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(Beyoncé Knowles e Darius Dixson)



RESUMO

Alimentos para caes com a inclusdo de proteinas de baixa digestibilidade geram maior substrato
fermentativo proteico no intestino grosso dos cdes. Fato, que acarreta uma maior degradacéao
proteica, gerando residuos como, AGCR, aménia, fendis e inddis. Tais compostos estdo
relacionados ao aumento de pH intestinal, a maior presenca de bactérias patogénicas e causam
aumento do odor nas fezes de caes. Desta forma, objetivou-se avaliar a acdo sinérgica zedlita,
Yucca schidigera (YSE), B-glucanos e butirato de célcio sobre os produtos da fermentagéo
encontrados nas fezes de cédes, bem como a reducdo do odor das fezes através da realizacdo de
um painel sensorial de odores. Cinco tratamentos foram utilizados no experimento, controle,
sem nenhum aditivo (TO); TO + 0,75% de zedlita clinoptilolita (ZC) (T1); TO + 0,75% ZC +
0,1% de YSE (T2); TO + 0,75% de ZC + 0,1 YSE + 0,03% de B-Glucanos (T3); e TO + 0,75%
de ZC + 0,1% YSE + 0,03% de pB-Glucanos + 0,5% de butirato de célcio (BC) (T4). Ndo foi
observada diferenga estatistica (p>0,05) entre os tratamentos para as caracteristicas de
aceitabilidade do alimento, digestibilidade da MS, PB, EE, MM, e no escore fecal dos cées. Foi
detectado efeitos significativos (p<0,05) na reducédo do pH fecal, cujo T4 e o T1 apresentaram
maior reducdo do pH em relagdo ao controle. Maior concentracdo de acetato fecal também foi
observada para 0 T4 em comparacdo ao TO, T2 e T3 (p<0,05), contudo o T4 ndo diferiu
estatisticamente do T1. Com relacdo a presenca nas fezes de propionato e AGCC totais,
observou-se uma tendéncia (p<0,10), na qual o T4 apresentou maiores concentracfess de
propionato e AGCC, quando comparadas ao TO, contudo os valores foram similares ao T1. Ndo
foi observado diferencas significativas (P>0,05) entre os valores encontrados para AGCR,
fenol, 4-MethylPheno, 4-Ethylphenol, indol. Com relagdo a concentracdo de aménia fecal
também se observou uma tendéncia (p<0,10), na qual o T4 apesentou maiores concentragdes
em relacdo ao T2, contudo nenhum tratamento foi diferente do controle. Ademais, foi constato
que as fezes do tratamento T1 e T2 apresentavam um odor menos fétido quando comparados
ao TO. E, o T4 foi considerado mais fétido em relacdo ao T2. Conclui-se que a inclusdo de
zedlita e YSE, apresentam efeitos benéficos na reducdo do odor das fezes de cées e por este
motivo estes ingredientes devem ser inclusos em dietas com proteina de baixa digestibilidade.
Para as caracteristicas estudas os B-Glucanos, ndo ofereceram nenhum beneficio. Néo é
justificada de BC em dietas para cées, considerando que este aditivo aumentou o odor das fezes
destes e somente a inclusdo de zeolita causam efeitos similares com relacdo a producdo de
AGCC.

Palavras-Chave: Degradacédo proteica. Amdnia. Odor. Fenol. Indol.



ABSTRACT

Dog foods with the inclusion of low digestibility proteins generate protein fermentative
substrates in the large intestine of dogs. Protein degradation generates residues such as BCFA,
ammonia, phenols, and indoles. These compounds increase intestinal pH, are correlated with
the presence of pathogenic bacteria, and cause increased odor in dog feces. Thus, the objective
of this study is to evaluate the synergistic action of zeolite, Yucca schidigera (YSE), p-glucans
and calcium butyrate on the fermentation products found in dog feces, as well as the reduction
of feces odor by carrying out a sensory panel of odors. Five treatments were used in the
experiment, control, without any additive (TO); TO + 0.75% clinoptilolite zeolite (CZ) (T1); TO
+0.75% CZ + 0.1% YSE (T2); TO + 0.75% CZ + 0.1 YSE + 0.03% B-Glucans (T3); and TO +
0.75% CZ + 0.1% YSE + 0.03% B-Glucans + 0.5% calcium butyrate (BC) (T4). No statistical
differences (p>0.05) were observed between treatments for food acceptability, digestibility of
DM, CP, CF and Ash, and fecal score of dogs. Significant effects (p<0.05) were detected in the
reduction of fecal pH, whose T4 and T1 showed a greater pH reduction in relation to the control.
Higher concentration of fecal acetate was also observed for T4 compared to TO, T2 and T3
(p<0.05), however T4 did not differ statistically from T1. The presence of total propionate and
SCFA in feces showed a trend (p<0.10), in which T4 showed higher concentrations when
compared to TO, although statistically similar to T1. No significant differences (P>0.05) were
observed between the values found for BCFA, phenol, 4-MethylPheno, 4-Ethylphenol, indole.
Fecal ammonia also showed a trend (p<0.10), T4 had higher concentrations compared to T2,
however no treatment was different from the control. It was found that the stools from treatment
T1 and T2 had a less foul odor when compared to TO. T4 was considered more fetid compared
to T2. It is concluded that the inclusion of zeolite and YSE, have beneficial effects in reducing
the odor of dog feces and for this reason these ingredients should be included in diets with low
digestibility protein. For the traits studied, p-Glucans did not offer any benefit. There is no
justification for BC in dog diets, considering that this additive increased the odor of dog faeces
and only the inclusion of zeolite causes similar effects about SCFA production.

Keywords: Protein Degradation. Ammonia. Odor. Phenol. Indole.



RESUMO INTERPRETATIVO

Os produtos da fermentacao intestinal de proteinas estdo relacionados ao aumento do odor das fezes de
caes e gatos. O odor das fezes é uma caracteristica importante para 0s proprietarios, uma vez que 0s
animais de companhia estdo adentradonto as residéncias. Nesse sentido, objetivou-se com este estudo
utilizar aditivos nos alimentos de cées para avaliar as concentragdes de fecais de compostos fermentados
no intestino grosso dos caes. Além disso, também foi avaliado o odor das fezes dos animais através da
técnica de painel de odores. Os aditivos testados foram a zedlita clinoptilolita (ZC), o extrato Yucca
schidigera (YSE), beta-glucanos provenientes de algas e butirato de célcio (BC). Através do painel de
odores, percebeu-se que a inclusdo de ZC e YSE nas dietas de cées, reduziram o odor fecal. Ademais, a
inclusdo de ZC aumentou o nivel de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), composto relacionados a
uma melhor salde intestinal. Ndo houve nenhum efeito a partir da inclusdo beta-glucanos. O BC
apresentou efeitos similares a ZC com relac¢do concentracdo fecal de AGCC, mas apresentou pior odor
fecal. Conclui-se que, para as caracteristicas estudas, ndo ha necessidade da inclusédo de beta-glucanos

e 0 BC em dietas caninas.

@ Fezes menos
fétidas

Fluxograma demonstrando que quando o anima se alimenta de Zeélita Clinoptilolita e Yucca Schidigera ocorre redugédo
do odor das fezes do animal.

Dissertacio de Mestrado em Zootecnia na UFLA, defendida em 16/12/2022.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Os produtos da fermentacdo proteica sdo caracterizados como acidos graxos de cadeia
ramificada (AGCR), a amonia, fendis, inddis, dioxido de carbono, metano, aminas biogénicas,
(FLICKINGER et al., 2003; KUZMUK et al., 2005). A presenga excessiva destes compostos
no intestino estd associada a efeitos deletérios para os individuos. Por exemplo, eles sdo
associados ao aumento de odor das fezes de cdes e gatos (OZOGUL.; HAMED; GOKDOGAN,
2015). Além disso, encontram-se trabalhos que associam estes compostos a presenca de
organismo patogénicos no intestino grosso, como bactérias do género Clostridium (SMITH et
al., 1997; KROUPINA; BEMEUR; ROSE, 2022) Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Salmonella paratyphi (OZOGUL.; HAMED; GOKDOGAN, 2015).

Um dos recursos das industrias do segmento Pet Food que pode minimizar os efeitos
negativos do excesso da fermentacao proteica no 1G € utilizar aditivos que auxiliem na melhora
da qualidade e funcionalidade do alimento. As zedlitas, por exemplo, sdo ingredientes que
auxiliam na diminuicdo do odor fecal em caes e gatos (MAIA et al., 2010; ROQUE et al., 2011),
principalmente por possuir grande afinidade de ligagdo com moléculas de amdnia (AI'YUK et
al. 2004; ENGLERT; RUBIO 2005; NAHLI et al., 2017), e por aminas biogénicas como a
cadaverina (OZOGUL.; HAMED; GOKDOGAN, 2015). Outrossim, as zeélitas tém a
capacidade de melhorar o ambiente intestinal de cées, aumentando a abundancia relativa de
Lactobacillus ssp. bem como Bifidobacterium ssp., em detrimento a diminuicdo de Escherichia
coli (SABBIONI et al., 2016).

Outro aditivo utilizado para reduzir o odor das fezes de cées e gatos é a Yucca schidigera
(YSE) (DOS REIS et al., 2016), uma planta da familia Agavaceae, encontrada na regido
desértica do sudoeste dos Estados Unidos da América e México (LI et al., 2021). Assim como
as zedlitas descritas anteriormente a Y SE também apresenta afinidade por moléculas de amdnia,
entretanto, este processo ainda ndo foi bem elucidado. As principais teorias envolvem a
capacidade de inibir a urease (ASPLUND; GOODALL, 1991; PRESTON et al., 1987;
ELLENBERGER et al 1985), se ligar e carrear a amodnia (LOWE et al., 1997; HEADON;
DAWSON, 1990) e modificar a microbiota colénia (LOWE et al., 1997; BINGHAM et al.,
1975, BINGHAM; HARRIES; LAGA 1978). Outro fator que pode estar envolvido na reducéo

do odor fecal e reducéo das concentragOes cadaverina (PINNA et al., 2017).
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Ainda neste contexto, os B-glucanos auxiliam positivamente diversos processos da
fisiologia e metabolismo do animal. Os B-glucanos encontrados nos cereais podem atuar de
forma probidtica no 1G, diminuindo o pH e potencializando a producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), (JAYACHANDRAN et al., 2021). Os B-glucanos de fungos, leveduras e
algas, geralmente sdo mais associados a ativa¢ao do sistema imune, modulando, por exemplo,
a producdo de citocinas (CHAN; CHAN; SZE, 2009).

O acido butirico ¢ um dos AGCC produzidos pela fermentacdo de produtos de origem
vegetal. Quando este esta associado a um sal, é denominado de butirato, desta forma, o butirato
de célcio é utilizado na producdo animal com a finalidade de substituir o uso de antibioticos.
Assim, o butirato atua reduzindo o pH intestinal, promovendo efeito trofico para o epitélio
intestinal (OCEJO et al., 2017; EL-WAHAB et al., 2019), além de promover um ambiente que
proporcione a maior proliferacdo de microrganismos benéficos a satide do animal (GUMUS et
al., 2020) reduzindo organismo patogénicos como Escherichia coli e Clostridium perfringens
(HAJATI; REZAELI, 2010). A mudanga no microbioma intestinal faz com o butirato possa ser
utilizado também como aditivo que contém a funcéo de reducédo do odor fecal (WANG et al.,
2016; LIU et al., 2022). Apesar de ser um aditivo comumente utilizado para animais de
producdo, sabe-se pouco dos efeitos e forma de atuacdo do butirato de célcio em nos animais
de companhia.

Apesar de alguns ingredientes descritos terem seu uso consolidado na industria de
alimentos para cées e gatos, € necessario conhecer a acdo destes quanto a producao de acidos
graxos volateis e nos produtos da fermentacdo de proteina no 1G de cées. Por isso, objetivou-se
no presente estudo avaliar os efeitos sinérgicos da adicdo de zeo6lita clinoptilolita (ZC), Yucca
schidigera (YSE), B-glucanos e butirato de calcio (BC) sobre a producdo de &cidos graxos de

cadeia curta (AGCC), &cidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), amdnia, fendis e inddis.

2 REFERENCIAL TEORICO

Definir o conceito de saude intestinal é extremamente dificil e complexo pois envolve,
no minimo, trés temas diferentes, sendo estes a mucosa intestinal, dieta consumida e o
microbioma intestinal (CONWAY, 1994).
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2.1.1 Fermentagdo no intestino grosso

No IG, a velocidade de trénsito do alimento é menor, fato que contribui para o
desenvolvimento e crescimento de bactérias. A populagdo bacteriana presente neste
compartimento atua sobre os amidos resistentes, alguns oligossacarideos, polissacarideos ndo
amilaceos (PNA) e proteinas enddgenas, que ndo foram degradadas ou absorvidas no intestino
delgado, gerando diferentes compostos.

