fermentaveis enquanto que as Fl possuem baixa
fermentabilidade (Case et al., 2000).

Como consequéncia da fermentacdo colondcica dos PNA, ocorre a producao
dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Case et al., 2000). Os AGCC produzidos
em maior escala sdo o acético, propiénico e o butirico. Destes, os dois primeiros sao
absorvidos pela circulacdo e fornecem energia aos tecidos periféricos e o ultimo € a
principal fonte de energia dos colondcitos (Roediger et al., 1982). Os principais efeitos
dos AGCC séo contribuir com o fornecimento de energia para os colondcitos, estimular
a proliferacao e diferenciacdo celular, melhorar o fluxo sanguineo intestinal, aumentar a
motilidade ileal e reduzir o pH intestinal, promovendo o crescimento de bactérias
benéficas e inibindo o desenvolvimento de potenciais patdgenos (Scheppach, 1994;
Topping e Clifton, 2001).
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Diversos séo os efeitos positivos na saude de maneira geral ocasionados pela
incluséo de fibras na dieta como a reducéo da incidéncia de neoplasias (Kunzmann et
al., 2015), manejo adequado da obesidade (Howarth et al., 2001), de constipacéo e
diarreias (Bauer e Maskell, 1996) e da diabetes (Chandalia et al., 2000). Porém, nem
todos os efeitos sé&o positivos, a inclusao de fibras na dieta pode ocasionar redugéo na
digestibilidade do alimento por meio de dois mecanismos, dependendo da solubilidade
da fibra. As FI aumentam a taxa de passagem do alimento e reduzem por
consequéncia o tempo de interagcdo com as enzimas digestivas (FI) (Probert et al.,
1995) e as FS dificultam a absorcao dos nutrientes pelo encapsulamento dos mesmos
(Vasconcelos, 2014). Uma forma de melhorar a digestibilidade do alimento rico em
fibras é o uso concomitante desse ingrediente com enzimas exégenas. De acordo com
Choct (2006) o uso de enzimas pode aumentar a energia metabolizavel em alimentos
para monogastricos.

Um exemplo de coproduto industrial rico em fibras que ja vem sendo utilizado na
alimentacédo animal € o DDGS. Este ingrediente € atrativo para a industria, pois possui
baixo custo de aquisicAo e apresenta caracteristicas nutricionais desejaveis
(Swigtkiewicz et al., 2013; Silva et al., 2016b).

2.3Grao seco de destilaria contendo sollveis - DDGS

O DDGS é o coproduto da industria do etanol originado a partir da fermentacao
do amido de cereais. Durante o processo fermentativo, o amido do grdao é convertido
em alcool etilico e CO,, concentrando os nutrientes remanescentes no DDGS em 2 a 3
vezes (Widyaratne e Zijlstra, 2007). De acordo com a CONAB (2012) uma tonelada de
milho resulta em média em 345/395 litros de etanol, 220/240 Kg de DDGS e 18/20 litros
de Gleo bruto degomado.

Segundo Chevanan et al. (2010) o DDGS é o produto obtido apos a remocgéao de
alcool etilico por destilacdo a partir da fermentacéo de levedura de um grao ou mistura
de graos por condensacao. Para completar o processo, deve ocorrer uma secagem a
menos de 75% de todo o conteudo resultante por métodos usados na destilacdo
industrial de grdos. O processo de producdo do DDGS a partir do milho esta

exemplificado na figura 1.
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Figura 1 - Processamento do etanol de milho e seus coprodutos - moagem seca

(Adaptado de Pedersen et al., 2015).

A disponibilidade do DDGS é variavel de acordo com a oferta de etanol
proveniente de cereais. Nos Estados Unidos sua oferta ocorre o ano todo e a matéria
prima para a fermentacédo do biocombustivel é o milho. Contudo, no Brasil, 0o DDGS so6
é ofertado nos meses de dezembro a mar¢co que correspondem a entressafra da cana
de acucar, a principal matéria prima do etanol brasileiro (Silva et al., 2016a).

O aumento da producdo de etanol fez com que a disponibilidade do DDGS
crescesse no mercado e devido a sua alta concentracdo de nutrientes. Com o
processamento correto este produto pode ser utilizado com bons resultados na nutricdo

animal (Widyaratne e Zijlstra, 2007).

2.4Composicao nutricional do DDGS

O DDGS é um coproduto de bom valor nutritivo, pois apresenta alta
concentracéo de PB, EE, FB, MM e vitaminas (Robinson et al., 2008; Pedersen et al.,
2014). Isso ocorre pelo fato deste ingrediente ser resultado do grdo sem grande parte
sua porcdo de amido, uma vez que este nutriente foi substrato fermentativo, o que

ocasiona maior concentragcdo dos outros nutrientes. O DDGS de alta qualidade
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apresenta energia digestivel (ED) e metabolizavel (EM) iguais, ou até mesmo maiores
que as do milho (Spiehs et al., 2002). Por conta destas caracteristicas e do seu baixo
custo de aquisicdo, este ingrediente vem sendo empregado na industria de alimentos
para animais com sucesso. Porém, a composicao quimica do DDGS apresenta grande
variabilidade e as principais causas atribuidas a este fato sdo a qualidade da matéria
prima, diferencas nos processos para a obtencdo de etanol, as variacées na proporgcéao
de mistura dos componentes na producdo do DDGS, o tempo e temperatura de
secagem (Shurson e Alghamdi, 2008) e proveniéncia geografica da matéria prima
(Spiehs et al., 2002).

Em um estudo realizado por Belyea et al. (2004) avaliou-se a correlacdo entre as
composicdes do milho e do DDGS e os autores acreditam que o principal responsavel
pela composicdo final do DDGS seja 0 processamento. Em relacdo a composicao
quimica, os valores médios encontrados por Beleya et al. (2004) para PB, EE, amido
para o milho foram respectivamente 9,1; 4,21 e 71,4. Para o DDGS estes valores foram
respectivamente 31,3; 11,9 e 5,1. Avaliando-se estes valores, ao substituir o milho pelo
DDGS nas dietas, o nutricionista obtém um produto com teor proteico e lipidico mais
elevado, possivelmente de mesmo teor energético e de menor custo. Isso possibilita
reduzir o custo de producdo e atender niveis de digestibilidade especificos a
determinados nichos do mercado pet.

Diversos estudos apontam para a variabilidade nutricional e na digestibilidade
deste ingrediente (Spiehs et al., 2002; Tjardes e Wright, 2002; Waldroup et al., 2007,
Stein e Shurson, 2009). A tabela 1 mostra a variagdo dos nutrientes de diferentes
amostras de DDGS a partir de estudos realizados por Spiehs et al. (2002) e Salim et al.
(2010), citados por Silva et al.(2016a). Esta variabilidade inerente ao ingrediente acaba
dificultando sua inclusdo em concentragbes maiores na composi¢cdo das dietas para

animais.
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Tabela 1 - Faixa de variagédo dos nutrientes de diferentes fontes de DDGS de milho

Composicao do DDGS (%)

Nutrientes

Média Faixa (min-max) DPR

Proteina Bruta 30,9 28,7-32,9 47
Extrato Etéreo 10,7 88-12,4 16,4
Fibra Bruta 7,2 54-10,4 18
Fibra em detergente neutro 26,7 19,7-34,1 11,8
Fibra em detergente acido 8,4 6,2-13,4 23,4
Cinzas 6 3,0-98 26,6
Aminoacidos: Lisina 0,9 0,61-1,6 11,4
Arginina 1,31 1,01-1,48 7,4

Metionina 0,65 0,54 - 0,76 8,4

DDGS: graos secos de destilaria contendo solGveis; DPR: Desvio padrao relativo.
Fonte: Adaptado de Silva et al. (2016a).

Em estudo realizado por Whitney e Shurson (2001) avaliou-se diferentes fontes
de DDGS e comparou-se com outros dados de composicdo quimica da literatura. Os
autores relataram que os nutrientes que tiveram maior variacdo entre os diferentes
tipos de DDGS foram EE, FB, MM, a lisina, o triptofano e o fésforo.

Em relagdo a gordura, atribui-se sua variagdo a quantidade de condensados
soluveis adicionada ao DDGS durante o processamento (Noll et al., 2007). A matéria
mineral € elevada no DDGS em relacdo ao milho, e isso ocorre devido a retirada de
agua e amido com consequente a concentracdo deste elemento. Sendo assim, o
DDGS possui teor elevado de fésforo, calcio, potassio, sodio e enxofre (Hanson et al.,
2012).

A PB, apesar de estar presente em alta concentracdo no DDGS, apresenta
grande variabilidade entre diferentes amostras. Além disso, a disponibilidade de
aminoacidos (AA) também pode variar por causa processamento ao qual o ingrediente
€ submetido (Fastinger et al., 2006). Estudos demonstram que o aminoacido que sofre
maior alteracdo, podendo chegar até 15% € a lisina, seguido da metionina e do
triptofano (Spiehs et al., 2002; Cromwell et al., 1993; Batal e Dale, 2006). Segundo
Stein et al. (2006), a digestibilidade dos aminoacidos presentes no DDGS pode ser
afetada devido a reacdo de Maillard, que ocorre quando ha aquecimento elevado

durante o processamento.
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Para a comercializacdo do DDGS utiliza-se uma escala de coloragéo, a qual
abrange valores de 1 a 5, referentes respectivamente ao produto mais claro e mais
escuro (figura 2). Sendo assim, torna-se facil para os nutricionistas escolher um
ingrediente de boa qualidade baseado nesta escala. Produtos de coloracdo amarela /
dourada indicam produtos de melhor qualidade, enquanto que produtos de coloragéo
marrom indicam menor digestibilidade (Batal e Dale, 2006; Fastinger et al., 2006). A
avaliacdo da coloracdo do DDGS é um método rapido para identificar amostras com
baixa digestibilidade de AA (Fastinger et al., 2006).

Figura 2 - Escala fotogréafica de cores para classificar o dano por calor no DDGS

(Adaptado de US Grain Council, 2012).

A digestibilidade das proteinas também pode ser alterada pela concentracdo de
fibra, quanto maior a quantidade de fibora no DDGS menor é a sua digestibilidade
proteica (Fastinger et al., 2006). O principal tipo de fibra encontrado neste ingrediente é
a FlI (Bach et al., 1997; Urriola et al., 2010), que faz a reducdo da digestibilidade por
reducdo do tempo de contato do alimento com as enzimas digestivas.

Parte do nitrogénio do DDGS encontra-se ligado a fibra (Nuez Ortin e Yu, 2009;
Chrenkova et al., 2012; Silva et al., 2016b) o que dificulta parte da digestibilidade
proteica do ingrediente. Chrenkova et al. (2012) encontraram valores de nitrogénio
aderido ao FDN (NFDN) e de nitrogénio aderido ao FDA (NFDA) para as amostras de
DDGS de milho respectivamente de 24,11 e 16,79%, em relacdo a concentracdo de
PB. Silva et al. (2016b) avaliaram o NFDN e NFDA de DDGS de milho em relagéo a
matéria seca e chegaram a valores em relagdo a MS de 8,25 e 0,77, respectivamente.
Por estes estudos, pode-se observar que no DDGS ha grande diferenca entre os niveis
de FDN e FDA, indicando alta concentracdo de hemicelulose.

