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RESUMO - Com o objetivo de avaliar o desenvolvimento de 6rgdos do aparelho digestério e o perfil enzimatico de
o-amilase, lipase e tripsina, realizou-se um experimento com duracdo de 21 dias utilizando-se pintos de 1 dia, machos, Avian
Farm, criados em baterias aquecidas e alimentados a vontade com agua e dieta purificada contendo os L-aminoécidos essenciais,
acido L-glutamico (fonte de nitrogénio ndo-especifico), minerais e vitaminas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro repeticdes de dez aves. No primeiro dia de vida e aos 7, 14 e 21 dias de idade, quatro animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e o figado, pancreas e intestino delgado foram removidos e pesados para determinagédo
das atividades de o-amilase, lipase e tripsina. Os pesos absolutos aumentaram com a idade. O peso relativo do pancreas e dos
intestinos reduziu aos 21 dias. As atividades especificas (Ul/mg de proteina) das enzimas o-amilase e lipase foram maiores no
19 dia, diminuiram no 7° dia, alcangando pico méaximo no 14° dia e tornando a reduzir no 212 dia de idade. A atividade especifica
(Ul/mg de proteina) de tripsina ndo se alterou com a idade. As atividades relativas da a-amilase, lipase e tripsina (U1/100 g
de peso corporal) aumentaram do 1° ao 142 dia de idade e reduziram no 21° de idade. As atividades maximas das enzimas digestivas
o-amilase e lipase ocorrem no 142 dia de idade. O perfil enziméatico da tripsina, de modo geral, ndo se altera com a idade, o
que pode ser explicado pelo fato de os animais serem criados com dietas purificadas, que ndo estimulam a produgdo de enzimas
proteoliticas.
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Enzymatic profile of a-amylase, lipase and trypsin in the pancreas and the
growth of the liver, intestine and pancreas in broiler chicks from one to 21
days of agel

ABSTRACT - With the objective of assessing the development of organs of the digestive tract and the enzymatic profile
o-amylase, lipase and trypsin, an experiment lasting 21 days was carried out using one-day-old male Avian Farm broiler chicks,
reared in heated batteries and fed ad libitum with water and purified diets containing all L-essential amino acids, glutamic acid
(nonspecific nitrogen source), minerals and vitamins. A randomized complete design was used with four replications of ten
birds. At one, seven, 14 e 21 days of age, four chicks were sacrificed and the liver, pancreas and intestine were removed and
weighed to determine the pancreas a-amylase, lipase e trypsin activities. The absolute weights increased with age. The pancreas
and intestine relative weight reduced at 21 days of age. Specific activities (Ul/mg protein) of a-amylase and lipase were higher
on the 15t day, decreased on the 7t day, reaching the maximum peak on the 14th day decreasing again on the 215t day. Trypsin
specific activity (Ul/mg protein) did not vary with age. The activities per 100 g of body weight of o-amylase, lipase and trypsin
(U1/100g body weight) increased from the first to the 14t day of age and showed a reduction on the 215t day. The maximum
activities of the digestive enzymes o-amylase and lipase occurred on the 14t day of age. The enzymatic profile of trypsin
in general did not alter with age, that can be explained by the fact that the animals were raised on purified diets, that did not
stimulate proteolytic enzymes.
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Introducéo

Em frangos de corte na primeira semana de vida, a
anatomiae fisiologia do aparelho digestorio sdo diferentes
das observadas em aves com mais idade. As necessidades
nutricionais sdo influenciadas pelas dificuldades de
digestdo e absorcdo de determinados nutrientes. Além
disso, o aparelho digestdrio tem rapido desenvolvimento
potencial nesses primeiros dias de vida (Maiorka et al.,
2004) e todas essas alteragbes tornam-se limitantes a
medida que os frangos de corte se tornam mais precoces,
com maior ganho de peso e melhor converséo alimentar
(PenzJr, 1998).

O aparelho digestdrio de pintos recém-eclodidos esté
em processo de desenvolvimento e maturacao e a taxa de
desenvolvimento do aparelho digestorio excede a taxa de
ganho de peso, tanto fisica (peso de 6rgdos) como
morfologicamente (Jinetal., 1998). Aalimentacdo exgena
é fundamental logo nos primeiros dias de vida paraaumentar
o desenvolvimento do aparelho digestorio e permitir o
crescimento em menor tempo (Sell etal., 1991).

