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Pancreatic Enzymatic Activity of Broiler Fec
Containning Enzyme or Probiotic

RESUMO

Este trabalho foi realizado para avaliar o efeito da adicé
ou probidtico, bem como do estresse calérico sobre a ativid:
digestivas de frangos de corte aos 7, 14, 28 e 42 dia
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ¢
parcelas subdivididas com 6 tratamentos primarios, co
esquema fatorial 6x2 (ra¢des x temperatura) e 4 tratament
(idades de amostragem), com 2 repeti¢cBes. Ndo foi ve
significativo dos tratamentos sobre a atividade especifice
exceto para as atividades de amilase aos 14 dias e tripsina
idade, nas quais a adicdo de enzima proporcionou maiore
a idade de criagdo afetou significativamente toda
quantificadas, sendo que a atividade especifica de lipase
atividades especificas de amilase, tripsina e quimotripsin:
com a idade das aves. A temperatura ambiente (calor) tan
producdo enzimatica de acordo com a idade dos frangos
um aumento na atividade de lipase e redu¢do na tripsina

ABSTRACT

This investigation was undertaken to study the effect o
or probiotic supplementation in broiler chicken diet, as we
on pancreatic enzymes activities at 7, 14, 28 and 42 da
experiment was performed at randon in a subdivided parcel
treatments in a factorial schedule 6 x 2 (diets and tempel
secondary treatments (age), with 2 repetitions in each
significant effect (p > 0.05) of treatment was found ¢
enzymes activities, except for amilase activity at 14 days an
days of life, in which the enzyme addition increased th
trypsin activities. Broiler age affected significantly all stu
where lipase specific activity decreased and amilase
quimotrypsin specific activities increased with broiler chickel
temperature (heat) also affected enzimes production accol
chicken age, with an increase in lipase activity and reduc
and amilase.
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INTRODUCAO

O uso de enzimas e probiéticos na alimentacao de
animais monogastricos tem despertado o interesse de
varios pesquisadores nos Ultimos anos. Entretanto,
poucos sdo 0s estudos relacionados com o efeito do
estresse térmico sobre a atividade de enzimas
digestivas de frangos de corte alimentados com dietas
suplementadas com probiético e enzimas exdgenas.

A acdo dos probidticos esta relacionada
basicamente a melhoria do estado de salde do
hospedeiro, sendo considerados biorreguladores do
trato intestinal, com ac¢éo preventiva e curativa. O uso
de probioticos permite uma colonizagdo rapida e
eficiente de microrganismos da microbiota intestinal.
Entretanto, limpeza e técnicas de desinfec¢do séo
essenciais para seu SUCesso nesse Processo, uma vez
qgue qualquer fator que leve ao desequilibrio da
microbiota, seja com o uso indevido de
antimicrobianos ou estresse de qualquer natureza,
poderad permitir a instalacdo e multiplicacdo de
microrganismos patogénicos (Miles, 1993). Desta
forma, os probidticos tornam-se uma alternativa eficaz
e econdmica em substituicdo aos antibidticos, desde
gue ndo alterem negativamente o desempenho animal
(Vargas et al., 2000).

As enzimas, em geral, sdo utilizadas na alimentacao
animal com a finalidade de complementar as enzimas
que sdo produzidas pelo proprio animal em
guantidades insuficientes (amilases e proteases) e
fornecer enzimas que eles ndo conseguem sintetizar
(celulases). Com isso, se reduz o efeito negativo
causado pelos polissacaridios ndo-amilaceos (PNA',
principais componentes estruturais das paredes
celulares dos cereais) (Fisher, 2002). Segundo Choct
(2000), os polissacaridios ndo-amilaceos na dieta de
nao-ruminantes, tém uma atividade anti-nutricional,
a qual leva a uma pobre utilizacdo de nutrientes. Além
disso, a adi¢do de enzimas reduz o impacto da
variabilidade na capacidade digestiva da ave, tanto
diretamente (através do aumento da capacidade
digestiva com a enzima) ou indiretamente (pela
estabilizacdo da microbiota intestinal). Isso reflete o
potencial da enzima para maximizar a capacidade
digestiva dos frangos de corte e, assim, utilizar de
forma eficaz os nutrientes (Pack et al., 1998). E de
vital importancia a selecdo adequada de uma fonte
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funcionam. Consequientemente, 0 sucess
de tecnologia enzimética requer o cont
compostos quimicos a serem hidrolisados
sob as quais as rea¢des ocorreram (Classe