De acordo com a literatura, pode-se observar que este ingrediente possui boas

caracteristicas nutricionais e que o processamento correto possibilita melhorar sua
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qualidade, tornando-o um bom candidato para a industria de alimentos. Porém, ao se
utilizar este ingrediente deve-se também levar em consideragéo a segurancga alimentar.
Com o processo fermentativo ocorre 0 aumento proporcional de todos os componentes

do grao, inclusive das micotoxinas se estas estiverem presentes.

2.5 Micotoxinas no DDGS: potencial fator limitante de uso

As micotoxinas sdo produzidas por fungos de géneros especificos, o Aspergilus,
Fusarium e Pennicilium. Para que haja o desenvolvimento destas micotoxinas é
necessario que as condicbes ambientais estejam favoraveis, como temperatura e
umidade elevadas durante o crescimento da planta ou armazenagem do gréo de milho
(Scussel, 2002; Zhang e Caupert, 2012).

Véarios fungos patdégenos do género Fusarium (como por exemplo, F.
graminearum, F. culmorume F. crookwellenese) produzem micotoxinas capazes de
contaminar o milho destinado a producéo de etanol e do DDGS resultante (Khatibi et
al., 2014). S&o exemplos destas micotoxinas o desoxinivalenol (DON), 3-
acetildesoxinivalenol (3-ADON), 15-acetildesoxinivalenol (15 ADON), nivalenol (NIV) e
zearalenona (ZON) (Mirochaet al., 1989). O consumo das micotoxinas DON, 15 ADON,
3 ADON e NIV pode causar recusa do alimento, vémitos e até morte (Pestka, 2010).
Dentre essas, a micotoxina NIV é a mais toxica (Desjardins, 2006), seguida da DON
(Pestka, 2010).

O DDGS contaminado com fumonisina pode contribuir para perdas de até 147
milhdes de dolares por ano e estas perdas podem ser ainda maiores se houver
contaminagao concomitante por outras micotoxinas (Wu e Munkvold., 2008).

A legislacao brasileira, mais precisamente do MAPA, preconiza limites maximos
para a presenca de micotoxinas no milho e em alimentos a base de milho, estes

valores encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2 - Limites maximos para micotoxinas em alimentos a base de milho

. ' Limite
Micotoxina Produto
(9/Kg)
Desoxinivalenol Trigo e milho em gréos para posterior 3000
(DON) processamento
Fumonisinas . .
Milho em gréo para posterior processamento 5000
(B1 +B2)
Milho em gréo e trigo para posterior
Zearalenona 400

processamento

As micotoxinas ndo sdo eliminadas no processo de producdo do etanol e nem
durante o processo de secagem para a producdo de DDGS (Khatibi et al, 2014). As
concentracbes de micotoxinas no DDGS podem ser de 3 a 3,5 vezes maiores do que
aquelas encontradas no milho e ndo sdo um problema majoritario quando o milho é
produzido em boas condi¢cdes climaticas (Zhang e Caupert, 2012). Contudo, nas
regides tropicais e subtropicais brasileiras existem condicbes favoraveis para o
desenvolvimento de fungos produtores de micotoxinas (Maziero e Bersot, 2010).

As micotoxinas encontradas no DDGS séo tricotecenos, aflatoxina, fumonisina e
zearalenona (Wu e Munkvold, 2008; Zhang e Caupert, 2012) sendo que as principais
relatadas sdo a DON e FBs (Zhang et al., 2009; Khatibi et al., 2014).

Segundo Khatibi et al. (2014) o aumento do uso do DDGS em raglOes para
animais, associado a preocupacdo referente as micotoxinas ressalta a importancia do
desenvolvimento de pesquisa para a deteccao e eliminacdo de micotoxinas no DDGS.
E importante a ado¢do de medidas capazes de reduzir o risco da contaminacdo nos
graos e no DDGS. Sendo exemplo destas medidas a secagem eficiente, manutencao
do controle de umidade e temperatura durante a armazenagem e monitoramento de
fungos e micotoxinas durante todo o processo (Silva et al., 2016a). Se estas medidas
de precaucdo forem corretamente adotadas a inclusdo do DDGS na nutricdo animal &
completamente segura e ja € bastante utilizada pelos seus beneficios econémicos e

nutricionais.

2.6Utilizacdo do DDGS na nutricdo de animais monogastricos

O DDGS é amplamente utilizado na nutricdo de ruminantes por causa da alta

capacidade de fermentar fibras dos microrganismos presentes no rumen destes
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animais. Porém, estudos recentes demonstram que este ingrediente também pode ser
utilizado na alimentacdo de monogastricos (Fastinger et al., 2006; Stein e Shurson
2009). E importante ressaltar que as diferencas nos resultados entre experimentos da
literatura podem ser causadas pela variabilidade do ingrediente, resultante de
diferentes processos, indicando diferentes realidades para a inclusédo do DDGS.

Devido a composicdo do DDGS, sua utilizacdo como fonte de energia, proteina,
vitaminas solUveis em agua e minerais, varios estudos vém sendo desenvolvidos a fim
de determinar os niveis e alternativas de inclusdo do DDGS na alimentacéo de frangos
de corte (Wang et al., 2007). Em estudo realizado por Cuevas et al. (2012) observou-se
que a inclusdo de até 7% de DDGS na racdo de frangos de corte ndo prejudicava a
produtividade das aves. Outro estudo sobre a inclusdo em frangos de corte realizado
por Loar et al. (2009) determinou que o uso de até 8% de DDGS na dieta néo
provocava alteracdes na producao ou no rendimento de carcaca dos animais. Em um
trabalho realizado por Wu-Haan et al. (2010), a inclusdo de 20% de DDGS na dieta de
frangos nao afetou o desempenho dos animais. Schilling et al. (2010) verificaram que
com a inclusdo de 12% de DDGS na dieta de frangos o desempenho ndo era
prejudicado.

Em um estudo realizado por Pedersen et al. (2007) com suinos em crescimento
0S autores constataram que as energias digestivel e metabolizavel eram semelhantes
as do milho. Além disso, os autores afirmam que a inclusdo de fosforo inorganico nas
dietas poderia ser menor, uma vez que no DDGS ha maior concentracao de fosforo.
Contudo, este efeito ndo foi observado por Silva et al. (2016b), onde foi observada uma
reducdo nas energias digestivel e metabolizavel com a adicdo de DDGS em dietas
para cades. Outro estudo, realizado por Linneen et al. (2008) com suinos em fase de
terminacgdo, concluiu-se que os animais podem receber até 15% de DDGS sem que
haja comprometimento na taxa de crescimento. Para suinos em desmame também é
possivel incluir 15% de DDGS sem haver comprometimento no desempenho de
crescimento (Avelar et al., 2010).

Existem poucos estudos relacionados a inclusdo de DDGS na nutricdo de
animais de companhia. Porém este ingrediente aparenta ser desejavel na nutricdo
destes animais, uma vez que possui elevado teor proteico (Silva et al., 2016b). A pesar
de ndo ser muito comum, existem estudos demonstram a viabilidade desta
possibilidade (Corbin et al., 1980; Allen et al., 1981; Silva et al.,, 2016b). No estudo

realizado por Corbin et al. (1980) a utilizacdo de baixos niveis de incluséo (0, 4, 6 e 8%)



25

deste ingrediente para cées adultos ndo alterou a digestibilidade aparente do amido e
da matéria seca, bem como a matéria seca das fezes. No experimento realizado com
altos niveis de incluséo (0, 8,9 e 15,7%) observou-se reducédo da digestibilidade da
matéria seca somente na inclusdo mais alta de DDGS. Neste nivel (15,7%) também foi
observado o aumento da matéria seca fecal.

Em outro estudo realizado por Allen et al. (1981) foram feitos quatro
experimentos diferentes para avaliar o efeito da adicdo de DDGS na alimentacao de
caes. No primeiro experimento foi avaliado e efeito da baixa inclusdo (0%, 4%, 6% e
8%) de DDGS e nédo foi encontrada nenhuma alteracao na digestibilidade da matéria
seca ou do amido e nas caracteristicas fecais avaliadas (matéria seca e peso das
fezes). No segundo experimento a inclusdo de DDGS foi intermediaria (0%, 8,9% e
15,7%) e a digestibilidade do amido nao foi alterada. Entretanto, a digestibilidade da
matéria seca foi reduzida com a maior adicdo do ingrediente. A matéria seca fecal foi
maior com a inclusdo de 15,7% de DDGS. Os autores afirmaram que niveis moderados
de DDGS podem ser incorporados com sucesso na dieta de animais adultos e que
apesar da tendéncia de reducdo na digestibilidade os valores ndo foram
excessivamente baixos, mas sim aceitaveis. No terceiro experimento foi avaliada a alta
inclusdo de DDGS (0%, 13,1% e 26,1%) e ndo houve alteracdo na digestibilidade
proteica, a pesar de aparentemente haver uma tendéncia de reducdo nesta
digestibilidade a partir do maior nivel de inclusdo. As digestibilidades da matéria seca e
da energia foram reduzidas somente no maior nivel de inclusdo de DDGS. No quarto
experimento foram avaliados os efeitos para filhotes e notou-se que a adicdo de DDGS
reduziu a digestibilidade de todos os nutrientes avaliados.

Em outro estudo, foi avaliado o uso de DDGS em niveis crescentes de incluséo
(6%, 12% e 18%) em dietas para caes, com e sem a adicdo da enzima xilanase. A
inclusdo de DDGS teve relacdo inversa com a digestibilidade da MS, MO, EEA, EB, EM
e PB. Com a adi¢do da enzima a digestibilidade da PB foi mantida semelhante a da
dieta sem a adi¢do do ingrediente. A partir de 12% de inclusdo do DDGS jé foi possivel
observar melhora da digestibilidade das dietas que receberam xilanase em relacdo as
que nao receberam a suplementacdo enzimatica. Em relacdo as fezes, ndo houve
alteracdo de escore, porém o pH foi reduzido de forma inversa a inclusdo do
ingrediente. Os animais apresentaram boa aceitabilidade da dieta contendo o DDGS,
sendo que a dieta com 18% de inclusdo foi a mais consumida pelos cées (Silva et al.,
2016b).
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Estes estudos comprovam que o ingrediente pode ser utilizado com sucesso
para a alimentacdo de animais monogastricos. Devido a sua composi¢do nutricional
com grande variabilidade e com o intuito de melhorar a digestibilidade total da dieta
contendo DDGS, este ingrediente vem também vem sendo associado a enzimas

exogenas com excelentes resultados.
2.7Uso de DDGS associado a enzimas

Existem diversos trabalhos que associam o uso do DDGS com enzimas
exdgenas. Para Bedford (2000), o uso de enzimas pode aumentar o valor nutricional de
matérias primas e reduzir a variagdo na qualidade nutritiva de ingredientes. E
importante ressaltar que a eficacia da suplementacdo com enzimas exdégenas esta
relacionada com diversos fatores, tais como a presenca do substrato especifico na
dieta, a dosagem correta de enzimas, a capacidade das enzimas em ultrapassar as
condicdes estomacais (baixo pH e enzimas proteoliticas) e a temperatura de
processamento do alimento (Campestrini et al., 2005).