Alguns estudos indicam que os processos digestivos
ndo estdo plenamente desenvolvidos em pintos recém-
eclodidos (Unietal., 1995; Unietal.,1998; Unietal., 1999)
e que a idade influencia a maturagdo dos 6rgdos que
compdem o aparelho digestério, inclusive a producédo de
enzimas digestivas (Rodriguesetal.,2001; Limaetal.,2003),
e 0 processo de digestdo e absorcdo de gorduras. Entre 0s
fatores que afetam a digestdo de lipidios, destacam-se 0s
processos de adaptagdo e maturacdo das células absortivas
do intestino, a maturacdo dos 6rgdos para a produgdo e
liberacdo de enzimas digestivas e também aqueles
relacionados aos tipos de alimento, a natureza, acomposicao
quimicaeacomplexacdo entre os nutrientes (Moran Jr, 1985;
Sakamura, 2004). Desta forma € necessario um periodo de
maturagdo antes que a producgdo proteica do péancreas
atinja niveis que ndo restrinjam as taxas de crescimento
(Shih et al., 2006). Amilase (E.C. 3.2.1.1.) e lipase (E.C.
3.1.1.3.) sdo enzimas da classe hidrolase que catalisam
reacBes que implicam na ruptura hidrolitica das ligacbes
quimicas. A amilase rompe ligagdes glicosidicas a (1—4)
presentes nas moléculas de polissacarideos e possui pH
6timo em torno de 7,0 (Yoon & Robyt, 2003). A lipase
catalisaahidrolise de triacilglicerdis e ésteres carboxilicos
em solucgdo aquosa. A tripsina é umaenzima proteolitica do
grupo das serino-proteases, que se caracterizam pela
participacdo de um residuo de serina no centro ativo e
catalisam a hidrdlise de ligacOes peptidicas. Assim, o
objetivo foi estudar as atividades da amilase, lipase e
tripsina pancreaticas e a variagdo do peso de pancreas,

figado e intestino delgado de frangos de corte de 1 aos 21
dias de idade alimentados com ragdes purificadas.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa utilizando-se 40 pintos de 1 dia, machos Avian Farm,
de peso médio de 48 g, distribuidos aleatoriamente em
quatro repeticbes de 10 animais. Todos receberam dieta
purificada (Tabela 1) contendo todos os aminoacidos
essenciais, acido L-glutamico como fonte de nitrogénio
ndo-especifico, minerais e vitaminas nos niveis recomendados
por Baker & Han (1994) e Featherston & Rogler (1978).

Asaves foram alojadas em baterias aquecidas com piso
detelaselevado e receberam dgua e ragéo a vontade durante
todo o periodo experimental (1 aos 21 dias de idade).

Quatro aves de cada idade estudada, aos 1, 7, 14 e 21
dias de idade, foram separadas ao acaso, pesadas e
sacrificadas por deslocamento cervical e o figado, pancreas
e intestinos foram retirados, limpos de tecidos aderentes e
gordura periférica e pesados. Em seguida, o pancreas foi
homogeneizado (Homogeneizador tipo Potter Evehljem,
TECNAL, 5100 rpm) com agua destilada naproporg¢éo 3:1
(p/v), congelado em nitrogénio liquido, liofilizado e
armazenado a -20°C. De cada amostra liofilizada, foram
retiradas trés porcdes de 1 mg, que foram solubilizadas com
1 mL de 4gua destilada e deionizada e centrifugadas (4°C)
a7.000x g por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para
determinacdo das atividades de a-amilase e lipase. Na
determinacdo da atividade de tripsina, foram utilizadas trés
porc¢des de 15 mg de material liofilizado, que foi solubilizado

Tabela 1 - Composic¢édo da dieta purificada

Ingrediente %

Aminoacidos essenciais! 9,77
Mistura vitaminica? 3,45
Mistura mineral® 9,98
Oleo de soja 15,00
Bicarbonato de sddio 1,00
Amido g.s.p. 100,00

1 L-arginina, 1,20%; L-histidina. HCI. H,0, 0,42%; L-lisina. HCI, 1,14%; L-
tirosina, 0,57%; L-fenilalanina,, 0,63%; L-triptofano, 0,18%; DL-metionina,
0,41%; L-cistina, 0,41%; L-treonina, 0,76%; L-leucina, 1,26%; L-isoleucina,
0,76%; L-valina, 0,88%; L-prolina, 0,50% e glicina, 0,74%; acido L-glutamico,
12,5% (Baker & Han, 1994).