2.1.1.1 Fibras

Carboidratos dietéticos correspondem de 50 a 80% da matéria seca (MS) (VAN SOEST,
1994) dos vegetais, dentre eles, encontram-se agucares de baixo e alto peso molecular, amidos
e 0s PNA ou fibra dietética. Os aclcares de baixo peso molecular, como glicose, frutose e
galactose, sdo moléculas com alta solubilidade em agua, logo, absorviveis. Sua absorcéo ocorre
diretamente no TGI, sem precisar de agdo enzimatica para que sejam absorvidos. O amido € um
polissacarideo, possui alto peso molecular e sofre hidrolise pelas enzimas digestiveis no TGl,
logo, sédo reduzidos a monossacarideos e absorvidos. Em contrapartida, os amidos resistentes,
alguns oligossacarideos e os PNA sdo considerados indigestiveis, pois ndo sofrem hidrolise
atraves da acdo enzimatica, consequentemente nao sdo absorvidos no intestino (NRC, 2006) e
podem ou ndo serem fermentaveis (CASE et al., 2010).

As fibras possuem propriedades diferentes de acordo com sua origem, solubilidade,
modificacdes da sua estrutura no TGl (MONRO, 2000), processamento do alimento e suas
caracteristicas fisico-quimicas (FORTES, 2005). Em relacdo a solubilidade, a fibra pode ser
classificada em soltvel (PNA soltveis) ou insolivel (PNA insoliveis) em agua. Os PNA
insollveis sdo pouco viscosos e geralmente possuem baixa capacidade fermentativa, desta
forma, aumentam o peristaltismo da mucosa intestinal (NRC, 2006), retém a agua e elevam o
volume e o peso das fezes. Case et al. (2010), relatam que compostos como a celulose, de
elevada proporcao de fibra insolGvel e pouco fermentavel, ocasionam danos a parede intestinal,
reduzindo a altura das vilosidades, fato que pode diminuir a absorcdo de nutrientes e gerar
inflamacéo nas vilosidades do coldn.

Os PNA solaveis podem ser formados por pectinas, inulina, gomas, alginatos,
carragenas, B-glucanos e geralmente sdo fermentaveis no colon, com alto grau de viscosidade
e geletificantes. A fermentacdo destes compostos no |G produz acidos graxos de cadeia curta

(AGCC) (SUNVOLD et al., 1995), o que influencia no volume e no tempo de passagem da
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digesta pelo trato-gastrointestinal (TGI) (FAHEY JR et al., 1990), na consisténcia das fezes
(COLE et al., 1999) e no esvaziamento gastrico (RUSSELL; BASS, 1985). Classificam-se as
fibras em baixa, média ou moderada e alta fermentabilidade (CASE et al., 2010). Assim, 0 grau
de fermentacdo correlaciona positivamente com a velocidade e atividade bacteriana de
degradacéo. Portanto, quanto maior a velocidade da acdo bacteriana sobre a fibra (velocidade
de fermentacdo), maior sera a producdo correspondente de acetato, propionato e butirato
(AGCC) e de gases como 0 CO2, H- e 0 CHA4.

2.1.1.2 Acidos Graxos de Cadeia Curta

Os AGCC sdo descritos como acidos organicos que apresentam de 1 a 5 carbonos, sendo
assim, compostos pelo formato (C1), acetato (C2), propionato (C3), butirato (C4) e valerato
(C5) (GUILLOTEAU et al., 2010). Contudo, os acidos graxos que possuem maior énfase como
compostos da fermentagdo intestinal sdo o acetato, o propionato e o butirato. Determinados
microrganismos s@o responsaveis pela produgdo dos AGCC, como por exemplo, Bacteroides,
Peptostreptococcus productus, Ruminococcus flavefaciens, Selenomonas, Succinivibrio,
Succinomonas produzem acetato e propionato; Butyrivibrio, Eubacterium e Fusubacteruim
produzem acetato e butirato (MILLER; WOLIN, 1979). Corroborando com o0s autores
anteriores, den Besten et al. (2013), relatam que o filo Bacteroidetes séo 0s maiores produtores
de acetato e propionato e o filo Firmicutes tem o butirato como principal composto produzido.
Um possivel caminho para a producdo dos AGGC é através da oxidacao do piruvato. De acordo
com Miller e Wolin (1979), a carboxilacdo do piruvato a fosfoenolpiruvato gera o oxalacetato
que pode ser reduzido a succinato, que por sua vez é agente formador do propionato. O piruvato
também pode originar a Acetil Coenzima A que pode ser convertida a acetato e propionato
(Fig.4) (DEN BESTEN et al., 2013).
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Figura 1 - Visdo geral esquematica dos mecanismos propostos para a producéo dos
AGCC pelas bactérias (A: Acetato e propionato; B: Butirato)
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descriminado na literatura que uma dieta probidtica (com maior adigcdo de fibras fermentaveis),
aumenta a producdo de AGCC, que por sua vez diminui o pH do colon, fato que favorece a
prolifealimento de bactérias eubioticas, como Bifidobacterium e Lactobacillus em detrimento
de bactérias patogénicas como é o caso Clostridium perfringens e Escherichia coli.
(CUMMINGS et al, 2004; MYINT et al, 2017; SUCHODOLSK et al, 2012; ALSHAWAQFEH
et al, 2017; PALMQVIST et al, 2022). Pesquisadores relatam que a diminuicdo do pH no
intestino apresenta dois efeitos principais, sendo o primeiro a mudanca na composicdo da
microbiota intestinal e o segundo evitar o crescimento excessivo de bactérias patogénicas
sensiveis ao pH, como Enterobacteriaceae e Clostridia (PROHASZKA et al, 1990;
CHERRINGTON et al 1991; DUNCAN et al 2009; DEN BESTEN et al., 2013).

Além da funcéo de reducéo do pH intestinal, os AGCC também tém a capacidade de se
acoplar a receptores associados a proteina G (PSICHAS et al., 2015). Os receptores free fatty
acid receptor (Ffar) 3 e 2 apresentam efeitos interessantes no metabolismo de lipideos e da
glicose (Fig. 2 e 3 respectivamente) (DEN BESTEN et al., 2013), bem como apresentam efeitos
na funcdo imune (PSICHAS et al., 2014). A literatura sugere gque os receptores Ffar2 e Ffar3
sensibilizam a expressdo dos hormdnios anoréxicos glucagon-like peptide 1 (GLP-1) e peptideo
YY (PYY) (CANI; DEWEVER; DELZENNE, 2004; DELMEE et al., 2006; REIMER et al.,
2012; BYRNE et al., 2015). Tanto o GLP-1e 0 PYY sdo excretados no ileo e no colén quando
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o0 animal esta em estado alimentado, indicando que os AGCC apresentam efeito na diminuicdo
de consumo.

Figura 2 - Visdo geral esquematica dos mecanismos propostos pelos quais 0s AGCCs
aumentam a oxidacgdo de acidos graxos no figado, musculo e tecido adiposo marrom.
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Figura 3 - Visdo geral esquematica dos mecanismos propostos pelos quais os AGCCs
afetam o metabolismo da glicose.
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Dos trés compostos mencionados anteriormente o acetato é o mais produzido pela
fermentacdo bacteriana (TOPPING; CLIFTON, 2001). Encontra-se tanto no colén quanto nas
fezes, a relacdo em proporcdo molar de 60:20:20 de acetato, propionato e butirato,
respectivamente (CUMMINGS et al. 1987; HIJOVA; CHMELAROVA, 2007; DEN BESTEN
et al., 2013). A maior parte dos AGCC produzidos sdo utilizados como fonte de energia para 0s
colondcitos, contudo as células do colon tém uma preferéncia pelo butirato (ROEDIGE, 1982).
O acetato formado pela fermentacdo intestinal é transportado para o sangue e se junta ao acetato
presente nos 6rgdos e tecidos. No figado o acetato serve como precursor do colesterol, de acidos
graxos de cadeia longa (AGCL), glutamina e glutamato (DEN BESTEN et al., 2013). Embora
70% do acetato seja utilizado no figado, outros 6rgdos como coracao, rins, tecido adiposo e
musculos sdo capazes de metabolizar o acetato (KNOWLES et al., 1974).

Alem das funcbes descritas anteriormente, recentemente descobriu-se que o acetato
atua no centro hipotalamico. Frost et al. (2014). Infundiram de forma intravenosa (iv) e de forma
coldnica solucdes de C-acetato em camundongos. Estes autores observaram que o figado e o
coracao obtiveram a maior capitacéo inicial de acetato, mas 3% do acetato foi absorvido pelo
cérebro apds a iv tanto em camundongos alimentados quanto em jejum. Quanto a infuséo
colonica os autores observaram que O Processo ocorreu mais vagarosamente, contudo em
aproximadamente 20 minutos o nivel de acetato no cerebro ficou equivalente a iv. Desta forma,
constatou-se que o acetato tem uma fungdo expressiva no cérebro.

Os autores supracitados continuaram a experimentacdo e administraram de forma intra-
cerebro-ventricular (icv) a quantidade de 2,5 pmol de acetato de so6dio no terceiro ventriculo de
ratos Wistar machos. Os autores relatam que o acetato de sodio desestimulou o consumo de
alimentos em 1 a 2 horas ap0s a administracdo. Ademais, Frost et al. (2014), injetaram de forma
intraperitoneal 500 mg/kg de acetato em camundongos C57BL/6. Os resultados deste segundo
ensaio demonstraram associacdo do acetato a uma reducdo significativa na ingestdo de
alimentos em 1 e 2 h ap0s a injecéo.

Através da circulacdo portal o propionato chega ao figado onde é utilizado com
substrato da gliconeogénese (BLOEMEN et al., 2010; DEN BESTEN et al., 2013; BYRNE et
al., 2015). Quando produzido em maiores concentracfes, 0 propionato auxilia na reducédo da
conversao do acetato em AGCL e colesterol no figado (BYRNE et al., 2015; SURAMPUDI et
al., 2016). Tais efeitos podem acarretar na diminuicdo dos niveis de lipideos nas células dos
hepatdcitos e na composigdo de triglicerideos e colesterol presente no figado. Além disso, o

propionato também auxilia na reducdo do consumo por meio do estimulo a secrecdo dos
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hormdnios GLP-1 e PYY excretados pelas células L (BYRNE et al., 2015). Vale mencionar
que em um experimento, Psichas et al (2014), estudaram o efeito do propionato in vitro e in
vivo em roedores. Os autores constataram que ocorreu efeito similar da producéo dos horménios
GLP-1 e PYY quando tralharam com cultura de células do colon de camundongos e com a
infuséo intra-colonica de 180 mmol de propionato tanto em ratos como em camundongos. O
butirato, como dito anteriormente, é principalmente usado como fonte de enérgica para as
células do colén. Contudo, assim como o propionato, este AGCC é captado pelo figado e
oxidado pelos hepatécitos a fim de reduzir a sua concentragdo na corrente sanguinea
(BLOEMEN et al., 2010; DEN BESTEN et al., 2013).

2.1.1.3 Acidos Graxos de Cadeia Ramificada, Fenol e Indol

O processo de digestdo de proteinas tem inicio no estbmago, onde as proteinas séo
desnaturadas atraves da acdo do acido cloridrico. Desta forma, as enzimas pancreéaticas
conseguem quebrar as proteinas a aminoacidos livre sejam di ou tri-peptideos. Parte da proteina
é absorvida no intestino delgado na forma de aminoéacidos. Os peptideos absorvidos dao origem
a catabolicos nitrogenados tdxicos ao organismo. Um exemplo de componente toxico é a ureia,
e nos mamiferos, este composto é excretado pela urina. A absorc¢ao no duodeno é extremamente
eficiente contudo, quantidades de compostos nitrogenados de origem dietética e enddgena
conseguem chegar ao 1G. Catabdlicos como os acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), a
amonia, fenois, inddis, dioxido de carbono, metano, aminas biogénicas, como a cadaverina,
histamina, putrescina e feniletilamina (FLICKINGER et al., 2003; KUZMUK et al., 2005), séo
gerados a partir da fermentacdo bacteriana de proteinas, e por sua fez aumentam o odor nas
fezes de cdes e gatos, podendo ser toxicos em elevadas concentraces.

Os AGCR séo gerados a partir da fermentacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada
como a valina, leucina e isoleucina (HANG et al., 2013; TJELLSTROM et al., 2005;
MACFARLANE et al, 1992). Os produtos da fermentacdo desses aminoacidos sdo
respectivamente isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato (MACFARLANE et al., 1992,
HESPELL; SMITH, 1983). Andreesen, Bahl e Gottschalk (1989), relatam que as bactérias do
género Clostridium fermentam os aminoacidos de cadeia ramificada por meio da reacdo de
Stickland. Sendo assim, estes aminoacidos servem como doadores de elétrons, possibilitando a

formacdo do AGCR, que possuem um atomo de carbono a menos que o aminoacido original
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(ELSDEN; HILTON; WALLER, 1976; ELSDEN; HILTON, 1978; ANDREESEN; BAHL,;
GOTTSCHALK, 1989).

O pH intestinal aumenta com a adi¢do de proteinas na dieta (EPHRAM et al, 2020),
assim nestas dietas encontram-se menores niveis de AGCC e maiores niveis de AGCR. Este
fato esta associado a protedlise e a putrefacdo produzidas pelos microrganismos intestinais. O
aumento do pH intestinal possibilita a proliferacdo de organismos patogénicos. Hang et al.
(2013), alimentaram cdes com trés diferentes tratamentos, que consistiam em uma dieta com
alto teor de carboidratos (HCS), farinha de carne de torresmo com alto teor proteico (HPGM)
e uma dieta comercial seca (DC). Os autores perceberam que o pH intestinal foi maior para o
tratamento HPGM, isto corrobora com outros estudos que relatam sobre o aumento de
Clostridium perfringens, quando cdes foram alimentados com proteina de frango e de boi
(ZENTEK et al., 2004). Também foi constado por Hang et al. (2013), o aumento de AGCR e a
diminuicdo de acetato, quando os animais foram alimentados com HPMG, esse resultado
corrobora com outros autores que constataram a respeito do aumento de Clostridium
perfringens e diminuicdo de organismos do género Bifidobacterium (produtores de AGCC) em
caes alimentados com proteina de baixa qualidade (ZENTEK et al.,1995).