Dessa forma, o objetivo do trabalho fc
suplementac¢do da dieta através de enzima
bem como o estresse cal6rico, interferer
de enzimas digestivas pancreaticas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 720 pintos da linhag
alojados em 24 unidades experimentais, ¢
de 12 aves/m?, ndo sexados. Um grupo de
foi manejado em condicéo de estresse ca
quente), em que a temperatura ficou em
1°C desde o primeiro até o 42¢° dia. Um c
animais (360) foi criado em condicéo
(cAmara termoneutra), em que a ter
controlada de acordo com a idade das ave
33°C, 7-14=29°C, 14-21=27°C, 21-28=
25°C. O delineamento utilizado foi o
casualizado, com esquema em parcelas sutk
6 tratamentos primarios que constituem
fatorial 6 x 2 (ragcBes x temperatura) na
tratamentos secundarios nas subparcel
amostragem), e com 2 repeticGes por tratar
fornecida foi a base de milho e farelo de s
kcal de EM/kg, suplementada com 2 nivei
CALSPORIN-Bs"(Fatec): 30 e 40 mg/kg (10*
esporuladas de Bacillus Subtillis por gram
como ingrediente ativo) ou com
suplementacéo enziméatica PANASE" (Ham:
300 e 500 mg/kg (combinacédo
amiloglucosidase e protease) de ragéo e ul
(sem suplementagdo). A alimentacéo foi forne
O balanceamento da racdo utilizada no
28 dias e de 29 a 42 dias de idade foi fi
com as exigéncias nutricionais das aves
periodo (NRC, 1994). Aos 7, 14, 28 e 42
cada tratamento, tomadas ao acaso, foram
total de 192 aves), colhendo-se o péan
imediatamente congelado em nitrogé
armazenado a -70°C.

Para a obtencéo das enzimas e proenzi
no presente trabalho, o pancreas foi de
homogeneizado um homogeneizador
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aliguotado, armazenado a -20°C e utilizado
posteriormente para a determinacdo da atividade
enzimatica de amilase, lipase, tripsina e quimotripsina.
Todas as operagdes foram realizadas a 4°C.

A atividade da lipase foi determinada por
titulometria segundo o método de Sarda & Desnuele
(1958). Foi utilizada emulsdo de 6leo de oliva (SIGMA
800.1) como substrato, em presenca de
taurodeoxicolato de sodio 6 mM, NaCl 0,15 M, CaCl,
1 mM, tampao Tris (hidroximetil) aminometano 0,2
mol/l pH 8,0 e excesso de colipase de frango
parcialmente purificada (Brockman, 1981).

A ativacdo do zimogénio da tripsina foi efetuada
em tampéo Tris-HCI 50 mM contendo CaCl, 50 mM e
pH 8,0. Em cada dosagem, o extrato de pancreas da
amostra teste foi incubado a 37°C, durante 30 min,
com igual volume de enteroquinase. Apés a ativagao
do tripsinogénio, a atividade da tripsina foi
determinada descontinuamente a 37°C, de acordo
com o procedimento descrito por Kakade et al. (1974).
A reagdo foi iniciada pela adicdo do substrato N-
benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (SIGMAY) ao meio
de incubagéo.

A atividade da a-amilase pancreatica foi
determinada a 37°C (Bernfeld, 1955), através da
dosagem da maltose liberada, a partir da hidrélise do
amido (substrato), pela enzima presente no extrato
pancreatico.