2 Quantidade/kg de dieta: cloreto de colina 60%, 3,3 g; retinil palmitato, 5.000 Ul

colecalciferol, 22.500 Ul; D-a-tocoferil acetato, 22 Ul; inositol, 1 g; riboflavina,
9 mg; tiamina.HCI, 6,0 mg; pantotenato de calcio, 20 mg; niacina, 50 mg;
piridoxina, 8 mg; écido félico, 2 mg; biotina, 0,3 mg; B,, (0,1%), 20 mg e
menadiona sédio bissulfito 2,0 mg/kg de dieta; BHT, 0, 125 mg; Excipiente, 30 g
(Featherston & Rogler, 1978).
3 Quantidade por kg de dieta: CaCO,, 18,6526 g; CaHPO,.H20, 30,53 g;
K,HPO,, 11,2 g; NaCl, 6,0 g; FeSO,, 0,2 g; Zn0O, 0,1225 g; CuS0,.5H,0, 0,015 g;
MnSO,.H,0, 0,51 g; Kl, 0,04 g, MgCO;, 2,5 g; Na,Mo0O,.2H,0, 1,0 mg;
Na,Se05; 0,22 mg; excipiente (casca de arroz) 30,0 g (Featherston & Rogler,
1978).
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em 1 mL de 4gua destilada e deionizada e centrifugado (4°C)
a7.000 x g por 15 minutos.

Aatividade da a-amilase foi determinada utilizando-se
kit especifico (In Vitro Diagnostica), que se baseia na
hidrolise promovida pela o-amilase namoléculado amido,
liberando maltose e dextrina, resultando na cor azul,
decorrente da complexacdo do iodo com o amido néo-
hidrolisado. A atividade de oa-amilase é inversamente
proporcional a intensidade da cor azul e calculada pela
comparacéo a um controle de substrato. A leitura da cor
desenvolvida foi feitaem 660 nm e os valores foram expressos
em unidades de amilase por 100 mL da amostra (U%). A
atividade da lipase foi determinada utilizando-se kit
especifico (InVitro Diagnostica), baseado em colorimetria,
que se fundamenta na reacao de hidrélise de um tioéster
pela lipase, liberando o tioalcool correspondente e acido
butirico. O tioalcool reage com 4acido 5,5 ditio-bis-2-
nitrobenzéico em meio tamponado, formando um anion de
coloracdo amarela, cuja intensidade de cor é proporcional
aconcentracdo daenzimae apresentaaabsor¢cdo maximaem
412 nm. Na determinacdo da atividade de tripsina no
pancreas, procedeu-se inicialmente a ativacdo do
tripsinogénio. Em 1 mL do sobrenadante, foram adicionados
1 mL detampdo Tris-HCI, 0,2 M, pH 8,2 contendo 20 mM de
CaCl, e 1,0% de dimetilformamidae 50 uL de tripsinabovina,
4,16 x107°>M, HCI, 1,0 mM. Essa solucéo final foi submetida
a agitacao branda por 2 horas a temperatura ambiente e,
imediatamente apos, foi determinada a atividade de tripsina
pelo método descrito por Erlanger etal. (1961) utilizando-se
N-benzoil-D,L-argininap-nitroanilida (D,L-BApNA) como
substrato. As velocidades iniciais foram determinadas pela
formacdo do produto p-nitroanilida, medindo-se o aumento
daabsorbénciaa410 nmemrelagcdo ao tempo e utilizando-
se o coeficiente de extingdo molar de 8.800 M- cm™. Para
cada determinacdo da atividade triptica no pancreas, foi
feito controle sem enzima. Determinaram-se as diferencas
de absorbéancia entre os testes e 0s respectivos controles
paraobtencdo daatividade tripticasomente do tripsinogénio
ativado. A determinacdo da concentracao de proteina no
homogenato do pancreas foi realizada pelo método descrito
por Warburg & Christian (1941), citado por Whitaker &

Granum (1980), que utiliza as leituras de absor¢éo em 260
e 280 nm, realizada no intuito de se obter a atividade
especifica, que é o quociente entre a atividade da enzima
em Ul e a concentracdo de proteinas em mg. Os dados
foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o
Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas - SAEG
(UFV, 2000), e as médias foram comparadas pelo teste de
Neuman-Keuls a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Os pesos absolutos de figado, intestino e pancreas
aumentaram com a idade. O peso relativo maximo dos
orgéos foi observado no 142 dia, enquanto o peso absoluto
aumentou continuamente durante o periodo experimental
(Tabela2).

Os valores para a atividade especifica (Ul/mg de
proteina) de a-amilase e lipase foi maior no 12dia e diminui
ao 72dia, alcangcando o pico maximo aos 14 dias e tornando
acairno219diade idade. Esse comportamento da atividade
enzimatica coincidiu com o aumento do peso relativo do
pancreas. Monteiro et al. (2006) também observaram o
mesmo comportamento para o.-amilase quando estudaram
o efeito de niveis dietéticos de proteina combinados com
diversos balangos eletroliticos. A atividade especifica de
tripsina ndo se alterou com a idade, o que pode ser
explicado pelo uso de dieta purificada e pela auséncia de
estimulo de substrato para variagdo da atividade enzimatica.