Apesar de aumentarem o odor fetido das fezes e o pH intestinal, os AGCR apresentam
também alguns efeitos benéficos para os individuos. Yan et al. (2017) relatam que AGCR,
assim como EPA e DHA, reduzem a ac¢do do gene que codifica a expressdo da Interleucina-8
(1L8). Segundo os mesmos autores, a IL8 € uma citocina pré-inflamatoria que tem sua expressao
aumentada pelas células Caco-2 quando os individuos apresentam colite ulcerativa e doenca de
Crohn. Além disso, os AGCR podem reduzir a incidéncia de enterolocolite necrozante e
aumentar a producdo intestinal da citocina anti-inflamatéria 1L10 (RAN-RESSLER et al.,
2011).

A ingestdo de proteinas e o catabolismo de aminoacidos e outras estruturas que
contenham nitrogénio na molécula também sdo responsaveis pela formacdo de aménia. As
proteinas ndo absorvidas pelo intestino delgado podem ser metabolizadas a aménia de diversas
formas. Kroupina, Bémeur e Rose (2022) relatam que as bactérias podem oxidar, reduzir,
hidrolisar, desaminar e fermentar (reacdo de Stickland) detritos proteicos. Varias espécies de
bactérias presentes no género Clostridium apresentam como produtos da fermentacéo
moléculas de amonia, esse processo acorre através da desaminagdo de duas moléculas de
aminodacidos, gerando, consequentemente, duas moléculas de aménia (SMITH et al., 1997;
KROUPINA; BEMEUR; ROSE, 2022). Smith et al. (1997) sobressaltam que a alta producio
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de amonia através da fermentacdo da arginina, lisina e histidina ocorre, pois, estes aminoécidos
apresentam dois ou mais grupamento amina em sua cadeia. Além do catabolismo proteico,
pode-se gerar am6nia através do catabolismo da ureia por meio de bactérias que produzem a
enzima urease (KROUPINA; BEMEUR; ROSE, 2022). Ap6s ser formada no IG parte dessa
amonia é reabsorvida e direcionada ao figado, e a parte ndo absorvida ira compor o bolo fecal.
Todavia, a presenca de ambnia em alta concentracdo no colén intestinal € prejudicial ao
hospedeiro, pois pode gerar crescimento neoplasico (MATSUI et al., 1995). Hang et al. (2013),
ao alimentar cdes com farinha de carne de torresmo com alto teor proteico perceberam um
aumento significativo dos niveis de amdnia nas fezes.

Andreesen, Bahl e Gottschalk (1989) relatam que algumas espécies de bactérias do
género Clostriduim s&o responsaveis pela formacao de fenois e indois. Um exemplo é a espécies
C. tetan que produz estes compostos a partir da fermentacdo da fenilalanina e triptofano
respectivamente. C. diffici possui como produto da fermentacéo da tirosina o 4-metilfenol (p-
cresol), e C. tetanomorphum produz fenol a partir da fermentacao da tirosina. Patel et al. (2019)
discrevem que a capacidade de produzir e suportar altas concentracdes de p-cresol esta
relacionada a viruléncia de C. difficile, uma vez que o aumento da concentracao deste composto
inibe crescimento de outras bactérias. Ephraim et al. (2020) estudaram o efeito de dietas com
diferentes niveis de proteina (baixa 18,99%; média 25,35% e alta 45,77%) em cées por 90 dias.
Foi constatado o aumento na proporcao de sulfato de 4-metoxifenol, sulfato de 4-vinilfenol, 2-
(4-hidroxifenil), propionato e sulfato de p-cresol na urina dos cées, que esta ligado a doencas e
inflamacg6es nos rins, segundo o autor.

O autor supracitado relata altos niveis de inddis tdxicos (sulfato de 5-hidroxiindol e
sulfato de 7-hidroxiindol) na urina, quando os cédes foram alimentados com a dieta com alto
nivel proteico. Outrossim, no intestino os niveis de indol e indolin-2-one aumentaram, enguanto
0 nivel de inddis benéficos ao organismo, como indole-3-lactato, indol-3-acetato, indol-3-
propionato e 2-oxindol-3-acetato, diminuiram significativamente (EPHRAIM et al., 2020).
Rahim et al. (2019), relatam que o triptofano pode ser desaminado produzindo moléculas de
indol por Clostridium e Lactobacillus spp., as quais produzem indole-3-lactato, indol-3-acetato
e 3-metilindol, e por outras bactérias, como Bacteroides thethaiotamicron, Proteus vulgaris e
Escherichia coli que possuem a enzima triptofanase.

O receptor de hidrocarboneto aril (AHR) possuem diversas fun¢des no organismo,
dentre elas a homeostase intestinal e regulacdo imunolégica (HUBBARD; MURRAY;

PERDEW, 2015). Com relacdo a homeostase intestinal este receptor regula os linfocitos
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intraepiteliais e células linfoides inatas (KISS et al., 2011; LI et al., 2011; QIU et al., 2012;
HUBBARD; MURRAY; PERDEW, 2015), que séo responsaveis por organizar a defesa contra
organismos patogénicos no intestino. No que se restringe a imunidade o AHR desempenha
fungdes como a “repressdo de genes de resposta de fase aguda, diferenciacdo de linfocitos Treg
e diferenciacdo de células B” (FUNATAKE et al., 2005; FUNATAKE; MARSHALL,;
KERKVLIET, 2008; PATEL et al., 2009; BHATTACHARYA et al., 2010; MOHINTA et al.,
2015; HUBBARD; MURRAY; PERDEW, 2015). Em um experimento realizado por Jin et al.,
(2014), os autores estudaram a acdo dos metabolicos de triptofano indol, indol-3-acetato (IPA)
e triptamina no AHR localizados em células intestinais de CaCo-2 como um modelo para
entender suas interac6es com o tecido colonico. Foi relatado pelos autores que a triptamina e o
IPA eram agonistas de AHR e auxiliaram formacéo de efeitos anti-inflamatdrios, enquanto o
indol era um antagonista de AHR. Em outro estudo Li et al. (2021), relataram que o IPA pode
aumentar as proteinas da juncdo apertada (claudina-1, ocludina e ZO-1). Além disso, o IPA
aumentou a expressdo de mucinas (MUC2 e MUC4) e produtos de secrecdo de celulas
caliciformes (TFF3 e RELMB). O IPA tambem enfraqueceu a expressdo de fatores
inflamatérios induzidos por LPS.

Flickinger et al. (2003), perceberam que a adi¢ao de 0,9% de oligofrutose (OF) em uma
dieta extrusada de cdes ndo causa alteracOes significativas nas concentragdes de AGCR
encontradas nas fezes de cdes. Contudo, para o butirato, propionato e total AGCC houve
diferencas significativas em relacdo a adicdo de OF. As concentragdes fecais de indol, fenol, p-
cresol e 4-etilfenol também ndo foram afetadas pela suplementacdo de OF. Os autores
pesquisaram outros componentes responsaveis pelo mal odor nas fezes cées e constataram que
também ndo houve diferenca com relacdo aos compostos putrescina, espermidina e
concentracdes de aminas totais, quando cdes foram alimentados com dietas contendo OF.
Embora, os autores tenham percebido que a inclusdo de OF reduz as concentracdes fecais de
cadaverina. Em outro ensaio Flickinger et al. (2003), testaram a adi¢do de diferentes niveis de
inclusdo (1, 2 e 3 g/kg) de frutoligossacarideos (scFOS) e constatou que ndo houve diferencas
significativas em relacdo aos AGCR e AGCC, ambnia, fenol e indol. O mesmo resultado foi
encontrado para Swanson et al. (2002) que suplementaram caes com 1 g/kg FOS, 1 g/kg MOS
e 1 g/kg FOS + 1 g/kg MOS.

Pinna et al. (2017), utilizaram cées para testar o efeito de FOS sobre os produtos da
fermentacdo intestinal. Neste ensaio foram utilizados 4 tratamentos distribuidos da seguinte

forma: dieta pobre em proteina (LP, proteina bruta (PB) 229 g/kg de matéria seca (MS)), dieta
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hiperproteica (HP, PB 304 g/kg MS), dieta 1 + 1,5 g de FOS/kg e dieta 2 + 1,5 g de FOS/Kkg.
Para as dietas que continham o maior nivel proteico (HP e HPFos) foram observados maiores
niveis de amdnia, indicando que a suplementacdo ndo foi efetiva na reducdo das concentracbes
de amonia nas fezes. Foi constado também os efeitos das interacGes entre a quantidade de fibra
e FOS para 0 AGCC propionato e para 0 AGCR isobutirato, em ambos 0s casos, a dieta com
LPFos apresentou menor concentragdo dos compostos mencionados anteriormente. Os
resultados encontrados demonstram que a adicdo de FOS e MOS nas dietas de cées ndo alteram
de forma significativa as concentra¢cdes de AGCR, amonia, fendis e inddis presentes nas fezes

dos animais.

2.2 Dietas e saude intestinal

Estudos com diferentes espécies demonstram que a alimentacdo modifica 0 microbioma
intestinal. Caes sdo carnivoros preferenciais, contudo o processo simbidtico com humanos
imp0s a estes animais uma alimentacdo com altos niveis de carboidratos, sendo que 95% do
mercado de alimentos para cdes é dominado por dietas secas, e estas precisam de uma grande
quantidade de carboidratos para que a extrusdo seja bem sucedida (PILLA; SUCHODOLSKI,
2020). Em humanos, o consumo de dietas de origem animal determina uma composicdo do
microbioma, ja as dietas de origem vegetal condicionam uma microbioma completamente
diferente (DAVID et al., 2014). Contudo, para os cées o reino de origem dos ingredientes €
considerando menos decisivo do que a composicdo geral dos macronutrientes. Estudos
comprovam que dietas extrusadas exclusivamente com a mesma quantidade de proteinas, de
origem vegetal ou mistas (origem vegetal e animal), ndo alteram a composi¢do do microbioma
de cdes (BRESCIANI et al., 2018).

2.2.1 Aditivos e coadjuvantes na nutricdo PET

Os seres humanos estdo se relacionando com os cdes de forma analoga a uma crianca,
esse processo é denominado antropomorfizacdo. Como consequéncia a este processo, 0S
animais de companhia sdo introduzidos de forma ativa nas rotinas dos seus proprietarios e, por
consequéncia, questionamentos a respeito da nutri¢do, saude e bem-estar dos cédes tornam-se
cada vez mais importantes (FONSECA; VASCONCELLQS, 2021). Por isso, nas ultimas
décadas todo parque industrial e tecnolégico direcionado para a produgdo alimentos para cdes

e gatos passou a investir fortemente em pesquisas e tecnologias alimentares que perpassem a
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nutricdo basica, buscando por alimentos que impulsionem a salde, a longevidade e 0 bem-estar
animal.

Desta forma, grande parcela dos alimentos secos encontrados no mercado apresenta
uma ou mais alegagdes funcionais. Para receber esta denominagdo é necessario que dentre 0s
diversos ingredientes utilizados na formulagéo do alimento, pelo menos um seja considerado
um alimento funcional. O Manual Pet Food Brasil, disponibilizado pela Associagéo Brasileira
da Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET, 2019), classifica alimento
funcional como aquele alimento, ingrediente ou aditivo, que ao ser ingerido promove funcées
que vdo além da nutricdo basica, portanto, apresentem efeitos metabdlicos e /ou fisioldgicos
e/ou benéficos a saude do individuo. Além do dever de serem seguros para 0 CONSUMO sem
supervisdo de um profissional responsavel.

A Instrucdo Normativa n° 44 de 15 de Novembro de 2015 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2015) classifica os aditivos nas seguintes categorias:
tecnoldgicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos ou anticoccidianos. Os alimentos funcionais
séo considerados aditivos zootécnicos, e podem ser subdivididos em trés grupos: os digestivos,
0s probidticos e as substancias bioativas. Os alimentos funcionais digestivos sdo os produtos
que auxiliam na digestao dos alimentos consumidos. Estes devem ter afinidade e atuar sobre as
matérias-primas frequentemente utilizadas na fabricacdo de produtos para alimentacdo animal.
Considera-se probidticos os microrganismos vivos que tém acdo benéfica sob o intestino do
individuo, devido a sua capacidade de melhorar/equilibrar o ambiente microbiano intestinal. As
substancias bioativas podem ser divididas em nutrientes, e 0s ndo nutrientes que apresentacédo
uma funcéo metabdlica ou fisiologica especifica. Os aditivos sdo considerados pela IN 44 como:

“substancia, microrganismos ou produto formulado,
adicionado intencionalmente, que ndo € utilizada
normalmente como ingrediente, tenha ou ndo valor
nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentacdo animal ou dos produtos animais,
melhore o desempenho dos animais sadios, atenda as

necessidades nutricionais ou tenha efeito anticoccidiano;”

(BRASIL, 2015).