Em artigo de Cowieson et al. (2006) € discutido o uso de enzimas em dietas
contendo DDGS com o intuito de reduzir a variabilidade do produto. Para os autores, a
fitase € necessaria para estabilizar a disponibilidade do fésforo, assim como o uso de
enzimas que degradem PNA, devido a alta concentragdo deste componente associada
a grande variabilidade do DDGS.

A utilizacdo de fitase em dietas contendo DDGS pode reduzir a excre¢éo fecal
de fosforo em dietas para porcas em lactacdo em comparacdo com dietas a base de
farinha de milho e soja (Hill et al., 2008). Em relagé&o a enzimas que hidrolisam PNA em
dietas com DDGS de milho, Swigtkiewicz et al. (2013) encontraram melhora no
desempenho de suinos, reduzindo a espessura de toucinho e aumentando o peso de
cortes primarios. Resultados positivos com a suplementacdo de xilanase em dietas
contendo DDGS de milho também foram encontrados por Liu et al (2011), que
demonstraram que a performance de crescimento e a digestibilidade de dietas para
aves melhoravam.

Muitos estudos séo feitos associando mais de uma enzima para melhorar a
disponibilidade de nutrientes do DDGS. Barekatain et al (2012) demonstraram que o
uso combinado de xilanase e protease em dietas de aves contendo DDGS foram

eficazes para melhorar o desempenho dos animais, especialmente em relagédo a
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conversdo alimentar. Ao se comparar dietas contendo DDGS com e sem enzimas, a
associagao de xilanase, protease e amilase em dietas contendo DDGS para frangos foi
capaz de melhorar o ganho de peso e a conversao alimentar dos animais, além de
aumentar a digestiblidade da gordura e da proteina da dieta (Riemensperger et al.,
2013).

No estudo realizado por Pedersen et al. (2015) foi concluido que o uso de
xilanase associado a protease possui um alto potencial na degradacdo da porcéo de
arabinoxilano (AX) e na liberacéo de nutrientes. Além disso, os autores concluiram que
0 aumento desta degradacdo sugere uma interacdo entre proteina e fibra na matriz do
DDGS feito a partir do milho. Os autores frisam o potencial uso de xilanase em
combinacdo a protease para melhorar a eficacia da degradacdo do DDGS e na
liberacdo de nutrientes.

Os fatores que promovem reducao na biodisponibilidade de nutrientes do DDGS
e 0 tornam menos atrativo para a industria sdo a presenca de fibras e seus efeitos
negativos sobre a digestibilidade total do alimento e a digestibilidade proteica reduzida.
A reducdo da disponibilidade proteica € causada pela presenca de PB na parede
celular, presenca de nitrogénio associado a fibra (NFDN / NFDA) e pela reacdo de
maillard, gerada no processamento do ingrediente (Probert et al., 1995; Stein et al.,
2006; Barletta et al., 2011; Vasconcelos, 2014). Desta forma, duas das enzimas
indicadas para serem associadas ao uso do DDGS seriam a xilanase, para atuar na
porcao fibrosa do ingrediente melhorando a digestibilidade da dieta, e a protease para
auxiliar no aumento da digestibilidade da PB.

2.7.1 Xilanase

A xilanase € uma glicosidase que hidrolisa as ligagoes B 1-4 do xilano, que é um
polissacarideo da parede celular das plantas (Collins et al., 2005). Seu substrato, o
xilano, € o principal carboidrato da fragdo hemicelulositica dos tecidos das plantas. Sua
acao consiste em degradar PNA e o mecanismo pelo qual estas enzimas agem é
reduzindo a viscosidade da dieta por meio da decomposicéo da fibra da parede celular.
Desta forma promove melhor acesso das enzimas endégenas aos nutrientes
encapsulados nesta parede melhorando a digestibilidade do alimento. Os efeitos
esperados sao o melhor aproveitamento dos PNA como fonte de energia (fermentacao
intestinal) e minimizar os efeitos antinutricionais deste nutriente, resultando em melhor

digestibilidade do alimento (Campestrini et al., 2005).
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Varios estudos vém sendo feitos com o intuito de avaliar o efeito sobre a
digestibilidade em dietas com DDGS contendo enzimas que degradem PNA.
Entretanto, muitos destes estudos s&o inconclusivos, indicando a necessidade de mais
investigacdes do efeito destas enzimas e da associacdo das mesmas com outras
enzimas (Pedersen et al., 2015). Sendo assim, torna-se interessante utilizar esta
enzima em dietas contendo DDGS para melhorar a disponibilidade dos nutrientes e

avaliar seus efeitos associados a outras enzimas, como a protease.

2.7.2 Protease

O beneficio da utilizagdo de proteases exdgenas esta relacionado com o
aumento da digestibilidade de AA (Romero et al., 2013). O mecanismo pelo qual ocorre
este aumento de digestibilidade € o aumento da hidrélise e da solubilidade proteica
(Caine et al, 1998). Os AA presentes no DDGS podem apresentar baixa
biodisponibilidade devido ao aquecimento durante seu processamento, sendo a lisina o
aminoacido mais afetado (Lumpkins e Batal, 2005). Além disso, a proporcdo proteica
associada a fibra na forma de NFDN e NFDA resulta na reducdo da digestibilidade
proteica (Nuez Ortin e Yu, 2009). Sendo assim, 0 uso de proteases exdgenas pode
melhorar o valor nutricional do DDGS (Cowieson et al., 2006). O mecanismo pelo qual
0 uso de protease em dietas contendo DDGS pode contribuir com o aumento da
biodisponibilidade dos nutrientes é a degradacéo das interacdes da matriz do alimento
por meio da hidrélise proteica, e este efeito pode ser melhorado com o uso associado
da protease com a xilanase (Pedersen et al., 2015).

O aumento da energia metabolizavel aparente causado pela associacdo de
xilanases e proteases sugere a capacidade de quebra das ligacdes entre proteina e
carboidrato nos gréos de cereais (Belles et al., 2000). De acordo com Romero et al.
(2013), o aumento da digestibilidade da energia e dos AA ocasionado pela associacao
das enzimas protease e xilanase tem potencial para reduzir o custo do alimento para
aves de producéo. No estudo, realizado por Pedersen et al. (2015) demonstrou-se que
0 uso associado de xilanase e proteases melhorou a solubilidade proteica in vitro de
DDGS de milho e de trigo. Sendo assim torna-se interessante a investigagcao e o
esclarecimento dos efeitos causados pela associacdo destas duas enzimas em dietas

contendo DDGS nas diferentes espécies de animais monogastricos.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O DDGS possui grande potencial de utilizagdo na nutricdo de animais
monogastricos de producdo e de companhia, pois além de possuir excelentes
caracteristicas nutricionais, reduz o custo de producdo dos alimentos. Sua utilizacéo
pode ser melhorada com o uso de enzimas exdgenas para reduzir sua variabilidade de

composicao.
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CAPITULO Il - USO DE XILANASE E PROTEASE EM DIETAS COM GRAOS SECOS
DE DESTILARIA CONTENDO SOLUVEIS (DDGS) PARA CAES

RESUMO

Foram avaliados em dois experimentos os efeitos da adicdo das enzimas xilanase e
protease sobre as caracteristicas do extrusado, digestibilidade, caracteristicas fecais e
palatabilidade de uma dieta para cades em manutencgédo, contendo 20% de DDGS em
substituicdo ao milho e a farinha de visceras de frango. No primeiro experimento foram
utilizados 6 caes da raca Beagle em um delineamento quadrado latino 6 x 6 avaliando
seis dietas. As dietas avaliadas foram: dieta 0% DDGS sem enzimas (0%SE) e com
xilanase e protease (0%XP); com 20% de DDGS sem nenhuma enzima (20%SE); com
xilanase (20%X); protease (20%P) e com as enzimas associadas (20%XP). No
experimento da palatabilidade foram utilizados 16 cdes da raga Beagle e os testes
foram feitos comparando-se as dietas 0% vs 20% de DDGS sem enzimas e 0% vs 20%
de DDGS com xilanase e protease. Nao houve efeito das enzimas sobre os
coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca (MS), extrato etéreo
hidrélise acida (EEA), proteina bruta (PB), energia bruta (EB), matéria organica (MO) e
energia metabolizavel (EM). Contudo, a adicdo do DDGS, independentemente das
enzimas, reduziu o CDA da MS, EEA, EB e MO (P<0,05). Além isso, a adigdo do
ingrediente reduziu o pH fecal e piorou o odor fecal (P<0,05). A producgéo total de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) aumentou com a adicdo do DDGS (com
diferenca para os acidos acético e propibnico) (P<0,05). A adicdo das enzimas nao
alterou (P<0,05) a producéo de acido sialico ou as caracteristicas fecais. N&o houve
diferenca (P>0,05) na palatabilidade ao se comparar as dietas com e sem DDGS sem
enzimas. Ao adicionar as enzimas, 0s animais preferiram a dieta sem a inclusado de
DDGS (P<0,05). A adicdo das enzimas xilanase e protease nas concentracdes deste
experimento, em dietas contendo 20% de DDGS para caes, nao altera a digestibilidade
dos nutrientes ou as caracteristicas fecais. A adicdo de 20% de DDGS proporciona
reducdo na digestibilidade dos nutrientes da dieta sem alterar as caracteristicas do

extrusado. A palatabilidade do alimento é reduzida com a adigdo das enzimas na dieta.

Palavras chave: Caracteristicas fecais, digestibilidade, enzimas, fibra, palatabilidade
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USE OF XYLANASE AND PROTEASE IN DIETS CONTAINING 20% OF DISTILLER’S
DRIED GRAINS WITH SOLUBLES (DDGS) FOR DOGS

ABSTRACT

The effects of the addition of the xylanase and protease enzymes on digestibility, fecal
characteristics and palatability of a dog diet containing 20% DDGS in substitution of
corn and poltry by products were evaluated in two experiments. In the first experiment,
6 Beagle dogs were used in a 6 x 6 Latin square design. The diets evaluated were: diet
0% DDGS without enzymes (0% SE) and with xylanase and protease (0% XP); with
20% DDGS without any enzyme (20% SE); with xylanase (20% X); protease (20% P)
and associated enzymes (20% XP). In the palatability experiment, 16 Beagle dogs were
used and the tests were done comparing the diets 0% vs 20% of DDGS without
enzymes and 0% vs 20% of DDGS with xylanase and protease. There was no effect of
the enzymes on the apparent digestibility coefficient (CDA) of the following parameters:
dry matter (MS), ethereal acid hydrolysis (EEA), crude protein (PB), crude energy (EB),
organic matter (MO) and metabolizable energy (EM). However, the addition of DDGS,
independently of enzymes, reduced CDA from MS, EEA, EB and MO (P <0,05). The
MS and CDAPB showed a reduction tendency (P<0,1). In addition, the ingredient
reduced fecal pH and worsened fecal odor (P<0,05). Total short chain fatty acid
(AGCC) production increased with the addition of DDGS (with difference for acetic and
propionic acids) (P<0,05). The addition of the enzymes did not alter the production of
sialic acid or fecal characteristics (dry matter, pH, ammoniacal nitrogen, score and odor)
(P<0,05). There was no difference (P>0,05) in palatability when comparing diets with
and without DDGS without enzymes. By adding the enzymes, the animals preferred the
diet without the inclusion of DDGS (P<0,05). The addition of xylanase and protease
enzymes at concentrations of this experiment in diets containing 20% DDGS for dogs
did not alter nutrient digestibility or fecal characteristics. However, the addition of 20% of
DDGS provided a reduction of the CDA of the evaluated parameters. The palatability of

the food was reduced with the addition of the enzymes in the diet.