As atividades (U1/100 g de peso vivo) de a-amilase
e lipase aumentaram com a idade até 0 14%dia, caindo no
219 dia (Tabela 3). Esses resultados corroboram outros
obtidos por Nitsanetal. (1991), Niretal. (1993) e Carmoetal.
(2003), que observaram que a sintese de enzimas digestivas
pancreaticas é deficiente durante o periodo inicial do
crescimento e aumenta até um valor maximo por volta do
109 dia ap6s a eclosdo, quando a taxa de crescimento
relativo é maxima. Esse resultado pode indicar a relacéo
entre esses dois fatores. Para a atividade de tripsina
(U1/100 g peso corporal), a maior atividade foi no 21%e a
menor no 12 dia, enquanto no 72 e 142 dias a atividade foi
semelhante.

Tabela 2 - Pesos absoluto e relativo de pancreas, figado e intestino de frangos de corte

ldade (dias) Peso absoluto* (g) Peso relativo (g/100 g peso Vivo)
Figado Pancreas Intestino Figado Pancreas Intestino
01 1,24d 0,08d 1,06d 2,48d 0,16d 2,12d
07 3,18¢c 0,37c 3,74c 3,03c 0,33b 3,55b
14 7,74b 0,81b 7,97b 3,89b 0,41a 4,00a
21 15,73a 1,24a 10,37a 3,46a 0,27c 2,17c

*Meédias seguidas de letras diferentes em cada coluna diferem entre si pelo teste Newman-Keuls (P<0,05).
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Tabela 3 - Valores médios das atividades de o-amilase, lipase e tripsina no pancreas de frangos de corte do nascimento aos 21 dias de

idade
Idade (dias) Atividade mg de proteina Ul/mg proteina Ul/g tecido Ul1/100 g peso vivo
o-amilase (Ul)
01 8la 8,12x1073a 10348b 15692a 1949d
07 60b 6,88x1073a 9706b 10786b 3537b
14 72ab 4,90x1073b 14757a 13529ab 4594a
21 57b 4,32x1073b 12236b 11259b 3116¢
Lipase (Ul)
01 25a 4,27x10-3a 5749a 3982Db 594d
07 19b 1,50x102h 1327c 3736b 1132b
14 23a 1,10x1072b 2786b 4761a 1718a
21 18P 1,10x1072b 1697C 3492B 944C
Tripsina (uMs-1g1)
01 1099x1076¢ 0,228a 490x107%a 191x10°3b 29x1073¢c
07 1432x107%h 0,298a 495x107%a 295x1073a 94x10-3b
14 1461x107%h 0,278a 547x107%a 328x10°3a 146x10-%a
21 1747x10-6a 0,283a 630x10"%a 346x10-3a 94x10-3b
* Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste Newman-Keuls.
Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Conclusdes

Jinetal. (1998) e Carmoetal. (2003). Também Niretal. (1993),
estudando o perfil enzimatico de enzimas digestivas no
pancreas de frangos de corte, observaram que a atividade
especificade amilase foi maior no diadaeclosdo e diminuiu
até o0 82 dia de idade, por outro lado, o perfil da atividade
especificade lipase é conflitante, pois, neste trabalho, foi
maior no primeiro dia, enquanto na pesquisa realizada por
Niretal. (1993) aumentou gradualmente de valores muito
baixos na eclosdo a um valor 40 vezes maior no 142 dia de
idade. A atividade de tripsina aumentou gradualmente até
atingir um pico no 112 dia de idade das aves. Entretanto,
Sell etal. (1991) relataram que a atividade especifica de
lipase pancreética de pintos de 1 dia foi relativamente
alta e, posteriormente, apresentou ligeira alteragéo.
Krogdahl & Sell (1984) observaram que a atividade
especificade lipase em pintos diminuiu durante a primeira
semanade vidae, posteriormente, aumentou até atingir um
platd aos 35 dias de idade. Para a atividade de tripsina,
esses autores observaram pequeno aumento até os 14 dias
de idade dos animais, que foi seguido de rapida elevacéo
da atividade até 0 212 dia. Apos esse periodo, a atividade
permaneceu constante até 56 dias de idade. O maior valor
de atividade especifica paraasenzimas c-amilase e lipase
coincide com o maior peso relativo do pancreas e sugere
uma relacdo entre a maturacéo dos 6rgéaos digestivos na
presenca de substrato e a atividade enzimatica. A pouca
variagdo nos valores de atividade da tripsina pode ser
explicada pelo uso de dieta purificada e, portanto, pela
auséncia de substrato.

O crescimento méximo relativo do pancreas coincide
com a maior atividade relativa da a-amilase e lipase. A
atividade da tripsina tendeu a ser constante pelo fato de os
animais terem sido alimentados com dietas purificadas e,
portanto, ndo ter havido estimulo para a producdo de
enzimas proteoliticas.
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