Os principais aditivos utilizados para a nutricdo de cées e gatos séo os antioxidantes,
antifingico-conservante, adsorvente de micotoxina, antiumectantes, aromatizantes, corantes,

emulsificantes, estabilizantes, palatabilizantes, reguladores de acidez e 0s umectantes
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(ABINPET, 2019). Em contrapartida, existe muitos alimentos com propriedades funcionais,
substancias bioativas e probioticos utilizados na formulagéo de alimentos para caes e gatos. S&o
exemplos: Acidos graxos insaturados (6megas 6 e3), os antioxidantes naturais (carotenoiddes,
vitamina E, vitamina C, etc), fibras dietéticas (fibras sollveis, insollveis e os prébioticos), 0s
probioticos (leveduras, lactobacillus), coadjuvantes de saide bucal, aminoacidos com alegacao
funcional e os adsorventes de odores.

Os adsorventes de odores tém como principal funcdo reduzir o odor por meio da
adsorcdo dos compostos volateis produzidos principalmente no IG, tais como aménia, aminas,
sulfetos, acidos graxos e ésteres alcoois, aldeidos e cetonas que também estdo presentes nas

fezes. Sdo exemplos desse grupo a YSE e as zéolitas.

2.2.2 Zeolitas

A origem da palavra zedlita, ¢ grega ¢ significa “pedra que ferve” (“zeolithos” na qual
“ze0” significa ferver e “lithos” significa pedra). Esse nome foi escolhido pelo mineralogista
Freiherr Axel Fredrick Cronsted no ano de 1756, devido alguns aluminiossilicatos borbulharem
e saltitarem quando submetidos a altas temperaturas (COOMBS et al., 1997). As zedlitas sdo
encontradas de forma natural, pois se formam onde as rochas ou cinzas de vulcdes entram em
contato com a agua alcalina. Ocorrem também em bacias maritimas nas quais ocorrem o
processo de cristalizacdo dos sedimentos durante milhares de anos.

No ano de 1801, o pesquisador Hauy encontrou trés tipos de minerais que podem ser
caracterizados como zeolitas e estes foram denominados de estilbita, analcima e harmotomo.
Autores relatam que a chabazita e leucita foram nomeados ainda antes (COOMBS et al., 1997).
Em 1845, o pesquisador Way relatou que alguns tipos especificos de solo tinham a capacidade
de capturar a aménia, posteriormente foi constatado por Break que os silicatos hidratados
presentes no solo que exerciam essa funcdo. A partir da década de 50 os estudos sobre as
zedlitas comecaram a ganhar relevancia. Em 1862, o pesquisador St. Clair Deville relatou a
sintese da primeira zedlita, o aluminossilicato foi denominado de zeoélita levinita e foi produzida
a partir do aquecimento (170°) da solucéo de silicato de potassio e aluminio de sédio em tubo
de vidro (LUZ, 1994). Gottardi e Galli (1985) descreveram quarenta e seis novas espécies de
zedlitas e atualmente, sdo contabilizados em torno de 80 tipos naturais de zedlitas e pelo menos
150 ja foram sintetizadas em laboratério (SCHNEIDER; ZIMMERMANN; GEWEHR, 2017).
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A zedlita mais encontrada na natureza é a clinoptilolita e sua férmula quimica é descrita
como:

(Na,K,Ca)2-3AI3(Al,Si)2Si13036 . 12H20.

Sendo definidas como aluminossilicatos hidratados de metais alcalinos e alcalinos
terrosos que apresentam estruturas cristalinas tridimensionais compostas tetraedros interligados
(figura 7) (MING; MUMPTON, 1989). Os tetraedros sdo formados por quatro moléculas de
oxigénio em torno de um cation, como por exemplo, [SiO4]° e [AlO4]* (COOMBS et al., 1997).
A presenca dos tetraedros faz com que a molécula tenha grandes espacos internos, uma vez que
cada atomo de oxigénio se liga a dois tetraedros proximos, dando origem a uma estrutura
microporosa. Luz (1995) relata que a superficie interna da molécula de ze6lita é muito maior

quando comparada a superficie externa.

Figura 4 - A) Estrutura das ze6litas; B) Atomos de oxigénio e aluminio; C)
Representacao simplificada

CE e 1)3-{\

Fonte: ZeoGroup (2022)

O arranjo estrutural interno das zed6litas possibilita a formacdo de poros e canais que
permitem a transferéncia de matéria nos espacos intracristalinos. Contudo, o transporte de
compostos € limitado pelo didmetro do poro, que por sua vez, € variavel de acordo com o tipo
de zedlita. As moléculas que conseguem passar pelos poros sdo, principalmente, os ions de
sodio, calcio, magnésio e potassio (MING; MUMPTON, 1989), moléculas de dgua ou outros
adsorvatos e sais (LUZ, 1995). A presenca dos ions é necessaria para equilibrar a molécula pois
em estruturas de zedlita, parte do Si quadrivalente é substituido por Al trivalente, dando origem
a uma deficiéncia de carga positiva na estrutura.

A formula geral:

(M* M%) (Alxs2y)Sin-(x+2y) Ozn) . mH20,
foi proposta por Gottard (1978) para caracterizar a estruturas ze6litas. As siglas M* e M?* sdo
0s cations monovalentes e divalentes, respectivamente, podendo também ser denominados de

cations trocaveis. Os cations presentes dentro do segundo conjunto sdo conhecidos como
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cations estruturais porque eles juntamente com o oxigénio, formam a base da estrutura zedlita.
Os cétions trocaveis sao fracamente ligados a molécula, por isso, podem ser substituidos por
outros presentes no meio. Além de cétions, a conformacdo estrutural das zeolitas permite a
absorcdo de agua e a adsor¢do de toxinas no TGI.

Muitos minerais podem ser denominados como zedlitas por apresentarem caracteristicas
em comum, sendo necessaria a realizacao de diferentes testes laboratoriais para determinar as
caracteristicas fisicas, quimicas, estruturas cristalinas e sua morfologia (MUNSO, 1973). As
propriedades fisico-quimicas que diferenciam as espécies de zedlitas sao: superficie especifica
(m?/g), volume de vazios, indice de refalimento, massa especifica (g/cm®), capacidade de
adsorcdo de gas e capacidade de troca catidnica (CTC).

Segundo LUZ (1995) as zeolitas apresentam alto grau de hidratacdo; baixa densidade e
grande volume de vazios quando desidratada; estabilidade da estrutura cristalina, mesmo ao ser
desidratada; CTC canais uniformes nos cristais desidratados; condutividade elétrica; adsorcao
de gases e vapores e propriedades cataliticas. Desta forma, as zedlitas podem ser utilizadas na
cadeia industrial petrolifera, agricola, armazenamento de calor, controle de poluentes,
purificacdo de dguas e mananciais e construcao civil (ELLIOT; ZHANG, 2005; NAKHLI et
al., 2017).

Além das propriedades de trocas catibnicas, adsorcao/dessorc¢do, as zeolitas possuem
grande seletividade e capacidade de adsorcao pela aménia (NH4"). Essa afinidade ocorre devido
talimentos eletrostaticas entre NH4* carregados positivamente e sitios carregados
negativamente da estrutura das zeolitas (AIYUK et al., 2004; ENGLERT; RUBIO, 2005;
NAKHLI et al., 2017). Esse fato torna as zeolitas, uma tecnologia interessante para ser utilizada
na agricultura, pois a ligacdo ente a ze6lita e a ambnia aumenta a capacidade do solo em reter
os nutrientes como fosforo e potassio (NAHLI et al., 2017). Foi constatado que ha uma
liberacdo gradual e controlada de fosfato quando ocorre a seguinte combinacdo: troca idnica da
zedlita e solo e dissolucdo minerais, como a rocha fosfatica rica em apatita (LAI; EBERL, 1986;
CHESWORTH et al., 1987; NAKHLI et al., 2017). A razdo entre Si e Al altera CTC, pois
aluminio gera densidade de carga negativa sobre as moléculas de oxigénio, assim sdo
necessarias maiores quantidades de céations alcalinos ou alcalino-terrosos para manter a
neutralidade elétrica (MING; MUMPTON, 1989).
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2.2.2.1 Consumo e Digestibilidade

O padrdo de consumo alimentar realizado por cées sofre influéncia de fatores
intrinsecos, como anatomia e fisiologia do animal e extrinsecos relacionados ao alimento, como
sabor, forma, granulometria, palatabilidade e textura (CASE, et al., 2010). Intrinsecamente,
existem duas teorias, com maior aceitabilidade pela comunidade cientifica, que explicam a
regulacdo do consumo em cdes (ZANATTA et al., 2016), a teoria energética e a teoria da
distensdo gastrica. A primeira demonstra que apds 0s processos de ingestao, digestdo e absor¢éo
de alimentos, sdo produzidos sinais quimiostaticos que sdo enviados ao hipotalamo. Estes sinais
podem ser hormdnios, que geralmente sdo transportados via corrente sanguinea e geram uma
reacdo em cascata que desencadeia a saciedade (SAAD; SAAD, 2004). Portanto, ocorre um
conjunto de reacBes neuroendocrinas e bioquimicas, correlacionadas com a quantidade de
nutrientes presentes na corrente sanguinea, que agem sobre o hipotalamo, desencadeando a
saciedade (hipotalamo ventromedial) ou a fome (hipotalamo lateral) (ZANATTA et al., 2016).

“Os receptores sensoriais das visceras (ou receptores visceros sensoriais) sao formados
basicamente por terminagdes nervosas livres.” (UEMURA, 2015). O autor relata que a principal
funcdo dessas terminagdes nervosas ou receptores fisiologicos, é detectar comportamentos
atipicos nas estruturas viscerais causadas por condicdes fisicas, como a distensdo gastrintestinal
ou colicas. Desta forma, a teoria fisica do padréo de consumo leva em consideragéo a acao dos
receptores fisioldgicos presentes na mucosa do TGI que estimulam o nervo vago, que por sua
vez, chegam ao hipotalamo ventro-medial desencadeando informag@es de saciedade (FELIX;
OLIVEIRA; MAIORKA, 2010; ZANATTA et al., 2016).

Maia et al. (2010) avaliaram o consumo voluntario de cdes submetidos a dietas com
incluséo de zeoblita e YSE por meio da diferenca do total fornecido e das sobras. N&o foi constada
diferenca significativa no consumo dos animais. Santos et al. (2013) também ndo observaram
diferencas no consumo ao trabalhar com 250 e 375ppm de YSE associado a 0.5%, 0.75% e 1.0%
zedlita. Esses resultados corroboram com Lowndes et al. (2019). Todos os resultados descritos
se enquadram no modelo da FEDIAF (European Pet Food Industry Federation) (2016) que
preconiza 75% de ingestdo do alimento teste pelos animais, de acordo com suas necessidades
energéticas. Se o consumo ndo atender essa quantidade, o teste deve ser interrompido, € um
marcador, por exemplo 6xido crémico, deve ser utilizado, ao invés do método de coleta total

de fezes.
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Uma série de estudos foram feitas com o objetivo de elucidar a relagdo entre o uso de
zedlitas e a digestibilidade dos nutrientes. Romero et al. (2012), substituiram 35% do calcario
por de zedlita associada CaSOa. Os resultados obtidos indicaram aumento do peso do ovo, gema
e teor de sdlidos totais, sem efeito significativo na producdo de ovos, qualidade da casca ou na
retencdo do nitrogénio. A partir deste resultado os autores concluem que o uso de zeélita para
aves de postura pode gerar resultados positivos sobre a digestibilidade da proteina.
Safaeikatouli et al. (2012) corroboram com os resultados anteriores pois encontrou aumento
significativo sobre a digestibilidade ideal da proteina ao incluir 3,0% de zedlita na dieta. Foi
observada reducdo do fosforo contido nas cinzas e no plasma de frango de corte submetidos a
dietas com adicdo de zeo6lita (SCHIEINDELER, 1993). Autores relatam melhora significativa
na absorcéo de calcio. A utilizacdo de 0,15 e 0,25% de zéolita em dietas para frangos de corte
reduziu significativamente a cinza fecal em comparagdo com o grupo controle em um estudo
publicado por Cabuk et al. (2004).

Contudo, em estudos que utilizam animais de companhia a adi¢cdo de zeolita ndo
interfere nos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes. Por exemplo, ao
adicionar zeolita na proporcéo de 1,25 a 3,75% em dietas de cées, Del Campo (2004) néo
observou diferencas significativas nos coeficientes de digestibilidade da matéria seca (MS),
extrato etéreo (EE), proteina bruta (PB), extrativo ndo-nitrogenado (ENN). Estes resultados
corroboram com Maia et al. (2010), que utilizou niveis de zeoélita de 0,50; 0,75 e 1,00% e YSE
na concentracdo de 125, 250 ou 375 ppm para cées saudaveis. Resultados semelhantes foram
encontrados quando Roque et al. (2011) trabalharam com os mesmos niveis do trabalho
supracitado em dietas para gatos.