Key words: Fecal characteristics, digestibility, enzymes, fiber, palatability
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1. INTRODUCAO

O mercado de alimentos para caes vem crescendo ao longo dos anos e como
consequéncia de sua alta competitividade, a busca por ingredientes que reduzam o
custo das formulacdes e melhorem a qualidade das dietas também cresce. Neste
contexto, destacam-se os coprodutos industriais que estdo sendo bastante utilizados
na nutricdo animal. No caso da industria de biocombustiveis, o grdo seco de destilaria
contendo soluveis (DDGS) é proveniente da fermentacéo de grados para a producédo de
etanol.

A disponibilidade do DDGS varia de acordo com o pais e época do ano. Nos
Estados Unidos a oferta ocorre o ano todo pelo fato do milho ser a principal matéria
prima para a producao do etanol. Entretanto, no Brasil, como a base desta producao é
a cana-de-acucar, a oferta do ingrediente ocorre somente nos meses de sua
entressafra, quando o milho passa a substituir a cana como substrato para a
fermentacao alcodlica.

O DDGS possui grande potencial de utilizagdo na nutricdo animal por apresentar
alta concentracdo de proteina, gordura, vitaminas e minerais (Spiehs et al., 2002;
Widyaratne e Zijlstra, 2007). Contudo, seu uso na alimentacdo de monogastricos €
limitado pelo alto teor de polissacarideos ndo amilaceos (PNA), que pode reduzir a
biodisponibilidade dos seus nutrientes (Pedersen et al., 2014). A literatura aponta a
viabilidade de incluséo de até 18% de DDGS em substituicdo ao milho em dietas para
cées (Silva et al., 2016), desta forma torna-se interessante avaliar o efeito da maior
inclusédo do ingrediente.

O principal tipo de PNA encontrado no DDGS é a fibra insoluvel (Fl), que
aumenta a taxa de passagem do alimento pelo trato gastro intestinal (TGI), resultando
em menor digestibilidade dos nutrientes. Além disso, parte da proteina deste
ingrediente encontra-se associada a fibra, favorecendo ainda mais a reducdo do
aproveitamento deste nutriente para 0s animais monogastricos. Esta associagédo ocorre
na forma de nitrogénio aderido a fibra detergente acido (NFDA) e neutro (NFDN) (Nuez
Ortin & Yu, 2009; Chrenkovaet al., 2012; Silva et al., 2016).

Desta forma, torna-se interessante a investigacdo dos efeitos de enzimas que
degradem os PNA, associadas a proteases para melhorar a digestibilidade de
nutrientes do DDGS, em especial da sua porcédo proteica. A xilanase poderia hidrolisar
a porcao de xilano da hemicelulose, reduzindo a viscosidade da dieta e promovendo
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melhor acesso das enzimas enddgenas aos nutrientes, e favorecendo a liberacdo do
nitrogénio associado a fibra. Enquanto isso, a protease potencializaria a liberagdo e
solubilizacédo da proteina associada a fibra, com o intuito de melhorar a digestibilidade

do ingrediente e o0 aproveitamento da dieta pelo animal.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da adicdo das
enzimas xilanase e protease sobre as caracteristicas do extrusado, digestibilidade,
caracteristicas fecais e palatabilidade de uma dieta para cdes contendo 20% de DDGS

em substituicdo ao milho e a farinha de visceras de frango.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram previamente aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana - Curitiba,
PR, Brasil, sob o protocolo 055/2015.

2.1EXPERIMENTO I: ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE E CARACTERISTICAS
FECAIS

2.1.1 Dietas experimentais

Foram avaliadas seis dietas, sendo duas com 0% de DDGS: sem a adicao de
enzimas (0%SE) e com xilanase e protease (0%XP) e quatro com 20% de DDGS: sem
a adicao de enzimas (20%SE), com xilanase (20%X), com protease (20%P) e com as
duas enzimas associadas (20%XP).

As proporcdes de inclusdo enzimética utilizadas no experimento foram de 0,2
g/kg de xilanase nas dietas 0%XP, 20%X e 20%XP e de 0,5 g/kg de protease nas
dietas 0%XP, 20%P e 20%XP, de acordo com recomendacdo dos fornecedores das
enziams. As enzimas foram previamente dispersas em 06leo de soja, sendo aplicadas
na proporcédo de 10 mL de 6leo/kg de racdo. A aplicacao foi realizada com o auxilio de
um misturador centrifugo betoneira. O periodo de homogeneizacdo das ra¢cdes com o
Oleo foi de 15 minutos.

A xilanase (160.000 BXU/g xilanase, Econase XT 25, AB Vista, Wiltshire, UK)
utilizada neste experimento é produzida a partir de cepas de Trichoderma reesei e as
unidades xilanase sao determinadas em substrato de xilano (extraido de Betulaalba) a
50°C e pH 5,3. A protease (Corolase 7089, ABF ingredients, Peterborough, UK) foi
produzida a partir de culturas de Bacillus Amyloliquefaciens. Sua atividade minima € de



41

850 UHb/g, com acdo de endopeptidase. Uma unidade de protease (UHb) é definida
pela atividade enzimética que, em condi¢cdes padrdo (37°C, pH definido, 280 nm),
catalisa a liberacdo de compostos de hemoglobina solaveis em &cido tricloroacético,
equivalente a 1 pmol de Tirosina por minuto.

Os ingredientes foram moidos em moinho martelo equipados com peneira de 1,2
mm, misturados e extrusados em extrusora dupla rosca (Ferraz, Ribeirdo Preto, Brasil).
A composicao de ingredientes das dietas encontra-se na Tabela 1 e a composicéo
quimica do DDGS e das dietas na Tabela 2.

Tabela 1 - Ingredientes das dietas experimentais.

Ingredientes (g/kg) Dieta controle Dieta contendo 20% DDGS
Milho 600,72 471,87
Farinha de Visceras de aves 300,00 190,00
Farinha de Carne 0,00 40,00
DDGS 0,00 200,00
Oleo de Visceras de aves 50,00 50,00
Hidrolisado liquido de aves 30,00 30,00
Cloreto de Potassio 6,70 5,554
Sal 5,00 5,00
Premix Caes’ 3,00 3,00
Cloreto de Colina 2,00 2,00
Propionato de Calcio 2,00 2,00
Acido Citrico 0,35 0,35
BHT 0,15 0,15
BHA 0,075 0,075

1Enriquecimento por kg de produto: vitamina A (retinol) = 20.000 Ul; vitamina D3 = 2000 Ul; vitamina E
(alfa-tocoferol a) = 48 mg; vitamina K3 = 48 mg; vitamina B1= 4 mg; vitamina B2 = 32 mg; acido
pantoténico = 16 mg; = 56 mg de niacina; colina = 800 mg; Como 6xido de zinco Zn = 150 mg; Fe como
sulfato ferroso = 100 mg; Cu como sulfato de cobre = 15 mg; I, tal como iodeto de potassio = 1,5 mg; Mn
como 6xido de manganés = 30 mg; Se como selenito de sédio = 0,2 mg; antioxidante = 240 mg.

DDGS: Graos secos de destilaria contendo sollveis.
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Tabela 2 - Composicao quimica analisada (% de matéria seca) dos graos secos de
destilaria contendo soltuveis (DDGS) e das dietas experimentais

. . DIETAS

Composicdo quimica (%)  DDGS o or 0ooxp 2006SE  20%X  20%P 20%6XP
Matéria seca 95,23 91,82 9256 9485 9531 9511 94,82
Proteina bruta 25,41 22,53 22,77 24,26 24,42 24,32 24,04
NFDN 1,52 0,50 0,68 0,83 1,02 1,02 1,28
NFDA 0,24 0,05 0,06 0,22 0,23 0,12 0,12
EEA 10,56 15,34 14,83 14,69 15,04 14,93 14,57
Matéria mineral 7,08 8,02 8,05 6,72 6,42 6,24 6,44
Fibra bruta 11,44 1,29 1,14 2,38 2,29 2,37 2,14
FDN 60,53 10,37 11,33 20,35 20,42 21,29 20,09
FDA 15,05 1,32 1,32 3,53 3,65 3,83 3,48
FDT 32,30 4,90 5,10 110 11,40 11,60 11,60
Fibra Insoltvel 30,20 4,10 4,20 9,80 10,30 9,90 9,90
Fibra Soluvel 2,10 0,70 0,90 1,20 1,10 1,70 1,70
Amido digestivel 8,39 - - - - - -
Amido resistente 4,42 - - - - - -
Amido total 12,81 - - - - - -
Extrativo ndo nitrogenado 40,74 44,64 45,77 46,79 47,13 47,25 47,63
EM (Kcal/Kg) 3747,1 3654,5 3659,6 3735,8 3782,8 3773,9 3747,1

nFDN: nitrogénio aderido a fibra em detergente neutro; nFDA: Nitrogénio aderido a fibra em detergente
acido; EEHA: Extrato etéreo em hidrélise acida; FDN: Fibra em detergente neutro; FDA: Fibra em
detergente &cido; FDT: Fibra dietética total; EM: Energia metabolizavel estimada de acordo com o NRC
(2006). A FDT foi obtida por meio da somatoria das porgdes sollveis e insoliveis. 0%SE: Dieta contendo
0% de DDGS sem a adi¢éo de enzimas; 0%XP: Dieta contendo 0% de DDGS com a adi¢do de xilanase
e protease; 20%SE: Dieta contendo 20% de DDGS sem a adi¢cdo de enzimas; 20%X: Dieta contendo
20% de DDGS com a adi¢cdo de xilanase; 20%P: Dieta contendo 20% de DDGS com a adi¢éo de
protease; 20%XP: Dieta contendo 20% de DDGS com a adicdo de xilanase e protease.

2.1.2 Caracteristicas fisicas do extrusado

Uma vez produzidas, as dietas 0 e 20% DDGS foram avaliadas em relacdo a
densidade, tamanho dos extrusados, indice de expansado, dureza, uniformidade e
presenca de micotoxinas.