O substrato usado na dosagem da atividade da
guimotripsina foi o N-glutaril-L-fenilalanina-p-
nitroanilida (GAPNA), pelo método segundo Erlanger
et al. (1966). A reacdo sempre foi iniciada pela adi¢do
do substrato ao meio de reagdo. Ap6s 10 minutos, a
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 0,2 mL de &cido
acético 30% (v/v), centrifugada em uma
microcentrifuga SPIN | durante 5 min, e a p-nitroanilida
liberada no sobrenadante foi determinada em 410 nm
(€4100m = 8-800 M cm™?). Em cada experimento, foram
incluidos controles sem adi¢do de enzima para se
estimar a hidrélise espontanea do substrato. As
determinagdes foram feitas em triplicatas e as
velocidades iniciais permaneceram constantes durante
pelo menos 30 minutos, com menos de 5% do
substrato sendo hidrolisado. Uma unidade (U) de
enzima foi definida como sendo 1 nmol de p-
nitroanilida liberada/min nas condigdes do teste.

A dosagem de proteina foi efetuada de acordo com

P Y P (e
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes F e coeficientes de variaca
andlises estatisticas do experimento sdo
na Tabela 1, na qual pode-se observar qu
de lipase e quimotripsina pancreatica nao
significativo (p>0,05) para as ra¢des e par
de criagdo. Para a atividade de tripsin:
houve interagdo significativa entre RC
Temperatura), enquanto que para a
amilase pancreatica houve efeito sign
racdo (médias controle=0,145b; 3
40P=0,149ab; 100E=0,163ab; 3
500E=0,152ab) e temperatura (médias q
termoneutra=0,164a) separadamente. |
idade dos animais foi altamente significa
as enzimas analisadas. Apenas para a
quimotripsina pancredtica ndo foi verific
entre racio e temperatura versus idade ©

Na Tabela 2, pode-se verificar o efeit
RCXTP para a atividade de tripsina.
temperatura de criagdo foi marcante pa
de tripsina pancredtica, principalm
tratamento contendo 100 mg/kg
ocasionando uma reducdo da atividac
animais foram submetidos ao estresse c:
para a ragdo contendo 300 mg/kg de enzi
das racdes foi inconsistente em funcao d
de criacdo e da dieta controle, ora aun
diminuindo a produgéo de tripsina, pore
significativo (p>0,05).

O desdobramento da interagéo TPxID |
idade) para as atividades enziméticas de al
tripsina pancredticas esta apresentado na

Com o avanco da idade dos animais,
teve um efeito significativo sobre a atividac
pancreaticas. Pode-se observar ainda que
em condigdes termoneutras tiveram umar
enzimética, principalmente no periodo fil
exceto para lipase aos 28 e 42 dias, em ¢
foi inverso. Isso pode ser explicado pelo fz
altas temperaturas ambientais, as aves tel
0 apetite e reduzir a ingestao de aliment
reduzir a taxa de crescimento, a produg?
peitoral e aumentar a proporgao de gord
(Temim et al. 2000; Geraert et al. 1996).

Em frangos de corte expostos ao calor |
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foi observada para as dosagens de enzimas no presente
estudo. Depois dos primeiros dias, a atividade de
amilase aumenta significativamente (p<0,05) para um
nivel maximo e depois cai a partir do terceiro dia
(Osman & Tanios, 1983).

Na Tabela 4, estd apresentado o desdobramento
da interagdo RCxID (racdo x idade) para as atividades
enzimaticas de amilase, lipase e tripsina pancreatica.

A atividade de lipase pancreatica ndo foi afetada
(p>0,05) pela adigédo de enzima e/ou probiético a dieta.
No entanto, a atividade de amilase foi afetada
significativamente pela adicdo de probiético aos 14
dias de idade, levando a uma diminui¢do da atividade
nesse periodo, o que também foi observado para o
controle. O mesmo comportamento foi observado
para a atividade de tripsina aos 28 dias de idade, com
a dieta contendo 30 mg/kg de probiético.