Santos et al (2016), em um experimento com cdes, compararam uma dieta controle, sem
adicdo de zeolita ou YSE, com uma dieta contendo 1% de zedlita clinoptilolita. Assim como
nos demais tratamentos, ndo houve diferencas significativas nos coeficientes de digestibilidade
da MS, EE, PB, extrato etéreo feito em hidrolise acida (EEHA) e energia bruta (EB). Contudo,
Lowndes et al. (2019) relataram uma diminuicdo linear da energia metabolizavel (EM) (15,4 a
14,7 MJ/kg, P < 0,05) e do coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca ao trabalhar
com doses crescentes de clinoptilolita (0, 10, 20, 30, 40 e 50 g/kg). Os autores, explicam que a
reducdo da EM ocorreu devido a insercdo da zedlita em detrimento do milho na formulacéo.
Um quilo de milho possuiu 16 MJ de EM, portanto a substituicdo de 50 g/kg de milho por
zeolita gera reducao de 0,8 MJ na EM. A causa da reducdo da digestibilidade da MS também

pode ser associada a substituicdo da zedlita pelo milho, uma vez que se retirou um composto
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digestivel para incluir um composto inerte para cdes. Portanto, pode-se inferir através dos
estudos revisados que as zedlitas, quando adicionadas em dietas de cées e/ou gatos, exercem
pouca influéncia na digestibilidade dos nutrientes.

2.2.2.2 Escore Fecal

As caracteristicas fecais dos cdes sdo observadas pelos tutores, e geralmente sdo
associadas a satde animal, mesmo que ndo signifiquem necessariamente que o animal esta
doente (SUNVOLD et al., 1995). Consisténcia, volume (quantidade) e odor sdo caracteristicas
que podem ser analisadas e sdo muito valorizadas por tutores (SABCHUK, 2014). Sunvold et
al. (1995) relatam que existem dois métodos para obter a qualidade das fezes: MS fecal (%) e
consisténcia das fezes. Em relacdo a consisténcia, Carciofi (2008), apresenta um escore fecal
de que classifica as fezes de 0 a 5. Em que 0 significa fezes liquidas; o 1: fezes pastosas e sem
forma; o 2: fezes macias, mal-formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; o
3: fezes macias, formadas e imidas, que marcam o piso; o 4: fezes bem formadas e consistentes
e que nao aderem ao piso; o 5: fezes bem formadas, duras e secas. Segundo o autor o escore 4
representam as fezes ideais, escores inferiores pressupdem ma absorc¢éo intestinal e escore 5
fezes ressecadas. A MS fecal e a consisténcia das fezes apresentam baixa correlacéo entre si,
portanto o escore fecal € o melhor indicativo sobre a consisténcia fecal (SUNVOLD et al.,
1995).

Como descrito, a adicdo de zeolita influencia positivamente ou ndo influencia na
digestibilidade dos nutrientes de um alimento. Além disso, esses minerais possuem alta
capacidade higroscopica, ou seja, conseguem absorver agua no meio em gue estao inseridos.
Felix et al. (2009) constataram que a adicdo de aluminossilicatos em dietas para cées
apresentaram maiores teores de MS fecal e melhores escores fecais em relacdo as dietas
controle. Resultados semelhantes foram descritos por Maia et al. (2010) com a suplementacao
de zedlitas em dietas secas para cdes. E contextualizado pelos autores que estes
aluminossilicatos promoveram fezes mais firmes e com formato homogéneo, devido possuirem
alta capacidade de adsorc¢do de agua livre no TGI, aumentando a MS do bolo fecal.

Contudo, Santos et al. (2013), ndo detectaram diferencas estatisticas na porcentagem de
agua nas fezes ao trabalhar com a incluséo de 125, 250 e 375ppm de YSE e 0.5%, 0.75% e 1.0%
de clinoptilolita a dieta controle. Resultados similares foram descritos por Santos et al. (2011),

que também suplementou YSE e zedlita em dietas de gatos saudaveis. Entretanto, Roque et al.
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(2013), testaram as mesmas concentracdes de Y SE e zedlita, também em um experimento para
gatos, e constaram relacdo quadratica para essa caracteristica. O ponto maximo encontrado
pelos autores foi de 0,56% de inclusdo de zedlita, isto significa que ao incluir essa quantidade
de zeoblita em dietas para gatos encontramos o valor de escore ideal.

Estudos com outras espécies animais foram elaborados para comprovar a melhora nas
caracteristicas fecais através da adicdo de zedlita. Em um trabalho publicado com bovinos,
Sweeney et al. (1984) demonstraram aumentos da MS das fezes por meio da adigdo de
clinoptilolita na dieta de animais confinados. De acordo com Vrzgula e Bartko (1984), a adigcdo
de 5% de zedlita na dieta de suinos demonstrou como resultado fezes mais bem formadas,
compactas e com menor odor em compara¢do com o tratamento controle. Neste trabalho, os
autores avaliaram dez animais na condicdo de diarreia, percebeu-se que 24 horas apds a
alimentacdo com aditivo, os animais sairam das fezes pastosas para consisténcia firme, e em 48

horas as fezes estavam com aspecto “normal”.

2.2.2.3 Produtos da Fermentacéo Intestinal

Estudos demostram que a zeo0lita pode estar associada a melhora da saude intestinal de
animais. Os frangos que receberam suplementacdo com ZC natural (ZCN) e sintética (ZCS)
apresentaram maior altura de vilosidade na mucosa ileal e jejunal (WU et al., 2013). A reducéo
do pH intestinal foi significativa no ileo e ceco no grupo ZCS (P < 0,05) em todo o periodo
experimental, contudo no periodo de 28 a 42 semanas este tratamento também reduziu o pH
duodenal. Para o tratamento ZCN ocorreu reducdo significativa do pH somente no ceco, no
periodo de 28 a 42 semanas. Os autores explicam que a alta afinidade das zedlitas para agua e
cations osmoticamente ativos pode facilitar a fermentacdo no intestino, e a atividade osmotica
pode regular o pH intestinal tamponando ions de hidrogénio de acidos organicos.

Neste ensaio, foi constatado reducdo da contagem total de cepas de Escherichia coli
com as duas fontes de zeolita utilizadas (WU et al., 2013). Com relacdo aos AGCC, a
suplementacdo com ZCS aumentou a concentracdo de butirato para frangos de 1 a 21 dias de
vida. Entrtanto, de 28 a 42 dias de vida, a suplementacdo de zedlita reduziu a producdo de
acetato, bem como a producdo total de AGCC, porém o tratamento ZCN aumentou
significativamente a producéo de butirato no mesmo periodo. Os autores relatam que as zedlitas
podem capturar bactérias patogénicas, fato que acarreta a alteracdo da fermentagdo bacteriana.

Logo, podem modificar e controlar a concentragdo e as proporcoes molares de AGCC,
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melhorando seu efeito adverso nos pintos de corte. Também foi detectado redugdo de E. coli,
quando suinos foram alimentos com zeélita (WANG. YIN; KIM, 2021). Os autores
suplementaram 180 suinos em terminacdo com doses se 0,05 e 0,1% de zedlita clinoptilolita.
Os tratamentos com clinoptilolita reduziram as contagens de E. coli em comparagéo com o
tratamento controle. Os autores relataram que a diminuicdo de E. coli pode estar relacionado a
capacidade de troca idnica, adsorcao e propriedades cataliticas da zedlita que podem favorecer
o epitelio intestinal e reduzir o pH.

Encontra-se alguns trabalhos nos quais a zedlita é utilizada como tratamento de dejetos
de aves (ZIGANSHINA et al., 2015) e suinos (LIN et al. 2013; HO e HO, 2011). Estes trabalhos
relatam que a adicdo de zedlita em biodigestores ocasiona a reducéo do pico de producédo de
acidos graxos volateis. Lin et al. (2013) demonstram que aos 30 dias de incubacao o biodigestor
com a presenca de zedlita apresentou comunidade bacteriana menos expressiva em comparacao
com o biodigestor sem a ze6lita. Os autores relatam que este processo pode ter ocorrido devido
ao fato do biodigestor tratado com zedlita quase te atingido seu estagio de deplecéo de acidos
graxos volateis (AGV), enquanto o outro biodigestor ainda havia uma quantidade relativamente
alta de AGV, podendo ser utilizado como fonte de crescimento bacteriano.

Sabbioni et al. (2016), verificaram a composi¢ao do microbioma de cdes da raca Setter
Inglés alimentados com 5 g/kg de alimento de zeolita chabazitica durante 28 dias. Os animais
receberam dieta de carne crua de aves, e foram submetidos diariamente a atividade fisica. Os
resultados demostraram que o filo Firmicutes (média 51,15% + 11,46%) representou o filo
dominante da comunidade cecal em cées, superando as Proteobactérias (média 27,06% + 15,75
%), os filos Fusobacteria (média 8,54% =+ 3,46%) e 0s Bacteroidetes (média 5,49% + 2,62%).
Quando levou em consideracdo a familia bacteriana, percebeu-se que no grupo tratado com
zedlita houve reducdo nos membros da familia Enterobacteriaceae (-66,99%), como
Escherichia, Klebsiella e Hafnia e, também, o aumento nos membros das Lactobacillus
(205,16%) e Bifidobacterium (75,35%).

E discutido no trabalho que o aumento na abundancia relativa de Lactobacillus ssp. bem
como Bifidobacterium ssp., acompanhados por uma diminuicdo nos filotipos pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, quando os cdes foram alimentados com zeoélita, pode estar
relacionada a capacidade adsortiva da ze6lita. Encontra-se na literatura trabalhos que associam
a zedlita com a reducgdo de E.coli, membro da familia Enterobacteriaceae (WU et al., 2013;
WANG; YIN; KIM, 2021). Além disso, a cepas E. coli e Enterobacterias podem causar
infeccdes oportunistas em cdes (OGEER-GYLES; MATHEWS; BOERLIN, 2006), enquanto
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C. perfringens estd fortemente relacionada a gastroenterite hemorragica (SCHLEGEL,;
RUDELSON; TSE, 2012).

2.2.2.3.1 Absorcédo de Amonia

Devido a sua estrutura, as zedlitas apresentam muitas propriedades que possibilitam seu
uso em diversos setores. Segundo LUZ (1995) as zedlitas apresentam alto grau de hidratacdo;
baixa densidade e grande volume de vazios quando desidratada; estabilidade da estrutura
cristalina, mesmo ao ser desidratada; CTC; canais uniformes nos cristais desidratados;
condutividade elétrica; adsorcdo de gases e vapores e propriedades cataliticas. Desta forma, as
zedlitas podem ser utilizadas na cadeia industrial petrolifera, agricola, armazenamento de calor,
controle de poluentes, purificacdo de dguas e mananciais e na construcdo civil (ELLIOT E
ZHANG 2005; OBER 2016; NAHLI et al., 2017).

Além das propriedades de trocas cationicas, adsorcdo/dessorcéo, as zedlitas possuem
grande seletividade e capacidade de adsorcao pela amdnia (NH4"). Essa afinidade ocorre devido
a atracao eletrostatica entre NH4* carregados positivamente e sitios carregados negativamente
da estrutura das zeolitas (AIYUK ET AL. 2004; ENGLERT; RUBIO 2005; NAHLI et al.,
2017). Esse fato torna as zeolitas, uma tecnologia interessante para ser utilizada na agricultura,
pois a ligacdo entre a zedlita e a amdnia aumenta a capacidade do solo em reter os nutrientes
como fosforo (P) e potassio (K)(NAHLI et al., 2017). Foi constatado que ocorre uma liberacao
gradual e controlada de fosfato quando ocorre a seguinte combinacéo: troca idnica da zedlita
com o solo e a dissolucdo minerais, como a rocha fosfatica rica em apatita (CHESWORTH ET
AL. 1987; LAI; EBERL 1986; NAHLI et al., 2017).

Alevinos de tilapia do Nilo foram submetidos a um ambiente com altas concentracdes
de NH.*, neste ambiente foi constado a redugdo no desempenho: de crescimento, consumo de
alimento, taxa de conversdo alimentar, contagem de eritrocitos, conteudo de hemoglobina, valor
de hematdcrito e proteina total. Nos tratamentos que foram adicionados zedlitas percebeu-se
reducdo nos niveis de amdnia, houve melhora no parametro sanguineo e no crescimento em
peixes expostos, observando valores préximos aos dos peixes controle (SHALABY et al.,
2021). Além do NH4", as zeGélitas conseguem adsorver cations de césio (Cs) e estroncio (ES)
bem como metais pesados, como cadmio (Cd), chumbo (Pb), niquel (Ni), manganés (Mn), zinco
(Zn), cromo (Cr), ferro (Fe) e cobre (Cu) de efluentes contaminados (FAGHIHIAN;
KAZEMIAN.; MARAGHEH et al. 1999; FAGHIHIAN; MARAGEH; KAZEMIAN, 1999;
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KAZEMIAN et al. 2001; KAZEMIAN; MALLAH 2006; GHASEMI et al., 2016; NAHLI et
al., 2017).