A densidade das dietas na saida da extrusora foi calculada em 11 amostras de
cada tratamento e determinada pela razdo entre peso da dieta (gramas) e volume
(litros). As amostras foram homogeneizadas, colocadas em bureta de 1 litro e pesadas
em balanca digital com capacidade para 2.000 g (Balanca digital pesadora, JB
balancas, Jari, Brasil).

A largura dos extrusados foi medida com auxilio de paquimetro digital

(Paquimetro Absolute, Mitutoyo, Sao Paulo, Brasil), totalizando 10 amostras para cada
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tratamento. O indice de expansao (IE) foi calculado como a relacéo entre a largura dos
extrusados sobre o didmetro da matriz.

Para a andlise de dureza, foram selecionadas 50 amostras de extrusado de
cada dieta, as quais foram submetidas a analise em durémetro (Dr. Schleuniger; Model
5Y tablete tester, Solothurn, Suica) expresso em kgf.

A uniformidade foi avaliada pesando-se 50 amostras de extrusado das dietas
controle e 50 amostras da dieta 20% DDGS para avaliar a diferenca entre os seus
pesos e por consequéncia a uniformidade dos extrusados.

A presenca das micotoxinas deoxinivalenol (DON) e fumonisinas (FB; e FB,) foi
avaliada em todas as dietas. Para a andlise das fumonisinas as amostras foram
submetidas a extracdo, limpeza, concentracdo e quantificacdo por fluorescéncia
conforme o método oficial internacional (art. 955.15) da AOAC (1995). Para realizar a
extracdo, 50 g da amostra foram pesadas e colocadas em copo liquidificador com 80
mL de metanol e 20 mL de cloreto de potassio e o contetdo foi filtrado ap6s a
liquefacdo. No processo de limpeza, uma aliquota de 10 ml do filtrado foi depositada
em cartucho (N+C18SPE) previamente condicionado com metanol e de metanol:agua
(80:20) e por fim, lavado com metanol:dgua e metanol. Entdo, para o processo de
eluicdo, a amostra foi eluida com 10 mL de metanol e &cido acético (99:1) e recolhida
em frascos de vidro. ApOs essa etapa, o extrato foi seco com auxilio de nitrogénio e
temperatura de 60°C. Por fim, para a quantificacdo, o extrato seco foi redissolvido em
metanol (200 ul) e agitado, seguido por derivatizacao (porgcéao de 25 pul transferida para
frasco, onde foi adicionada 225 pl de solucdo oftaldeido e mantido a temperatura
ambiente para reacdo de derivatizacdo por 2 min), em seguida injetada (20 pl) no
CLAE/FLD (Aexcitacdo 335 nm e emissao 440nm) para a realizagao da leitura.

Para determinar a micotoxina DON o método utilizado foi o VICAM (2013). Para
isso, foram utilizadas 25 g da amostra e adicionados 100 mL de agua mili-Q no
liquidificador. A amostra foi filtrada por duas vezes e colocada em coluna de
imunoafinidade, que foi primeiramente condicionada com 1mL de agua ultra-pura, a
uma taxa de fluxo de uma gota por segundo. Apés lavagem da coluna com 2,5 ml de
agua mili-Q, a micotoxina foi eluida lentamente com 2 ml de metanol. O eluato foi seco
em nitrogénio gasoso e temperatura de 60°C. O residuo seco foi redissolvido em 100 pl
de fase mével (acetonitrila:agua, 10:90). Por fim, o extrato (20 pl) foi injetado no CLAE,

equipado com detector de UV, (A=218 nm) onde foi feita a leitura.
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2.1.3 Animais e alojamento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos de Nutricdo Canina —
LENUCAN, da Universidade Federal do Parana — UFPR. Foram utilizados seis caes
(trés machos e trés fémeas) adultos da raca Beagle (1 £ 0,1 anos), com peso médio de
9,47 + 0,71 kg. Durante o ensaio de digestibilidade os animais foram alojados em baias

individuais de alvenaria (5 metros de comprimento x 2 metros de largura).

2.1.4 Protocolo experimental e analises laboratoriais: Digestibilidade e

caracteristicas fecais

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo método de colheita total de fezes,
segundo as recomendacOes da Association of American Feed Control Officials
(AAFCO, 2004). O experimento foi dividido em seis periodos de dez dias (cinco dias de
adaptacado seguidos por cinco dias de colheita total de fezes cada). Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia, nos horarios 8:00 e 16:00 horas em quantidade
suficiente para suprir suas necessidades de energia metabolizavel (NEM), segundo
preconizado pelo NRC (2006) e a agua foi fornecida ad libitum.

O DDGS, as dietas e as fezes foram analisados quanto a matéria seca (MS),
proteina bruta (PB, método 954.01), matéria mineral (MM, método 942.05), fibra bruta
(FB, método 962.10), extrato etéreo em hidrolise acida (EEHA, método 954.02), amido
(método 996.11 adaptado) segundo a AOAC (1995) e energia bruta (EB) em bomba
calorimétrica (Parr Instrument Co., Model 1261, Moline, IL, USA). As analises de FDN,
FDA, NFDN e NFDA foram feitas de acordo com Silva e Queiroz (2002). Foram
analisadas ainda as fracdes dos polissacarideos ndo amilaceos (PNA), FDT, FS e FI
presentes no DDGS e dietas, de acordo com metodologia descrita por Englyst et al.
(1982).
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Tabela 3 - Analise quimica das fracdes dos polissacarideos ndo amilaceos (PNA)
presentes nos graos secos de destilaria contendo solaveis (DDGS) e nas dietas.

ltem DDGS 0%SE 20%SE
Solavel Insoluvel Solavel Insolivel Solavel Insoluvel

Ramnose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Fucose 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Arabinose 0,5 6,7 0,1 0,9 0,2 2,0
Xilose 0,6 10,3 0,0 1,4 0,2 3,2
Manose 0,0 1,0 0,0 0,1 0,0 0,4
Galactose 0,2 1,8 0,1 0,3 0,2 0,7
Glucose 0,5 10,1 0,4 1,3 0,4 3,2
Acido glicurénico 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Acido 0.4 0.3 0.1 0.1 0.2 03
galacturdnico

Total (g/100q) 2,2 30,2 0,7 4,1 1,2 9,8
SD 1,2 1,2 0,3 0,3 0,3 0,3

0%SE: Dieta contendo 0% de DDGS sem a adi¢cdo de enzimas; 20%SE: Dieta contendo 20% de DDGS
sem a adi¢do de enzimas; SD: desvio padréo. 0%SE: Dieta contendo 0% de DDGS sem a adi¢&o de
enzimas;

20%SE: Dieta contendo 20% de DDGS sem a adi¢cdo de enzimas

A partir dos resultados laboratoriais obtidos os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) das variaveis analisadas foram calculados pela equacéao:

CDA% = [(g nutriente ingerido — g nutriente excretado)/ g nutriente ingerido] x
100

A energia metabolizavel (EM) foi estimada sem coleta de urina segundo a
AAFCO (2004):

EM (kcal.g-1) = {kcal.g-1 EB ingerida — kcal.g-1 EB excretada nas fezes — [(g PB
ingerida — g PB excretada nas fezes) x 1,25 kcal.g-1]} / g ragcao ingerida

As fezes foram colhidas no minimo duas vezes ao dia, pesadas, armazenadas e
congeladas (-14°C) em potes plasticos identificados com tampa, constituindo um
composto de fezes de cada animal por periodo de coleta. No final de cada periodo, as
fezes foram descongeladas, homogeneizadas e secas em estufa de ventilagédo forcada
a 55°C (320-SE, Fanem, Sédo Paulo, Brasil) durante 48 horas até peso constante. Uma
vez secas, as fezes foram moidas em moinho de martelo a 1 mm (Wiley, Arthur H.
Thomas Co., Philadelphia, PA) e armazenadas em sacos plasticos previamente
identificados.

As fezes dos animais foram submetidas as analises de pH, nitrogénio amoniacal,
escore fecal, odor, determinacdo de acidos graxos de cadeia curta, 4cido sialico, e

composicao quimica.
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O pH e a amodnia foram avaliados em duplicata nas fezes frescas colhidas no
méaximo apos 15 minutos de defecacdo. O pH fecal foi avaliado em 3,0 g de fezes
frescas, diluidas em 30 mL de agua destilada usando um pHmetro digital (331,
Politeste Instrumentos de Teste LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil).

O teor de amoénia foi determinado de acordo com Brito et al. (2010). A
consisténcia fecal foi avaliada por meio de escore com graduagéo de 1 a 5, sendo 1 o
indicativo de fezes pastosas e sem forma, 2 o indicativo de fezes macias e mal
formadas, 3 o indicativo de fezes macias, formadas e umidas, 4 o indicativo de fezes
bem formadas e consistentes e 5 para fezes bem formadas, duras e secas (Carciofi et
al., 2009). Ao final das colheitas fecais, a mistura composta das fezes de cada animal
foi descongelada e homogeneizada.

O odor fecal foi avaliado por 31 voluntarios que compararam as fezes frescas
dos animais alimentados com as dietas 20% SE e 20% XP com a dieta 0% SE. As
fezes foram coletadas de dois animais e entdo 5g de cada animal foram
homogeneizados e armazenados em um pote, que foi tapado com um papel filme com
36 furos. Os voluntarios deram notas de 1 a 3 para as fezes dos tratamentos 20% SE e
20% XP em comparacao com aquelas do tratamento 0% SE, sendo que as notas
significavam: 1 odor melhor que a controle, 2 igual a controle e 3 pior que a controle.

Para determinar os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) as fezes dos animais

foram coletadas frescas, no maximo 15 minutos apos a defecacdo. Em um recipiente
plastico devidamente identificado e com tampa, 10 g de amostra de fezes eram
pesados e misturados com 30 mL de &cido férmico 16%. Esta mistura era
homogeneizada e armazenada em geladeira a 4°C por um periodo de 3 a 5 dias.
Depois disso, estas solucdes eram centrifugadas a 5000 rotac6es por minuto em uma
centrifuga (2K15, Sigma, Osterodeam Hans, Alemanha) por 15 minutos. Ao final da
centrifugacdo o sobrenadante era separado e submetido a uma nova centrifugacéao.
Cada amostra passou por trés centrifugacbes e ao final da Ultima, parte do
sobrenadante era transferida para um eppendorff devidamente identificado para
posterior congelamento. Posteriormente as amostras foram descongeladas e
passaram por uma nova centrifugacdo a 14000 rotagbes por minuto por 15 minutos
(Rotanta 460 Robotic, Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Os AGCC fecais foram
analisados por cromatografia gasosa (SHIMADZU, modelo GC-2014, Quioto, Japao).
Utilizou-se uma coluna de vidro (Agilent Technologies, HP INNOwax — 19091N, Santa

Clara, EUA) de 30 m de comprimento e 0,32 mm de largura. O nitrogénio foi o gas
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transportador, com uma taxa de fluxo de 3,18 ml / min. As temperaturas de trabalho
foram 200°C na injeccao, 240°C na coluna (na velocidade de 20°C/min) e 250°C no
detector de ionizacdo de chama.