Como pode ser observado, a idade interfere
significativamente na produc¢édo de enzimas digestivas,
tanto no que diz respeito a interacdo com as diferentes
racdes, como para as temperaturas de criacdo.

A atividade de lipase diminuiu com a idade das aves.
De forma semelhante, Dunnington & Siegel (1995),
estudando a atividade de enzimas em frangos
selecionados para alto/baixo peso vivo aos 42 dias de
idade, observaram que a atividade relativa de lipase
atingiu niveis mais elevados aos 8 dias e depois caiu
até 15 dias de idade. Ao contrario do obtido nesse
estudo, Nir et al. (1993) observaram que a atividade
de lipase aumentou gradualmente até atingir cerca
de 40 vezes seu valor aos 14 dias de idade. Ja a
atividade especifica de lipase no pancreas de frangos
de corte ao nascimento até 20 dias, em estudo
realizado por Nitsan et al. (1991), diminuiu durante
os 3-6 primeiros dias apds nascimento e aumentou
cerca de 10-20% aos 21 dias.

Ao contrario do ocorrido com a atividade de lipase,
a atividade de amilase pancreatica aumentou com a
idade das aves, até 42 dias de idade. Resultados
contraditorios foram observados por Nir et al. (1993),
gue verificaram que a atividade especifica de amilase
diminuiu com a idade das aves até 15 dias.

Dunnington & Siegel (1995) verificaram que a
atividade relativa de amilase em frangos selecionados
para alto/baixo peso vivo aos 42 dias de idade teve
uma queda no periodo de 6-8 dias, um pico aos 10
dias e depois caiu até 15 dias de idade.

P N T 7 T T T
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aos 11 dias de idade.

De uma maneira geral, a atividad
aumentou com a idade, exceto algumas
controle e com 40 mg/kg de probidtico.

Esses resultados estdo de acordo cc
por Dunnington & Siegel (1995) que ver
atividade relativa de tripsina de frango:
para alto/baixo peso vivo aos 42 dias d
mesmo comportamento da amilase
elevados aos 10 dias), s6 que continuot
até 15 dias de idade.

Da mesma forma, a atividade especit
no pancreas de frangos de corte do nasc
dias, em estudo realizado por Nitsan
diminuiu durante os 6 primeiros dias apo:
aumentou cerca de 10-20% aos 14 dias ¢
etal. (1993) observaram o contrario, ou st
de tripsina aumentou gradualmente até &
mais elevado aos 11 dias, caindo um pol

A atividade de quimotripsina aumentc
das aves (médias 7dias=0,357c; 14 dic
dias=0,565a; 42 dias=0,584a), mas
interacdo com os demais fatores. Issc
verificado em experimento realizado por
Siegel (1995), no qual a atividade
quimotripsina aumentou durante todo o
dias. Em geral, as atividades foram maiore
selecionados para alto peso. Nesse mesn
verificaram que a administracdo de uma
20% mais proteina bruta e 20% |
metabolizavel logo apds o nascimen
selecionadas para baixo peso corporal
resultou num aumento significativo
quimotripsina e lipase pancreéticas.

Nir (1998) observou uma diminuig
enddgena das enzimas amilase, tripsina e
quando pintos de corte, com duas sem:
receberam dietas suplementadas com es
autor admite que a secre¢do de enzima
seja afetada pela concentracdo de enzim
delgado e/ou substratos ou produtos de

CONCLUSOES

Os resultados desse experimento evic
0 uso de enzima ou probidtico em ragdes
corte ndo tem efeito persistente na ativida

Y L T R Y T T T L
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idade, o estresse calérico causou uma diminui¢do
significativa na producdo e secrecdo de amilase e
tripsina pancreatica, sendo esse efeito mais evidente
no periodo final de criagdo.