Nikolakakis et al., (2013) relataram melhora na qualidade da cama e no desempenho de
frangos de corte. Esses resultados corroboram com Karamanlis et al., (2008) que utilizaram
zeolita inorganica na dieta e na cama, nas concentracdes de 0,2% e 2,0 kg/m?, respectivamente.
Neste trabalho foi reportado melhora no ganho de peso, na conversdo alimentar e menor
mortalidade do plantel. A utilizac&o de 0,5% de uma zeolita artificial na alimentag&o de suinos
em crescimento reduziu a porcentagem de emissdo amdnia, dioxido de enxofre e sulfeto de
hidrogénio para o ambiente (ISLAM et al., 2014). Nas concentragdes de 2,5%, 5,0% e 10% as
zeOlitas podem reduzir a emissdo de NHsz nas camas de frango em 36%, 62% e 92%,
respectivamente (L1 et al., 2008). Esses resultados corroboram com Cabuk et al. (2004) que
detectaram menor emissdo da amonia nos galpdes de aves ao utilizar 0,15 e 0,25% de
clinoptilolita no alimento. Além disso, diversos trabalhos relatam que a utilizacdo de zedlita
em biodigestores que tratam dejetos de aves (ZIGANSHINA et al., 2015) e suinos (LIN et al.,
2013; HO; HO, 2011), reduzem a concentracdo de aménia. Lin et al. (2013), demonstram que
com a adicédo de zedlita no biodigestor, a concentracdo de nitrogénio amoniacal cai durante os
cinco primeiros dias. Os autores correlacionam este acontecimento ao fato da rapida adsorcao
da molécula de amdnia pela ze6lita.

Como mencionado anteriormente, a diminuicéo das concentracdes de aménia nas fezes
de cées pode auxiliar na reducéo de odor fecal. Roque et al. (2011), adicionaram a um alimento
comercial as concentracdes de 0,5; 0,75 e 1,0 % zedlita para 21 gatos. A dieta com 1,0% de
zedlita foi considerada semelhante ao controle e inferior quando comparada aos demais
tratamentos. Em contrapartida as doses 0,5 e 0,75% de zedlita apresentaram, quando

comparadas com a dieta controle, melhores valores de odor (p>0,05).

2.2.3 Yucca schidigera (YSE)

A familia Agavaceae inclui 24 géneros de plantas, que por sua vez, englobam 637
espécies e pertence a ordem Asparagales. A YSE é uma representante desta familia, nativa da
regido desértica do sudoeste dos Estados Unidos da América e México (LI et al., 2021). As
YSE produzem saponinas, substancias que sdo utilizadas para a defesa contra predadores

(insetos) e auxiliam no processo de crescimento das plantas (FRANCIS et al., 2002). Além
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disso, estas plantas produzem resveratrol, varias enzimas e antioxidantes (CHRENKOVA et
al., 2012; ALAGAWANY et al., 2016; FARAG et al., 2016; ALAGAWANY et al., 2018).

Segundo a etimologia, a palavra saponina ¢ derivada do latim “sapo” que significa
sabdo, pois quando agitadas em agua, as moléculas de saponina formam espuma. Na estrutura
das saponinas ha acucares, geralmente nestas moléculas contém glicose, galactose, acido
glicurdnico, xilose, ramnose ou metilpentose ligada a uma aglicona hidrofébica (sapogenina)
que pode ser triterpendide ou esterdide na natureza (DAS et al., 2012). No aspecto quimico,
tanto as saponinas triterpendide, quanto esterdide sdo constituidas de 30 4&tomos de carbono
contendo precursor oxidosqualeno (HARALAMPIDIS; TROJANOWSKA; OBSOURN, 2002;
VINCKEN et al., 2007) e possuem alto peso molecular, pois apresentam de 1 a 8 residuos de
acucares ligados ao triterpeno ou a fracéo aglicona esteroidal (HOSTETTMANN; MARSTON,
1995; VINCKEN et al., 2007). A cadeia de agUcares presentes nas moléculas de saponinas pode
variar e geralmente sdo anexadas ao C3 ou ao C17 (via C28) (VINCKEN et al., 2007).

O extrato de YSE apresenta dois componentes ativos, sendo eles o glicol que apresenta
a capacidade de se ligar a aménia e as saponinas, cujas propriedades ja foram descritas
(KHASKHELI; KHASKHELI; KHASKHELI, 2020). A porcdo glicol da YSE, também
denominada de porcao soluvel, é altamente termoestavel e tem a capacidade de sequestrar as
moléculas de aménia e transforméa-las em nitrato e nitrito (ABDEL-TAWWAB et al., 2021;
DAWOOD et al., 2021)

A Yucca é uma planta muito difundida por ser considerada um aditivo totalmente natural
e pelo seu carater medicinal (ALAGAWANY et al., 2018). Existem dois principais produtos
que sdo utilizados a partir da YSE, 0 p0 e 0 extrato de Yucca. Para se obter o p6 € necessario
que o caule das plantas seja macerado e posteriormente moido, em contrapartida, para se obter
0 extrato é necessario que o caule macerado seja submetido a prensa mecanica para liberar o

Suco que passa por um processo de evaporacgdo para se tornar concentrado (CHEEKE, 2000).

2.2.3.1 Consumo e Digestibilidade

Em um experimento com coelhos Hussain, Ismail e Cheeke (1996), observaram que
coelhos alimentados com dietas suplementadas de 250 ppm de YSE ndo apresentavam
diferencas no consumo quando comparado ao grupo controle. Ashour et al. (2014) relataram
que a adicdo de 200, 4000 e 6000 g/kg de extrato de YSE, ndo causaram alterag&o no peso vivo

e no ganho de peso de coelhos da raga Nova Zelandia. FoldeSiova et al. (2017), também
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trabalharam com coelhos Nova Zelandia, e perceberam que ao serem adicionadas doses de
extrato de YSE no alimento (0, 5 e 20g/100 Kkg) por um ano os coelhos apresentaram aumento
no ganho de peso, contudo essa dieta também induziu alteracdes deletérias no figado dos
animais.

Ao adicionar os niveis de 30, 60 e 90 ppm de extrato de YSE no alimento de codornas,
Kaya, Erdogan e Erdogan, (2003) ndo observaram diferengas significativas em relacdo ao
consumo de alimento. Alagawany et al. (2018) realizaram um experimento com intuito de
observar se o extrato de YSE conseguiria diminuir os efeitos deletérios do chumbo na dieta de
codornas japonesas. O experimento durou oito semanas, as aves escolhidas tinham dois meses
de idade e foram divididas em seis grupos: controle (dieta basal); dieta basal + 100 mg chumbo
/ kg de dieta; dieta basal + YSE (100 mg / kg de dieta); dieta basal + YSE (200 mg / kg de
dieta); dieta basal + LD (dieta de 100 mg / kg) + YSE (dieta de 100 mg / kg) e dieta basal + LD
(dieta de 100 mg / kg) + YSE (dieta de 200 mg / kg). Os resultados do trabalho demonstram
que a adicdo de chumbo resultou em uma diminuicdo significativa no consumo de alimento, na
taxa de conversdo alimentar e na producédo de ovos das aves em comparagdo com o grupo de
controle. Contudo, ndo houve diferencas significativas quanto aos fatores supracitados, quando
0 extrato de YSE foi adicionado em ambos os niveis (100 ou 200) separadamente ou em
combinagdo com o chumbo.

Acredita-se que a digestibilidade dos nutrientes pode ser melhorada pela adicdo do
extrato de YSE, pois se encontra na literatura trabalhos que relatam que este composto age
sobre a parede intestinal tornando-a mais permeavel. Como as saponinas sao pouco absorviveis
(CHEEKE, 2000) sua acao se concentra no intestino. Em um trabalho realizado por Jonhson et
al, (1986), foi constado que acdo das saponinas no intestino aumentou a acdo da mucosa
intestinal, reduzindo o transporte ativo de nutrientes, por sua vez, facilitando a absorcdo de
substancias. Em outro estudo, ratos adultos receberam saponina por via oral, Gee et al. (1997),
demonstraram que ocorreu aumento da absor¢do de B-lactoglobulina nos animais. A -
lactoglobulina é uma proteina absorvida por recém-nascidos nas primeiras horas apos ingestao
do colostro.

Hong et al. (2001) encontraram aumento da digestibilidade da MS e da PB em suinos
alimentados com 60 e 120 ppm de extrato de YSE. Os autores ainda relatam que a eficiéncia
alimentar foi significativamente maior para 0s grupos gque consumiram extrato de YSE em
relagcdo ao controle. Estes resultados sdo diferentes do encontrados por Bae et al. (1999) que

ndo observaram diferencas na digestibilidade da MS e do N quando suplementaram suinos com
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extrato de YSE. Yang et al. (2021), testaram os efeitos do extrato YSE e Candida utilis (CU)
oral no desempenho de crescimento leitdes. Os resultados demonstram que quando utilizados
separadamente o extrato de YSE e CU proporcionam maior peso vivo, ganho de peso diario e
menor conversdo alimentar em ralagdo ao grupo controle. No tratamento que continha dieta
controle associado a C. utilis, 0s animais apresentaram maiores consumos de alimentos diarios,
contudo, YSE+CU ndo apresentou diferencas estatisticas em ralacdo controle.

Entretanto, Singer et al. (2008) realizaram dois experimentos utilizando extrato de YSE
e Quillaja saponaria (QS). O primeiro foi realizado in vitro, foram utilizadas trés doses das
fontes de saponina (15, 30 e 45 g / kg de matéria seca do substrato) no liquido ruminal de trés
vacas leiteiras. Os resultados deste experimento demonstraram reducdo linear da producgéo de
metano com o aumento dos niveis de saponina. Além disso, ocorreu reducdo da concentracao
de amobnia, da proporcdo de acetato e da relacdo acetato: propionato no fluido ruminal
tamponado em comparagdo com o tratamento controle. Também foi constatado a reducéo da
fibra em detergente neutro digestivel e diminuicéao a digestibilidade da MS em comparagdo com
0 tratamento controle.

Devido a reducéo da digestibilidade da MS, os autores do trabalho reduziram os niveis
de suplementacéo de extrato de YSE e QS no experimento in vivo. Ao avaliar a suplementacao
de 10g/Kg de MS de extrato de YSE e 10g/Kg de MS de Quillaja saponaria em vacas em
lactacdo Singer et al. (2008) observaram que as saponinas ndo influenciaram na producéo de
leite, na digestibilidade total dos nutrientes, na fermentacdo ruminal e na producdo de metano
em relacdo ao grupo controle. Contudo, o consumo de MS foi maior para as vacas alimentadas
com as saponinas, principalmente para as vacas alimentadas com extrato de YSE, desta forma,
a eficiéncia produtiva destas vacas (kg de leite / kg de MS ingerida) foi menor em comparacéo
com o grupo controle.

A adicdo das doses de 250, 500 e 750 mg / kg de extrato de YSE em dietas caninas com
diferentes niveis de proteina bruta (25 e 35%), Dos Reis et al (2017), ndo encontraram
diferencas significativas com relacdo ao consumo e digestibilidade dos nutrientes. Em um
trabalho citado no topico anterior, Maia et al. (2010), utilizaram diferentes niveis de zedlita e
YSE no alimento de cdes saudaveis, e ndo foi observado diferencas significativas nos
coeficientes de digestibilidade da MS, EEHA, PB, extrativo ndo-nitrogenado (ENN), na
palatabilidade e na ingestdo voluntaria de alimentos. Estes resultados corroboram com Roque
et al. (2011) que também trabalharam com os mesmos ingredientes do trabalho supracitado em

dietas para gatos. Contudo, Santos et al. (2016) suplementaram com doses de 375 ppm de YSE
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e 1% de zedlita na dieta de cdes, os resultados demonstram que a adi¢ao de 375ppm de extrato
de YSE reduziu a digestibilidade da gordura dietética. Os autores relatam que essa reducéo pode
ter ocorrido devido a interacdo entre as saponinas e 0s sais biliares.

O papel das saponinas na literatura ainda é controverso, alguns autores relatam que estes
compostos apresentam efeitos negativos na producéo animal (POTTER et al., 1993). Algumas
hip6teses foram levantadas para explicar a causa dos efeitos negativos, Francis et al. (2002)
relatam que a caracteristica adstringente e irritante das saponinas diminuem o consumo. Além
disso, ocorre reducdo do transito intestinal que, consequentemente, reduz a producdo de
metabdlitos e diminui a digestibilidade da proteina. As saponinas tém a capacidade de se ligar

as proteinas e formar complexos de dificeis digestdo (POTTER et al., 1993).

2.2.3.2 Escore Fecal

Como ja retratado na secéo anterior, o escore fecal pode ser um indicativo da saide
intestinal do animal, por isso € importante para os proprietarios de animais de companhia. O
escore € uma medida qualitativa, contudo pode ser associada ao gréo de digestibilidade da dieta,
pois alimentos que com um alto coeficiente de digestibilidade produzem fezes bem formadas,
com consisténcia firme e menos volumosas (CASE et al., 2010). Estudos comprovam que 0
escore fecal esta correlacionado com a quantidade de agua das fezes, uma vez que, ha reducédo
da consisténcia fecal quando o teor de agua das fezes aumenta (COWELL et al., 2000).

Através de um estudo no qual matrizes suinas foram alimentadas com 0,06, 0,12 e
0,24% da dieta com extrato de YSE, nota-se que a taxa de diarreia de leitdes lactentes foi
significativamente reduzida em comparagdo com o grupo controle (CHEN et al., 2021). Estes
resultados estdo em consonancia com Haupti e Lovato (2006) que avaliaram suinos alimentados
com doses de extrato de YSE e Quillaja saponaria. Neste experimento 0s autores perceberam
um aumento significativo da consisténcia fecal nos animais alimentados com o composto de
saponinas em relacdo ao grupo controle.