Para analise de &cido sialico, as fezes foram liofilizadas em liofilizador (Alpha 1-4
LO plus, Christ, Osterodeam Hans, Alemanha) e a andlise feita de acordo com
Jourdian et al. (1971).

2.1.3 Delineamento e andlise estatistica

O delineamento adotado no experimento foi 0 Quadrado Latino 6 x 6, composto
por seis tratamentos e seis periodos. A normalidade foi analisada por meio do teste
Shapiro Wilk (P>0,05) e quando esta premissa era atendia os dados eram submetidos
a avaliacdo pelo pacote estatistico SAS (1996). Os dados referentes as caracteristicas
do extrusado foram submetidos a andlise de comparacdo de médias pelo teste t-
Student.

A digestibilidade e caracteristicas fecais foram avaliadas por contrastes
ortogonais (P<0,05). Os contrastes utilizados foram: (0%SE; 0%XP) vs (20%SE; 20%X;
20%P; 20%XP): Dietas sem inclusdo de DDGS vs Dietas com inclusdo de 20% de
DDGS; 0%SE vs 0%XP: Dieta sem DDGS e sem enzimas vs Dieta sem DDGS com
xilanase e protease; 20% SE vs (20%X; 20%P; 20%XP): Dieta contendo 20% de DDGS
sem enzimas vs Dietas contendo 20% de DDGS com as enzimas xilanase e protease
isoladas e combinadas; (20%X; 20%P) vs 20%XP: Dietas contendo 20% de DDGS com
as enzimas isoladas vs Dieta contendo 20% de DDGS com as enzimas associadas;
20%X vs 20%P: Dieta contendo 20% de DDGS com xilanase vs Dieta contendo 20%
de DDGS e protease.

Os dados de caracteristicas fecais que ndo atenderam a premissa que comprova
normalidade foram submetidos ao teste kruskal wallis a 5% de probabilidade.

Valores de P menores do que 0,05 foram considerados significativos e valores
entre 0,05 e 0,1 foram considerados tendéncias.

Os dados de FS, FI e FDT foram submetidos a andlise de correlagdo em

comparacao com aos valores de CDA e EM.
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2.2 EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE

2.2.1Dietas experimentais

O ensaio de palatabilidade foi composto por dois testes realizados em dois dias
e as dietas avaliadas testaram o efeito da adicdo do DDGS com e sem as enzimas.
Para isso, comparou-se as dietas 0%SE vs 20%SE (efeito da adicdo do DDGS sem as

enzimas) e as dietas 0%XP vs 20%XP (efeito da adicdo do DDGS com enzimas).

2.2.2Animais e alojamento

Foram utilizados 16 cdes adultos da raca Beagle: oito machos e oito fémeas com
peso médio de 9,47 + 0,71 kg e idade de 1 + 0,1 anos. Durante o ensaio de
palatabilidade, os animais foram alojados em baias individuais de alvenaria (5 metros

de comprimento x 2 metros de largura).

2.2.3Procedimentos experimentais

Cada teste de palatabilidade foi realizado durante dois dias consecutivos, nos
quais os alimentos foram fornecidos uma vez ao dia as 08:00 horas. Cada animal
recebeu dois potes, cada um contendo uma das dietas avaliadas. A quantidade
fornecida de cada dieta foi 30% superior as recomendacdes de NEM do NRC (2006).
Assim que uma das dietas era consumida completamente, ambos 0s potes eram
retirados e as sobras quantificadas. A posicao relativa dos comedouros foi alternada no
segundo dia de experimento para que nédo houvesse o condicionamento do animal ao
local de alimentacéo.

A primeira escolha foi definida pelo registro do primeiro pote que o animal se
aproximou durante a oferta simultanea dos alimentos. A palatabilidade foi determinada
pela associacdo dos testes de razdo de ingestdo e primeira escolha entre as racdes

ofertadas aos cées. A razdo de ingestao foi calculada pela seguinte formula:

Razéo de ingestdo (%) = [g ingeridas da dieta A ou B/ g totais consumidas (A + B)] x
100

2.2.4Delineamento e andlises estatisticas

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado. Foram utilizados 16
animais totalizando 32 repeticdes por teste (16 caes x 2 dias). Os dados de primeira
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escolha foram submetidos ao teste de Qui-quadrado e a razdo de ingestdo ao teste t-

Student, ambos a 5% de probabilidade.
3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas das dietas

N&do houve diferenca (P>0,05) entre as dietas testadas para as analises de

densidade, tamanho, indice de expansao, dureza e uniformidade (Tabela 4).

Tabela 4 - Média dos valores de densidade, tamanho, indice de expanséo, dureza e
uniformidade das dietas controle e contendo 20% de grdos secos de destilaria
contendo soluveis (DDGS).

0%DDGS 20%DDGS EPM P
Densidade (g/l) 415,50 420,14 0,39 0,448
Tamanho (mm) 0,96 0,78 8,967 0,172
indice de Expanséo 0,213 0,17 1,95° 0,172
Dureza (N) 103,12 64,06 2,94 0,473
Uniformidade (g) 0,26 0,24 2,217 0,464

EPM: Erro padrdo da média. 0%DDGS: Dieta contendo 0% de DDGS; 20%DDGS: Dieta contendo 20%
de DDGS.

Para as fumonisinas os valores foram compreendidos entre 110,03 e 57,66
Hg/Kg de racdo. O deoxinivalenol (DON) foi detectado somente nas dietas contendo
20% de DDGS sem enzima e com as enzimas associadas, nas concentracoes de 750 e
876 ug/Kg respectivamente. Entretanto, todos os valores encontrados nas analises de
micotoxinas (Fumonisina e Deoxinivalenol) encontram-se dentro dos limites maximos

de tolerancia determinados pelo MAPA.

Digestibilidade e caracteristicas fecais

A adicéo das enzimas xilanase e protease nas dietas ndo proporcionou nenhum
efeito nos CDA dos nutrientes e EM (P>0,05). No entanto, houve reducdo (P<0,05,
Tabela 5) no CDA da MS, EEA, EB e MO com a adi¢do do DDGS. O CDAPB e a EM
apresentaram tendéncia a reducgéo (P<0,10).

O pH fecal reduziu com a adi¢édo do DDGS (P<0,05, Tabela 5) e se apresentou

semelhante para todas as dietas contendo o ingrediente.
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Com relagédo aos AGCC, a inclusdo do DDGS aumentou a producgéao total de

AGCC e dos acidos acético e propionico (P<0,05), sem alterar a producdo de acido

butirico.

Tabela 5 - Efeito da adicdo das enzimas xilanase e protease em dietas com (20%) ou

sem graos secos de destilaria contendo solluveis (DDGS) sobre os coeficientes de

digestibilidade aparente (CDA) e energia metabolizavel (EM, kcal/kg) das dietas e

caracteristicas fecais de caes.

Tratamentos Contrastes
0%SE 0%XP 20%SE 20%X 20%P 20%XP EPM A B C D E
Coeficiente de digestibilidade aparente (%)
MS 83,93 8383 76,79 76,69 7596 74,24 086 <0,001 1,000 0,993 0,933 0,999
EEA 92,51 92,7 8882 8981 8827 864 0,48 <0,001 1,000 0,986 0,173 0,813
PB 84,15 84,75 80,68 8189 79,78 77,6 0,66 0,050 0,999 0,996 0,624 0,946
EB 88,38 88,22 80,87 8205 8057 7867 086 <0,001 1,000 0,999 0,640 0,973
MO 87,57 87,78 78,98 79,01 7836 77,29 0,89 <0,001 1,000 0,998 0,978 0,999
EM 4095,2 41185 40159 4018,5 3908,4 38552 26,31 0,071 0,999 0,821 0,719 0,812
Caracteristicas fecais
MST (%) 40,75 38,49 36,62 34,76 3599 37,07 0,879 0,383 0,969 0,999 0,983 0,998
pH 7,07 7,19 6,39 6,51 6,59 6,48 0,076 0,002 0,994 0,975 0,999 0,999
Acidos Graxos de Cadeia Curta (mmol/g MS fecal)
Acético 57,68 61,23 83,52 7597 9243 87,41 0,027 0,005 0,999 0,999 0,999 0,598
Propibnico 26,87 31,16 44,76 43,92 51,83 45,77 0,105 0,002 0,984 0,997 0,999 0,816
Butirico 10,52 9,634 11,38 9,78 12,37 11,49 5514 0,936 0,998 1,000 0,999 0,819
Valérico 0,539 0421 0,492 0587 0,589 0476 325 0961 0,891 0,986 0,850 1,000
Isobutirico 209 1909 1,081 2200 1918 1,749 0498 0,994 0,979 0975 0,721 0,873
Isovalérico 2,831 2,429 2454 2911 2,646 2,362 0,069 1,000 0,882 0,989 0,779 0,978
AGCC Totais 100,53 106,79 144,42 135,37 161,79 149,26 2,0121 0,007 0,999 0,999 1,000 0,699

0%SE: 0% de DDGS sem enzimas; 0% XP: 0% DDGS com xilanase e protease; 20% SE
sem enzima; 20% X: 20% DDGS com xilanase; 20% P: 20% DDGS com protease; 20% XP: 20% DDGS

com xilanase e protease.

: 20% de DDGS

MS: Matéria seca; EEA: Extrato etéreo em hidrolise acida; PB: Proteina bruta; EB: Energia bruta; MO:
Matéria organica; EM: Energia metabolizavel; MSF: Matéria seca fecal.
Os AGCC totais séo calculados como a soma dos AGCC avaliados no experimento.

EPM: Erro padrdo da média.

A: (0%SE; 0%XP) x (20%SE; 20%X; 20%P; 20%XP)

B: 0%SE x 0%XP

C: 20% SE x (20%X; 20%P; 20%XP)
D: (20%X; 20%P) x 20%XP

E: 20%X x 20%P

Os animais alimentados com as dietas contendo DDGS (20%SE e 20%XP)

apresentaram fezes mais fétidas (P<0,05) em relacdo a controle 0%SE. Nao houve

alteracéo (P>0,05) no acido sialico, nitrogénio amoniacal e escore fecal (Tabela 6).
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Tabela 6 - Medianas do &cido sialico (mg), nitrogénio amoniacal (%), escore fecal e
odor fecal de cées alimentados com dietas com ou sem gréos secos de destilaria

contendo soluveis (DDGS) e enzimas.

0%SE 0%XP  20%SE  20%X 20%P  20%XP P

Acido Sidlico 0,9941 0,8618 1,0383 1,0248 0,9750 1,0693 0,456
NH; Fecal 0,003 0,0852 0,0722 0,0729 0,092 0,0605 0,153
Escore Fecal 4 4 4 4 4 4 0,322
Odor Fecal 22 - 3P - - 3P <0,001

0%SE: 0% de DDGS sem enzimas; 0%XP: 0% DDGS com xilanase e protease; 20%SE: 20% de DDGS
sem enzima; 20%X: 20% DDGS com xilanase; 20%P: 20% DDGS com protease; 20%XP: 20% DDGS
com xilanase e protease; NH; fecal: nitrogénio amoniacal fecal. abe) etras distintas indicam diferenca
pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

O aumento do FDT e suas fracdes (FI e FS) apresentou correlacdo negativa com
0s CDA dos nutrientes e a EM das dietas (P<0,01, Tabela 7).