Tabela 1 — Testes F e Coeficientes de variagdo das anélises estatisticas do experimento.

Estatistica Variaveis

Amilase Lipase Tripsina Quimotripsi
F p/ Rag&o (RC) 3,75 * 0,62 ns 4,64 * 0,36 ns
F p/ Temperatura (TP) 16,08  ** 0,17 ns 6,28 * 0,54 ns
F p/ Inter. RCXTP 1,17 ns 0,95 ns 5,10 *x 1,52 ns
F p/ Idade (ID) 145,46 ** 61,36 *x 85,21 *x 53,39 **
F p/ Interagéo RCxID 6,43 *x 3,83 *x 5,18 *x 0,76 ns
F p/ Interacdo TPxID 9,65 3 25,89 X3 12,15 L 1,29 ns
F p/ Interacdo RCXTPxID 5,75 *x 2,71 *x 3,46 *x 1,36 ns
CV (%) parcelas 12,11 20,27 13,98 13,82
CV (%) subparcelas 10,46 12,34 13,37 14,41

ns - ndo significativo.
* e ** -significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente.

Tabela 2 — Desdobramento da Interagédo (racdo x temperatura), para a atividade de tripsina pancreatica (nmoles/minuto

Variavel Temperatura Racdes

Controle 30P 40P 100E 300E
Tripsina Quente 50,713 40,513 43,889 47,028B 57,421
Termoneutra 51,975 53,061 45,001 60,014A 49,583 52,886

A-B - médias com letras iguais nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05); na vertical.
P - probiético mg/kg.
E - enzima mg/kg.
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Tabela 3 — Desdobramento da Interagéo (temperatura x idade) para as atividades de amilase, lipase e tripsina pancreatic

Variaveis Temperatura Idade (dias)

7 14 28 £
Amilase Quente 0,138b 0,129b 0,129b 0,1
pumoles/minuto/mg de proteina Termoneutra 0,128b 0,145b 0,146b 0,2!
Lipase Quente 13,14a 10,08bB 10,54bA 9,7
pmoles/minuto/mg de proteina Termoneutra 13,38a 13,62aA 7,91bB 7,8
Tripsina Quente 42,02b 34,11bB 59,67a 58,
Nmoles/minuto/mg de proteina Termoneutra 42,10bc 41,63cA 51,95b 72,

A-B/a-b - médias com letras iguais, por enzima, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05); minuscula
mailscula na vertical.

Tabela 4 — Desdobramento da Interacéo (ragdo x idade), para as atividades de amilase, lipase e tripsina pancreatica.

Variaveis Ragdes Idade (dias)
7 14 28 42
Amilase Controle 0,120bc 0,108cB 0,162ab 0,18
umoles/minuto/ 30P 0,142b 0,117bB 0,118b 0,25
mg de proteina 40P 0,129b 0,124bB 0,137b 0,20
100E 0,138b 0,148bAB 0,152b 0,21!
300E 0,140b 0,190abA 0,131b 0,211
500E 0,129b 0,134bAB 0,126b 0,21
Lipase Controle 13,270 13,128 9,908 10,0:s
pmoles/minuto/ 30P 12,835 11,163 9,960 8,23
mg de proteina 40P 13,815a 12,930a 7,663b 7,22
100E 14,803a 11,895a 7,547b 7,71¢
300E 11,885 10,565 9,973 11,1¢
500E 12,975 11,420 10,313 8,49
Tripsina Controle 36,360b 35,998b 74,753aA 58,26
Nmoles/minuto/ 30P 37,948b 36,060b 45,700abB 67,44
mg de proteina 40P 35,323 37,708 52,930AB 51,8:
100E 49,988ab 40,695b 49,878abAB 73,52
300E 49,355ab 37,693b 60,195aAB 66,76

500E 43,373b 39,048b 51,408bAB 74,69
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