Em um trabalho publicado em 1997, gatos consumiram 125 ppm de extrato de YSE, foi
constatado que ocorreu uma interacdo entre o0 sexo dos animais e consumo de extrato de YSE.
Nesse sentido, Lowe e Kershaw (1997) informam que o uso do aditivo em fémeas gerou fezes
mais firmes e bem formadas, em contrapartida, em machos as fezes ficaram menos consistentes.
Santos et al. (2011), também trabalharam com gatos, contudo ndo observaram diferengas na

producdo fecal diaria e na porcentagem de &gua nas fezes dos gatos alimentados com doses de
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125, 250 e 375ppm de YSE e 0,5%, 0,75% e 1,0% de zedlita. Trabalhando com a mesma espécie
e as mesmas doses do autor anterior, Roque et al. (2011), ndo notaram diferencas significativas
em relacdo a dieta controle.

Em cées, foi observada melhora na consisténcia das fezes quando 0s animais
consumiram o extrato de YSE, Parreira (2003) concluiu que a dose 375 ppm foi a que
apresentou melhor escore fecal. No experimento realizado por Maia et al. (2010), foi verificado
que as doses de 125, 250 e 375ppm de YSE aumentaram a consisténcia fecal em relacdo ao
controle. Contudo, os valores relacionados ao extrato de YSE, foram significativamente
menores quando comparados aos tratamentos que continham zedlita nas doses de 0,5%, 0,75%
e 1,0% da dieta. Os resultados supracitados corroboram com Dos Reis et al (2016), que ndo
notaram diferencas estatisticas quando compararam a inclusé@o das doses de 250, 500 e 750 ppm
de YSE em duas dietas com niveis de proteinas diferentes.

2.2.3.3 Produtos da Fermentacéo

Encontra-se na literatura um nimero maior de estudos realizados em ruminantes, e nota-
se que o extrato de YSE tem a capacidade de reduzir o N-amoniacal presente no rdmen
(GLIMP; TILLMAN, 1965; GROBNER et al., 1982; GIBSON et al.,1985; HUSSAIN;
CHEEKE, 1995). Além disso, também é constado que o extrato de YSE reduziu a concentragéo
de AGV em ruminantes (RYAN; LEEK; JACQUES, 1993; HUSSAIN e CHEEKE, 1995). Wu
et al. (1994) discordam dos autores citados anteriormente e relatam que a administracdo de até
8 g/d de extrato de YSE no rimen de vacas leiteiras alimentadas com dietas contendo 1,2% de
ureia ndo afetou as concentracdes de NH3 e N ruminal (variando de 31,7 a 35,4 mg/dL), do pH
ou dos acidos graxos volateis.

Em um estudo in vitro foi analisado o efeito do extrato de YSE nos metabolitos da
fermentacdo de proteinas (AGCC, AGCR, fendis e inddis, aminas biogénicas, amonia e pH)
usando indculos fecais de cdes alimentados com uma dieta de baixa (B) ou alta (A) proteina
(proteina bruta 201 ou 377 g / kg como alimentacdo) (VIERBAUM et al., 2019). A
concentracdo de AGCC ndo foi influenciada pela adi¢do de YSE exceto por uma tendéncia ao
aumento na concentracdo de acetato e uma diminuicdo na razdo molar de i-valerato na dieta
com alto nivel proteico. Quando houve associacdo da YSE e inulina os autores notaram efeitos
mais efetivos na concentracdo de AGCC e AGCR, contudo os resultados da combinagéo foram

semelhantes aos achados com IN, porém com diminuig&o da razdo molar de i-valerato. A adicdo
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de YSE reduziu a razdo entre o quociente amonia/AGV, assim como a combinagdo YSE e
inulina. A concentragdo de fenol e indol ndo foi alterada pela inclusdo de YSE na dieta. Os
autores mencionam que a acdo da YSE no TGI de monogéstricos foi pouco estuda, contudo
levanta algumas possibilidades como reducdo da aménia através da ligagcdo fracdo livre da
saponina, e inibicdo da urease bacteriana (HEADON et al. 1991; HASSAN et al. 2010;
VIERBAUM et al., 2019).

2.2.3.3.1 Absorc¢ao de amonia

As granjas de suinos e aves possuem grande potencial emissor de aménia volatil, a vista
disso, h&d muitas reclamac6es a respeito do odor destes lugares. Um fator mais preocupante que
0 odor propriamente dito, € que ambnia e o gas sulfidrico em altas concentracbes podem
interferir negativamente na saude dos animais, consequentemente, retardando seu
desenvolvimento, aumentando a susceptibilidade a doencas e diminuindo a produtividade
(HEADON et al, 1991). Uma das vertentes de estudo mais fortes a respeito do extrato de YSE
na literatura, tem como objetivo elucidar a forma que este composto reduz a emissdo de aménia
volatil e por consequéncia o odor em granjas. Nesse sentido, Piacente, Pizza e Oleszek. (2005),
atraveés de uma revisdo bibliografica, demonstraram que o extrato de Y SE foi efetivo na reducéo
da emissdao de amdnia das fezes de varias espécies animais.

Existem trés hipoteses principais sobre o mecanismo de atuacao do YSE na reducéo dos
odores fecais. Alguns autores sugerem que ocorre a inibicdo da urease (ASPLUND;
GOODALL, 1991; PRESTON et al., 1987; ELLENBERGER et al 1985), outra hipotese é
ligacdo a amdnia (HEADON; DAWSON, 1990) e por ultimo modificacdo da microbiota
colénia (BINGHAM et al., 1975, BINGHAM; HARRIES; LAGA, 1978). Porcas na fase de
gestacdo e lactacdo foram submetidas a doses de 0,06, 0,12, 0,24% de extrato de YSE na dieta
(CHEN et al., 2021). Nesse experimento, ndo foram observadas mudancas significativas na
atividade da urease no esterco, estes resultados corroboram com Killen et al. (1994), Killen et
al. (1998). No experimento realizado por Chen et al. 2021, foi relatado que o teor de nitrogénio
amoniacal das matrizes tratadas com Y SE foi significativamente maior em relacdo ao controle.
Em contrapartida, a perda de nitrogénio amoniacal no esterco foi significativamente menor nos
grupos tratados com Y SE. Essa relacdo indica que, nos grupos tratados com Yucca, o nitrogénio
amoniacal ficou retido no esterco e ndo pdde ser convertido em amdnia para ser emitido para o

ar.
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Segundo Paray et al. (2021), a YSE ¢ utilizada na aquicultura para reduzir os niveis de
emissdo da amonia, pois a porcdo glicol da molécula tem afinidade de ligacdo com a amdnia.
Killen et al. (1998), destacam que a por¢do saponina presente na YSE, provavelmente, nao
influencia na ligacdo com a amdnia. Portanto, os glicocomponentes e os compostos fendlicos,
que, por sua vez, apresentam capacidade de ligacdo com o grupamento amino dos aminoacidos
(CHEEKE; OTERO, 2005) sdo responsaveis pela interacdo entre a amdnia e a YSE. Amon et
al. (1995), relatam que através da insercdo do extrato de Y SE na dieta de suinos, a concentracéo
de amonia foi significativamente menor em 26 % em relacdo ao grupo néo tratado. A taxa de
emissdo de ambnia também baixou na mesma proporc¢do, contudo nem a concentracdo de odor
nem a taxa de emisséo de odor foram reduzidas significativamente com o uso do aditivo.

Hong et al. (2001), em um segundo experimento, trabalharam suinos suplementados
com extrato de YSE, e observaram a influéncia na producéo de aménia fecal. Os animais foram
suplementados com 150 ppm de extrato de YSE e 100 ppm de extrato de YSD misturado com
materiais emitidos no infravermelho distante (Bio-Dr). A producdo de amonia fecal foi menor
no grupo trato com extrato de YSE em relacdo ao controle. Contudo, os animais tratados com
Bio-Dr, obtiveram maior reducdo de producdo de amonia fecal em relacdo aos demais
tratamentos. Yang et al. (2021) demonstraram que a dose de 120 mg/Kg de alimento na dieta
leitdes além de auxiliar na reducdo da emissdo de aménia auxilia no crescimento animal.

Contrariamente aos animais de producdo, o emprego da YSE na dieta de animais de
companbhia visa reduzir o odor propriamente dito. A aversdo do humano pelo odor das fezes é
resultado de uma combinacdo e intensidade dos varios compostos volateis especificos (LOWE
etal., 1997; MOORE; JESSOP; OSBORNE, 1987; HAMMOND et al., 1974). Lowe e Kershaw
(1997) utilizaram cées e gatos como objeto de estudo e através da técnica de painel de odores,
relataram que a inclusdo de 250 ppm (cdes) e 125 ppm (gatos), reduziram o odor fecal e
modificou a composicdo quimica dos compostos volateis fecais. Os autores ainda relatam que
a presenca ou auséncia dos compostos volateis nas fezes influi menos que a suas combinacdes.
Maia et al. (2010), também utilizaram da técnica de painel de odores e relataram que a incluséo
de 125 a 375 ppm ndo diferiu significativamente do grupo controle. Contudo, os caes
alimentados com Y SE obtiveram valores melhores do que o0s animais que continham a incluséo
de 0,75 e 1,00% de zeolita.

Gatos alimentados com 250 ppm de extrato de YSE obtiveram fezes com menor odor
em relacdo ao grupo controle (ROQUE et al., 2011). Quando foram alimentados com as doses

de 125 e 375 ppm de YSE as vezes apresentaram média maior (p>0,05) em relacdo grupo
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controle. Ocorreu adicdo das doses de 250, 500 e 750 mg / kg de extrato de YSE em dietas
caninas com diferentes niveis de proteina bruta (25 e 35%), Dos Reis et al. (2016) informaram
que a dieta controle um (25% de PB) apresentou odor menos fétido em relacdo a dieta controle
dois (35% de PB). Os autores relatam que essa diferenca pode ter ocorrido devido a diferenca
da digestibilidade das proteinas nas dietas. Sobre 0 mesmo experimento, a inclusdo de 250 e
750 mg / kg de YSE na dieta ndo apresentou diferencas na reducdo ou no aumento do odor
fecal. A inclusdo das doses de 250 e 750 mg / kg de YSE na dieta dois aumentou o odor fétido
das fezes na opinido das pessoas testadas. Quando os animais foram alimentados com doses de
500 mg / kg de YSE na dieta dois, os resultados demonstraram fezes menos fétidas (P <0,01)
em comparacdo com a dieta sem a incluséo deste aditivo. Além disso, a inclusdo de Y SE reduziu
(P <0,05) a aménia fecal, e a inclusdo de 250 e 500 mg / kg YSE reduziu o gas intestinal.

Para que o extrato de YSE reduza o odor fétido das fezes, a acdo desse composto deve
estabelecer efeito direto ou indireto sobre a producdo ou persisténcia dos compostos quimicos
causadores do odor. A partir disto, diversos mecanismos podem entrar na equagdo, por
exemplo, modificagdo na atividade metabdlica do TGI do individuo, ou no microbioma
intestinal. Por sua vez, as modificacOes citadas anteriormente, podem produzir diferentes
proporcoes de metabdlitos, alterando a permeabilidade da membrana intestinal, ou até a ligacéo
de um ou diversos compostos odoriferos, consequentemente diminuindo o odor (LOWE et al.,
1997).

2.2.3.3.2 YSE e 0 metabolismo do nitrogénio

Ja é estabelecido pela literatura que a Y SE exerce efeitos no metabolismo do nitrogénio,
dentre eles, encontra-se a reducdo da ureia e da amdnia sérica. Algumas hipdteses ja foram
descritas ao decorrer desta revisdo, como a inibicdo da urease, enzima bacteriana que converte
a ureia em amdnia; ligacao dos glicocomponentes das moléculas de YSE a amdnia e por Gltimo
modificacdo da microbioma colbnia. Alguns autores relatam que a YSE pode modificar a
funcdo renal, de forma a aumentar a depuracdo da ureia e, por consequéncia, diminuir a
concentracdo ureia e amonia sanguinea (WALLACE; ARTHAUD; NEWBOLD, 1994;
HRISTOV et al., 1999).

Através de um ensaio in vitro, pesquisadores observaram o comportamento da urease
do Bacillus pasteuri na presenca da YSE (KILLED et al., 1994). Para ter um pardmetro de

comparagdo o0s autores também observaram o efeito da YSE na enzima 8-galactosidase de
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Aspergillus oryzae, uma hidrolase ndo correlacionada com a urease. Os resultados obtidos neste
experimento demonstraram fraca redugdo das duas enzimas testadas. Os autores concluiram
que os efeitos da YSE sobre a urease sdo infimos e ndo servem como base para explicar a
reducdo de ureia/amonia in vivo em dietas com os niveis de inclusdo de alimento de menor ou
igual 100 g/ tonelada.

Os mesmos autores realizaram um trabalho avaliando a interacdo dos compostos
presentes na YSE “in vivo”. Para isto, foram separadas a fragcdo saponina, denominada no
experimento de butanol extraivel (BE), e a fragao ndo saponina, também denominada de butanol
ndo-extraivel (NBE). Desta forma, o experimento consistia em quatro tratamentos, nos quais
grupos de cinco ratas (12 semanas de idade) tiveram acesso ad libitum a dietas suplementadas
com agua (controle), 200 mg/kg de YSE (TOT) ou sua fracdo equivalente a NBE ou BE por 64
dias. Quando os animais foram alimentados com a falimento NBE ocorreu reducdo da
concentracdo de ureia e amdnia na corrente sanguinea, além disso, aumentou a concentracéo de
amonia fecal. O NBE aumentou e o BE diminuiu os niveis de atividade da urease do intestino
posterior, em contrapartida, ndo houve nenhuma alteracdo nos animais alimentados com o
tratamento TOT. Desta forma, os autores concluem que a reducdo da ureia na corrente
sanguinea ocorreu devido ao aumento da taxa de depuragédo plasmatica ou pela diminuicao da
taxa de sintese hepatica (KILLED et al., 1994).