Tabela 7 Correlagdo entre fibra insoltvel (Fl), fibra soltvel (FS), fibra dietética total

(FDT) e coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e energia metabolizavel (EM).

FI FS FDT

CDA

Matéria seca -0,728* -0,652* -0,737*

Extrato etéreo -0,692* -0,726* -0,715*

Proteina bruta -0,522* -0,579* -0,543*

Energia bruta -0,710* -0,657* -0,721*

Matéria organica -0,818* -0,696* -0,824*
Energia metabolizavel -0,467* -0,579* -0,493*
*P<0,01.

3.2 Ensaio de Palatabilidade

Em relacdo a razdo de ingestdo (RI), os animais ingeriram maior quantidade da
dieta 0%XP, quando comparada com a 20%XP (P<0,05, Tabela 8).
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Tabela 8 - Numero de visitas ao comedouro da dieta A e raz&o de ingestéo (RI+ erro
padrao) para caes.

Dieta A vs B N2 RI dieta AP
0%SE vs 20%SE 13 0,48 + 0,05
0%XP vs 20%XP 12 0,61 + 0,049*

0%SE: 0% de DDGS sem enzimas; 20%SE: 20% de DDGS sem enzimas, 0%XP: 0% de DDGS com
xilanase e protease; 20%XP: 20% de DDGS com xilanase e protease.

*Valor de P<0,05 para nimero de visitas para a dieta A pelo teste do Qui-quadrado e teste T de Student
para Razao de ingestéo.

% Namero de visitas para o comedouro B é obtido por 32 — n.

®RI (Razéo de ingestado): g ingeridas da dieta A ou B/ g totais fornecidas (A + B). Rl da dieta B é obtido
por: 1 — RI da dieta A

4 DISCUSSAO
4.1Caracteristicas das dietas

Nas condicdes deste experimento a adicdo de 20% de DDGS nao alterou a
densidade, o indice de expansdo, a dureza, o tamanho e a uniformidade dos
extrusados. Estes dados sao diferentes daqueles encontrados por Monti (2015), que
associa a inclusdo de fibras com a reducdo do indice de expansdao e aumento da
densidade e dureza dos extrusados. Entretanto, no estudo realizado por Monti (2015)
as dietas para cdes continham maior teor de fibra (3 e 9%) em relacdo ao presente
estudo (1 e 2%), o que pode explicar a diferenca entre os resultados. Onwulata et al.
(2001) também correlaciona o aumento das fibras com a reducdo da expanséo e com o
aumento da dureza dos extrusados. Para os autores, 0 aumento da dureza e a reducao
do indice de expanséo ocorrem como resultado da reducdo da elasticidade da massa.
Entretanto, este estudo foi realizado em alimentos contendo alto teor fibroso (12,5%) o
gue pode ter evidenciado estas caracteristicas.

Em relacdo a classificacdo da solubilidade da fibra, o DDGS possui maior
propor¢cdo de FI em comparacdo a FS. De acordo com Robin et al. (2012) as FlI
reduzem a expansdo de cereais e aumentam a sua densidade, devido ao menor
tamanho das células de ar do interior do extrusado. A reducéo do tamanho das células
de ar ocorre pela ruptura precoce das bolhas, devido a baixa compatibilidade quimica
entre a Fl e o amido da massa. Esta alteracado ndo foi observada entre os extrusados
das diferentes dietas. E possivel que estes efeitos sejam constatados em maior nivel
de inclusédo de PNA. Em estudo realizado por Murakami et al. (2016) com alimentos

para caes contendo diferentes niveis de inclusdo de maca (0, 3, 6 e 9%), nédo foi
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encontrada nenhuma relacdo entre a Fl e o indice de expansédo e a densidade, o que
corrobora os resultados encontrados no presente estudo.

Com relacdo as micotoxinas, todos os resultados obtidos no experimento
estiveram dentro dos limites maximos toleraveis impostos pelo MAPA de acordo com a
Portaria n° 130, de 24 de maio de 2006.

4.2 Coeficiente de digestibilidade aparente e caracteristicas fecais

A adi¢cdo de DDGS provocou tendéncia a reducéo da EM e do CDAPB e reduziu
o CDA de todos os outros parametros avaliados. A reducdo no CDA da MS, MO, EEA,
PB, EB e na EM ocasionada pela adicdo do DDGS também foi relatada por Silva et al.
(2016), utilizando caes alimentados com niveis crescentes de DDGS (0, 6, 12 e 18%).
Os autores correlacionaram tal redugdo com o aumento de PNA nas dietas. Em outros
experimentos realizados com caes, também foi encontrada reducdo no CDAMS com a
inclusdo do DDGS (Allen et al., 1981; Corbin et al., 1984).

Com relacdo a digestibilidade proteica, Corbin et al. (1984) ndo relataram
reducdo na absorcao ou retencéo proteica com a adicao de 15,7% de DDGS, o que
pode nado ter sido observado no presente estudo devido a maior inclusdo do
ingrediente. Allen et al. (1981) em um trabalho realizado com cées adultos e inclusédo
crescente (0, 15 e 26%) de DDGS também néo relataram reducao na digestibilidade
proteica, porém observaram tendéncia a reducdo do CDAPB a partir do maior nivel de
inclusdo. Estes dados corroboram o presente estudo, no qual o CDAPB também
apresentou tendéncia a reducdo com a inclusao de 20% de DDGS. No estudo de Allen
et al. (1981) a EM foi reduzida com o nivel mais alto de inclusdo (26%) e no presente
estudo também observou-se tendéncia a reducédo dessa variavel.

O efeito de reducdo na digestibilidade do alimento pode ter ocorrido
possivelmente pelo maior teor de PNA encontrado nas dietas contendo DDGS (Stein e
Shurson, 2009; Silva et al., 2016). Ele também pode ser observado por meio da
correlagcdo negativa entre os CDA dos nutrientes e o FDT, encontrada no presente
estudo. De acordo com Burkhalter et al. (2001), a suplementacdo com fibras na dieta
reduz o CDA pela substituicdo de nutrientes digestiveis por componentes néo
digestiveis (PNA). Além disso, ambos os tipos de fibra (FS e FI) apresentaram
correlacdo negativa com os CDA, indicando que, mesmo em peguena concentracdo, a
FS contribuiu para a reducdo na digestibilidade. Este fenbmeno também foi observado
por Sabchuk et al. (2017) que relataram correlagcdo negativa entre os CDA da MS, PB,
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EEA e EB e EM com FDT, Fl e FS. O mecanismo pelo qual ocorre a redugédo no CDA
pode ser explicado pelos efeitos especificos de cada tipo de fibra sobre a
digestibilidade. No caso da FI, ocorre o aumento na taxa de passagem do alimento pelo
TGI, resultando em menor tempo de contato com as enzimas digestivas (Case et al.,
2000). Ja no caso da FS, hd o aumento da viscosidade do bolo alimentar, que implica
em menor interacao do bolo alimentar com as enzimas digestivas (Oakenfull, 1993).

As enzimas néo tiveram efeito na digestibilidade dos nutrientes e EM das dietas,
o que difere da literatura encontrada para cdes. Em experimento com inclusdo de
niveis crescentes de DDGS e adicdo de xilanase, Silva et al. (2016) observaram
aumento nos CDA da PB, MS e MO, sendo que o CDAPB ficou semelhante ao da dieta
sem o ingrediente. Estes resultados podem néo ter sido observados pela diferenca na
concentracdo da enzima utilizada, sendo que no presente estudo a concentracao foi
menor (0,2 g/kg) do que a utilizada por Silva et al. (2016) (0,5 g/kg). Neste caso, a
relacdo entre a concentracdo da enzima exdgena e a quantidade de substrato pode
nao ter sido suficiente para apresentar efeito no CDA.

Existem diversos fatores que podem influenciar na eficacia das enzimas
exdgenas, tais como a fonte enziméatica, processamento e variabilidade do ingrediente,
interacdo com outros componentes da dieta e fatores intrinsecos ao animal (Bedford e
Schulze, 1998). Deve-se considerar também a alta variabilidade inerente ao DDGS, em
gue amostras de melhor qualidade possuem menos substrato, e por consequéncia,
apresentam menor efeito enziméatico. Isso pode ser observado ao comparar os dados
do presente estudo com os encontrados por Barekatain et al. (2013). Os autores
utilizaram a associacdo das enzimas xilanase e protease em uma dieta para frangos
contendo DDGS de sorgo (sDDGS) nos niveis 0, 15 e 30%. No experimento, foi
observada interagéo entre o nivel de inclusdo de DDGS e a resposta a xilanase, sendo
gue a magnitude de resposta enzimatica ocorreu de forma mais expressiva com 0
maior nivel de inclusédo do ingrediente. Isso demonstra que, em maior concentracao de
xilano, o efeito enzimatico é mais expressivo, 0 que corrobora a hipétese de baixa
concentracdo enziméatica utilizada no presente estudo. O teor de xilose encontrado no
DDGS utilizado no experimento de Silva et al. (2016) foi de 10,9 g/100g, ou seja, 0
mesmo encontrado no presente estudo. Sendo assim, a concentracdo de substrato do
presente estudo foi maior do que a utilizada por Silva et al. (2016), uma vez que o teor
de inclusdo foi maior. Portanto a reducédo da inclusdo enzimatica foi suficiente para

inviabilizar o efeito enzimatico.
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Com relacdo a protease isolada, Baraketain et al. (2013) afirmaram que a
qualidade da proteina da dieta desempenha papel importante na magnitude da
resposta enzimatica. No experimento, o efeito da protease foi maior nas dietas
contendo o sDDGS, indicando que proteinas de pior qualidade (do sDDGS em relagéo
ao sorgo) apresentam melhor efeito enzimatico. Isso pode indicar que o processamento
térmico do DDGS utilizado neste experimento nédo foi excessivo, resultando em menor
perda de biodisponibilidade proteica.

Por outro lado, existe outra hipOtese para a atuacdo da protease em dietas
contendo DDGS de milho. Pedersen et al. (2015) acreditam que a acao da protease no
DDGS ¢€ potencializar o efeito da xilanase por meio da hidrélise dos inibidores de
xilanase (tais como Triticumaestivum xylanase inibitor — TAXI e Xylanase inibiting
proteins — XIP) presentes no milho. Os autores relatam que a xilanase aumenta a
acessibilidade as proteinas encapsuladas na parede celular, especificamente no AX,
por meio da degradagéo deste composto. Com isso, haveria consequente abertura da
estrutura da parede celular e liberacdo da proteina encapsulada, aumentando sua
solubilizacdo. Sendo assim, € possivel que no presente experimento, a protease tenha
atuado nestes inibidores de protease, porém, como a concentracdo de xilanase nao foi
suficiente, o efeito sinérgico das duas enzimas néao foi observado.

Com relacdo a associacdo das enzimas xilanase e protease, Pedersen et al.
(2015) constataram aumento na solubilidade proteica in vitro de amostras de DDGS de
milho. Entretanto, a dose de protease, a purificacdo e a metodologia utilizadas foram
diferentes daquelas aplicadas neste experimento. Em estudo realizado com frangos, a
adicdo da protease aumentou a digestibilidade de aminoacidos e da EM em dietas
contendo DDGS com xilanase e amilase (Romero et al., 2013). Estes resultados
evidenciam a necessidade de testar diferentes enzimas e concentracdes de xilanase e
protease com o intuito de melhorar o CDA do DDGS.

A adicdo do DDGS provocou reducdo (P<0,05) no pH fecal dos animais
indicando possivel efeito prebidtico. Este efeito também foi observado com a incluséao
de 18% de DDGS em dietas para caes por Silva et al. (2016) e pode ser explicado pelo
aumento na producdo de AGCC totais (Kawauchi et al., 2011). Em estudo realizado por
Lopez et al. (1999), avaliando dietas contendo arabinoxilano (AX) (um dos principais
PNA do DDGS) para ratos, também foi relatada redugéo do pH fecal (de 7 para 6). Os
autores explicam este efeito devido ao acumulo de AGCC no intestino dos animais, 0

que também ocorreu no presente estudo. A reducdo do pH intestinal também foi
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relatada por Lu et al. (2000) em experimento com ratos recebendo dietas contendo AX.
A reducéo do pH por meio da producdo de AGCC é vista como benéfica ao organismo
dos animais e acredita-se que em pH < 7,0 haja a reducdo da absorcdo de promotores
de tumor, como a amonia (Visek et al., 1978).

A adicdo do DDGS aumentou a producéo total de AGCC, indicando que houve
maior fermentacdo intestinal. Este efeito também foi relatado por Belobrajdic et al.
(2012) e Calabro et al. (2013) ao analisar dietas contendo AX. Os autores associaram
este resultado a maior presenca de substrato no intestino dos animais. De acordo com
Toden et al. (2006), o aumento total de AGCC tem efeito de protecéo contra o efeito
carcinogénico da fermentacdo proteica, o que € benéfico em dietas para cdes onde ha
alta incluséo de proteinas.

Dos AGCC avaliados, os acidos acético e propidnico apresentaram aumento de
producdo. Em um experimento realizado com fermentacao in vitro de AX, Hopkins et al.
(2003) encontraram o mesmo efeito. Os autores associaram este resultado ao aumento
das bactérias do género Bacteroides, uma vez que estas sdo responsaveis pela
producdo dos acidos propibnico e acético. No estudo, os autores também notificaram
que este género de bactéria apresenta preferéncia por degradar AX. Sendo assim, o
AX estimulou o desenvolvimento do género Bacteroide, que por sua vez, produziu os
acidos propidnico e acético como metabolitos. E possivel que no presente estudo tenha
aumentado a concentracdo de acetato e propionato pelo mesmo mecanismo, porém,
para assegurar esta hipotese, o perfil microbiolégico das fezes dos animais deveria
também ser analisado. O aumento na producdo dos &cidos acético e propiénico sao
considerados benéficos aos animais, uma vez que estes sao correlacionados
respectivamente com reducdo da lipogénese, de niveis séricos de colesterol e de
cancer e com aumento no fluxo sanguineo da mucosa intestinal (Hosseini et al., 2011,
Scheppach, 1994). Desta forma, o efeito no perfil dos AGCC fecal dos animais,
causado pela adicdo de DDGS é benéfico e interessante para a saude dos animais.

A MST ndo foi modificada pela adicdo do DDGS, o que indica que o0 aumento do
FDT ndo implicou em alteracdo na retencdo hidrica nas fezes, provavelmente pelo seu
carater principalmente insoltvel. Este dado difere da literatura, em que foi relatada a
redugédo da MSf com a inclusdo do DDGS (Silva et al., 2016). Estas diferengas nos
dados podem ter ocorrido pela variabilidade do DDGS usado e pela diferenca na

proporcao de FI:FS encontrada entre eles. De acordo com Burkhalter et al. (2001) a
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proporcéo das fibras na fonte de FDT de um alimento pode afetar as caracteristicas
fecais dos animais.

O escore fecal é diretamente influenciado pelo teor de umidade das fezes, e
também ndo apresentou alteracdes inerentes a adicdo do DDGS. Esta caracteristica
também foi observada por Silva et al. (2016). Ambos os parametros (MSf e escore
fecal) encontraram-se dentro dos niveis normais para a espécie.

As fezes dos animais alimentados com dietas contendo DDGS foram mais
fétidas do que aquelas dos animais que nao receberam o ingrediente. Isso pode ser
explicado pelo maior teor de AGCC encontrado nas dietas contendo o ingrediente. De
acordo com Yamakoshi et al. (2001), o odor fecal est4 associado com a presenca de
mercaptanos, sulfeto de hidrogénio, indole, aminas volateis e AGCC. Para reduzir o
odor fecal, pode-se testar a associacdo da adicdo de DDGS com ingredientes que
contenham substéncias de efeito desodorante. Existem estudos que comprovam a
eficacia da utilizacdo de Yucca como aditivo na alimentagdo de cdes com o intuito de
melhorar o odor fecal destes animais (Lowe e Kershaw, 1997).

O acido sidlico, parametro indicativo de agressdo a mucosa intestinal (Pirgozliev
et al., 2005), ndo foi alterado pela adicdo de fibras provenientes do DDGS nas dietas.
Tal resultado indica que o ingrediente ndo é nocivo a mucosa do TGIl. O mesmo foi
observado por Sabchuk et al. (2017) que avaliaram diferentes niveis de fibras em
dietas para cdes sem haver diferencas na producéo do acido sialico fecal dos animais.

O nitrogénio amoniacal fecal nao foi alterado pela adicdo do DDGS na dieta, 0
que também foi relatado por Silva et al. (2016). Neste experimento, 0os autores ndo
detectaram nenhuma alteracdo fecal ocasionada mesmo pelo maior nivel de inclusédo
(18%) de DDGS em dietas para caes.

4.3 Ensaio de Palatabilidade

A adicdo de DDGS com ou sem as enzimas néo interferiu na primeira escolha
dos animais, diferente dos resultados encontrados na literatura. No experimento de
Silva et al. (2016) os caes optaram inicialmente pelo alimento contendo 18% de DDGS.

No teste de RI para as dietas sem enzimas, a adicdao de 20% de DDGS néo
provocou diferenca de palatabilidade entre as dietas. Este resultado difere da literatura
para caes (Silva et al., 2016; Corbin et al., 1984). De acordo com Silva et al. (2016) a
dieta contendo 18% de DDGS mostrou-se mais palatavel aos caes do que aquela sem
a incluséo do ingrediente. Segundo Corbin et al. (1984) a adicdo de 10% de DDGS
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também foi capaz de aumentar a ingestdo do alimento fornecido e este fenémeno foi
atribuido ao alto nivel de gordura presente no DDGS. Apesar do nivel de EEA do
DDGS ser maior do que o do milho, no presente estudo as dietas ndo apresentaram
variacdo na composicao quimica final para este nutriente. Deve-se considerar também
os diferentes niveis de inclusdo do ingrediente que podem ter sido responsaveis pelas
diferencas de resultado encontradas entre os experimentos.

No teste de Rl comparando-se as dietas 0%XP vs 20%XP os animais preferiram
a dieta sem o DDGS. Somente com os dados adquiridos por este experimento néo é
possivel atribuir esta diferenca de preferéncia a uma causa especifica, uma vez que a
palatabilidade € um parédmetro extremamente complexo e influenciado por diversos
fatores. Dentre os fatores que podem influenciar a palatabilidade estdo as
caracteristicas organolépticas do alimento, imprinting social e comportamento neofilico
ou neofdbico inerentes ao préprio animal (Félix et al., 2010). Sendo assim, o préprio
fato dos animais terem sido alimentados previamente com as dietas testadas ou
qualquer interacdo entre as enzimas e a composicdo da dieta que possa ter alterado
algum destes fatores ja seria capaz de alterar a palatabilidade dos alimentos. Além
disso, de acordo com Félix et al. (2010) o préprio sabor de um dos alimentos pode
interferir no outro dificultando a escolha do animal e mascarando os resultados. Desta
forma, é necessario realizar outro estudo para buscar compreender melhor a interacdo

entre o DDGS, as enzimas e a palatabilidade em caes.

5 CONCLUSOES

A adicdo de 20% de DDGS na dieta para cdes promove reducdo na
digestibilidade da dieta sem alterar as caracteristicas do extrusado. Com relagdo as
enzimas, a adicdo combinada ou isolada de xilanase e protease, nas concentragdes
utilizadas neste experimento, ndo ocasionou alteracbes nos CDA dos nutrientes e EM
das dietas ou nas caracteristicas fecais dos cées. A palatabilidade do alimento é

reduzida com a adicdo das enzimas na dieta.
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CONSIDERACOES FINAIS

O DDGS é bastante usado na nutricdo animal em paises onde ha grande oferta
deste ingrediente. No Brasil sua disponibilidade ocorre na entressafra da cana-de-
acucar e seu baixo custo de aquisicao associado a boa qualidade nutricional também o
torna atrativo para esta industria.

A composicdo deste ingrediente é favoravel, pois combina elevado teor de PB
com os beneficios funcionais das fibras alimentares e dos AGCC. Desta forma, 0 uso
deste ingrediente € bastante visado pela industria de alimentos para animais de
companhia, onde a busca por ingredientes de boa qualidade que reduzam o custo da
formulacédo é cada vez maior.

Com o intuito de melhorar a digestibilidade do DDGS pode-se associar seu uso a
enzimas exdgenas. A xilanase e a protease sdo potencialmente eficazes, porém é
necessario determinar a concentracdo enziméatica ideal capaz de melhorar o CDA do
ingrediente e se os ingredientes utilizados apresentam quantidade de substrato que
justifigue a adicdo das enzimas. Para que esta pratica seja adotada pelas empresas
deve-se realizar a avaliagéo da viabilidade econémica desta substituicao.

O uso do DDGS na nutricdo de caes pode ser empregado nas categorias
standard, econdmica e, eventualmente, na premium, pois elas aceitam alteracdes na
composicdo da formulacdo ao longo do ano. Com relacédo a indicacdo de categoria,
este ingrediente pode ser usado para animais em manutencdo e no tratamento de
obesidade, uma vez que este grupo € beneficiado pelo elevado teor de fibras do
ingrediente.

Por fim, conclui-se que o DDGS pode ser usado com sucesso na nutricdo de
cdes. Porém, para melhorar seu aproveitamento com a associa¢cdo enzimatica deve-se
determinar a sua melhor concentracdo e as possiveis interacdes em relacdo a

quantidade de substrato necessaria para acdo enzimatica nas dietas formuladas.
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