Dietas com doses de 120 ppm de saponina ndo diminuiram a concentracdo de ureia
sérica em ratos (PRESTON et al., 1987). Ao fornecer as doses de 200 ppm de YSE, a fracdo de
BE e de NBE para os ratos, foi constatado reducdo no nivel da ureia sérica e da atividade da
arginase e da argininosuccinato liase in vivo (DUFFY et al., 2001). Diferentemente dos autores
citados anteriormente, (AMBER; YAKOUT; HAMED RAWYA, 2004) ndo constataram
alteracdo significativa na concentracdo da ureia na corrente sanguinea, ao trabalharem com a
dose de 250 ppm de YSE na dieta de coelhos. Contudo, Lowe e Kershaw (1997) encontraram
diminuicdo das concentrac@es da ureia sanguinea em gatos quando foram alimentados com 125
ppm de YSE. A associacdo de extrato de YSE para cdes e gatos também ndo alterou a
concentracdo da ureia sérica dos animais (MAIA et al., 2010; ROQUE et al., 2011). Dos Reis
et al. (2016), incluiram extrato de YSE em duas dietas com diferentes niveis proteicos. Os
autores ndo encontraram diferencas entre as diferentes doses de extrato YSE quando
comparadas na mesma dieta. Contudo, a dieta que continha maior proporcdo de proteina

apresentou maior concentragdo de ureia sanguinea.
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2.2.4 B-Glucanos

As fibras possuem propriedades diferentes de acordo com sua origem, solubilidade,
modificacOes da sua estrutura no TGI, processamento do alimento e suas caracteristicas fisico-
quimicas. Em relacdo a solubilidade, a fibra pode ser classificada em solivel (PNA sollveis)
ou insoltvel (PNA insollveis) em agua. Os PNA soluveis podem ser formados por pectinas,
inulina, gomas, alginatos, carragenas, B-glucanos e geralmente séo fermentéaveis no colén, com
alto grau de viscosidade e geletificantes.

Devido as caracteristicas descritas acima, a utilizacao de fibras sollveis na alimentacédo
animal estava relacionada a diminuicdo de desempenho e producéo, por isso 0s cereais, COmMo
a aveia e a cevada eram pouco utilizados. Estes gréos citados apresentam em sua composi¢éo
uma alta concentragcdo de B-glucanos que sdo correlacionados com menor acdo das enzimas
digestivas sobre os nutrientes e por sua vez, diminuem os valores de digestibilidade
(GRAHAM; AMAN, 1991). Outro fator que inviabilizou o uso de p-glucanos na alimentagio
animal, foi o aumento de ocorréncia de fezes moles e viscosas. Desta forma, na década de 80
comecaram a desenvolver enzimas comerciais contendo B-glucanase para tentar minimizar tais
efeitos antinutricionais.

No ano de 2018 foi aprovado pela Unido Europeia uma proposta de regulamento do
Parlamento Europeu e do Conselho, que altera o Regulamento (CE) 726/2004 que atualmente
estabelece procedimentos comunitarios de autorizacao e fiscalizacdo de medicamentos para uso
humano e veterinario. Assim, o parlamento europeu vetou o uso de antibioticos como
promotores de crescimento para animais. Entdo, ocorreu uma intensa busca por alternativas
viaveis e que fossem capazes de exercer efeitos similares ao de antimicrobianos. Somente nesse
periodo os B-glucanos passaram a ser utilizados na dieta de animais de producdo, desta forma,
pesquisas sobre este ingrediente foram feitas e foi constatado que exercem influéncia positiva
sobre os processos fisioldégicos e metabolicos do corpo, como estimulacdo da saciedade,
reducdo das concentracdes de glicose no sangue e colesterol e no peso corporal (FERREIRA et
al., 2018).

Os B-glucanos séo classificados como polissacarideos e consistem em mais de 250.000
unidades de D-glicose interligadas por ligacao B-glicosidica. Existe uma variacdo na estrutura
dos B-glucanos em virtude das diferentes fontes. Os B-glucanos de leveduras e de cogumelos
tém ramificagoes B (1, 6) curtas ligadas a uma estrutura B (1, 3). Os B-glucanos de aveia e

cevada sdo ligacdes B (1,4) lineares que separam cadeias mais curtas de estruturas B (1,3)



46

(JAYACHANDRAN et al., 2018). Estudos compravam que as forma da molécula dos -
glucanos, ou seja, de ligacéo, presenca e grau de ramificacdes, peso molecular e solubilidade
influenciam de diferentes formas a natureza e a intensidade dos efeitos deste aditivo no TGl
(FERREIRA et al. 2018).

2.2.4.1 Consumo e Digestibilidade

O uso de B-glucanos de aveia foi avaliado na dieta de cdes com relacdo a aspectos
nutricionais e imunoldgicos (FERREIRA et al. 2018). Para isto, 0s cées receberam uma dieta
suplementada com 1% de B-glucano durante 71 dias. N&o houve diferengas significativas
quando foi avaliada a ingestdo de alimento e a média de peso corporal dos animais pelo
consumo de B-glucano dietético. Os autores perceberam que 0s animais suplementados
apresentaram menores concentracdes sericas de colesterol total e lipoproteinas de densidade
baixa e muito baixa, menores CDA de materia seca, matéria organica, matéria mineral e
lipideos. A diminuicdo da digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica, materia
mineral e lipideos foi relacionado ao fato dos B-glucanos atuarem de forma similar a um tipo
de fibra soltvel, que quando ingerida, aumenta a viscosidade da digesta e dificulta o ataque
enzimatico.

Quanto a baixa concentracdo de colesterol encontradas no experimento, 0s autores
elucidam que a alta dificuldade da acdo das enzimas enddgenas devido a viscosidade
contribuiram para reduzir a concentracdo colesterol e de lipideos no trato gastrintestinal
(FERREIRA et al. 2018). Além disso, a viscosidade pode inibir a reabsorcao dos sais biliares
no IG, fato que aumenta a excrecdo fecal do colesterol (EL KHOURY et al., 2012). A
diminuicdo da digestibilidade também ocorreu quando Reilly et al. (2010), testaram a influéncia
de uma dieta a base feita de aveia com a concentracdo de 45,5 g/kg de B-glucano e observou
reducdo do coeficiente de digestibilidade da MS, MO, FDN e EB, quando comparados a uma
dieta a base de trigo suplementada com a mesma concentracdo de B-glucano. Segundo o0s
autores, ha diferencas entre a solubilidade e caracteristicas fisicas do p-glucanos da aveia e do
suplementado podem ter influenciado nos resultados.

Foram adicionados polissacarideos ndo-amilaceos (PNA) na dieta de cées para avaliar
a acao de uma enzima que continha em sua composicao xilanase, B-glucanase e amilase. Foram
utilizados trés tratamentos, 0 A que consistia na dieta controle sem adi¢do de PNA, B com 16

g/kg e o tratamento C com 20 g/kg de PNA. Foi observado que para os coeficientes de
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digestibilidade de EB e EE houve aumento significativo com o emprego das enzimas para o
tratamento B e C. A uso da enzima melhorou a digestibilidade do amido apenas para a dieta B.
A digestibilidade da MS foi aumentada quando foi utilizada a enzima no tratamento C. Os
autores relatam que a acdo da enzima foi especifica contra 0s compostos arabinoxilana e p-
glucanos, quebrando essas moléculas em polimeros menores, o que ocasionou a diminuicéo da
viscosidade da digesta, possibilitando maior ataque enziméatico (BARRY et al.2014).

Em outro estudo, 14 cées foram alimentados com trés dietas diferentes, sendo elas: dieta
controle (CON), CON + 150 ppm de -glucano diariamente no momento da alimentagéo (C+B),
¢ CON mais B-glucana incluida na formulacdo da dieta (CB). N&o houve diferencas
significativas com relacdo ao consumo, e a digestibilidades da MS e da PB foram maiores para
o tratamento CB em relacdo ao controle. A digestibilidade da energia metabolizavel também
foi maior para o tratamento CB do que para os demais. (TRAUGHBER et al., 2021). Esses
resultados corroboram com Chae et al. (2006) que suplementaram frangos de corte com 0,02%
e 0,04% de B-glucano da levedura Sacharomyces cerevisae, € perceberam aumento da
digestibilidade da MS em comparacéo as dietas sem suplementacéo. E relatado pelos autores
que B-glucanos oriundos de microrganismos apresentam efeito positivo no desempenham
animal, enquanto o mesmo composto provindo de cereais apresenta efeitos antinutricionais.
Letdes suplementados com fB-glucanos semelhantes ao trabalho citado anteriormente, em
concentracdo de 0,01%, 0,02%, 0,03% e 0,04%, apresentaram melhora na digestibilidade dos
minerais calcio e fésforo e na digestibilidade dos nutrientes da MS, PB, EE (HAHN et al.,
2006).

Em outro ensaio, caes foram suplementados com doses de um produto comercial de
parede celular de levedura (apresenta e sua composicdo B(1,3),p(1,6)-glucanos) (MIDDELBOS
et al., 2007). Neste ensaio, os animais foram alimentados com doses de 0%, 0,05%, 0,25%,
0,45% e 0,65% de parede celular de levedura. Relatou-se que ndo houve reducéo do consumo,
contatou-se também aumento da digestibilidade ileal da MS, MO, PB em uma tendéncia ao
aumento do EE com o uso de 0,25% da parede celular de leveduras. Com relacdo a
digestibilidade total do TGI, a digestibilidade da MS respondeu cubicamente a suplementacéo,
assim como a digestibilidade total da MO, PB, EB e fibra dietética insoltvel. Comparada com
a dieta controle, a suplementacdo da parede celular de levedura tendeu a resultar em menor
digestibilidade da fibra dietética insoluvel. A digestibilidade da fracdo de fibra dietética soluvel

ndo foi afetada pela suplementacéo e foi alta entre os tratamentos.
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Os autores supracitados realizaram outro experimento, desta vez com cées canulados,
no qual utilizaram diferentes fontes de fibra. Desta forma os tratamentos foram divididos em
controle, polpa de beterraba, celulose, celulose + 1,5% de frutooligossacarideos (CFOS),
celulose + 1,2% de frutooligossacarideos + 0,3% parede celular de levedura (YCWL1) e celulose
+ 0,9 % de frutooligossacarideos + 0,6% parede celular de levedura (YCW?2). Os tratamentos
contendo parede celular de levedura apresentaram reducdo da digestibilidade da PB. Além
disso, o tratamento YCW1 apresentou reducdo da digestibilidade da MO, EE e EB em relacéo

ao controle.

2.2.4.2 Escore Fecal

Existe uma relagéo entre a presenca de fibras na dieta e a consisténcia fecal, Cole et al.
(1999), relata que a fermentabilidade da fibra afeta consideravelmente a consisténcia das fezes.
Este fato ocorre pois os produtos da fermentacdo e produtos que acabam escapando dos
processos de fermentacdo intestinal, alteram a osmolaridade do meio, consequentemente,
atraindo maior quantidade de &gua para o lumen intestinal (VERNIA et al., 1988). Em
contrapartida, os PNA insolUveis séo poucos viscosos e geralmente possuem baixa capacidade
fermentativa, desta forma, aumentam o peristaltismo da mucosa intestinal (NRC, 2006), retém
a agua, elevam o volume e o peso das fezes.

Ferreira et al. (2018), relatando que uma dieta suplementada com 1% de B-glucano para
caes resultou no aumento da quantidade de fezes total, e na diminui¢do da consisténcia destas
que ocorreu devido ao aumento de agua nas fezes. Em contrapartida a incluséo de 150 ppm de
B-glucano derivado de levedura nédo teve efeitos sobre as caracteristicas fecais (TRAUGHBER
et al., 2021). A inclusdo de doses de 0%, 0,05%, 0,25%, 0,45% e 0,65% de parede celular de
levedura também ndo influiram na escore fecal dos animais. Contudo, o tratamento que incluiu
0,45% de B-glucano resultou em menor valor de producdo fecal (MIDDELBOS et al., 2007).
No trabalho citado no tdpico anterior, Twomey et al. (2003) destacam que o aumento de PNA
diminuiu o escore fecal de cdes. Contudo, a inclusdo da enzima que cliva os compostos
arabinoxilana e B-glucanos na dieta, o escore fecal normalizou novamente.

Suinos foram alimentados com duas diferentes dietas: uma a base de cevada (22,99 de
B-glucano /kg de dieta) e outra a base de trigo suplementada a com B-glucano de aveia (22,79
de B-glucano/kg de dieta) (O’SHEA et al., 2011). Quando os animais consumiram a dieta que

continha cevada, foi constado uma maior producéo fecal em (kg/dia). Ao comparar o uso dietas
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com diferentes concentragdes de B-glucano (cevada:41,8g de p-glucano/kg de dieta; trigo: 2,29
de B-glucano/kg de dieta; ou de milho: 0,2g de B-glucano/kg de dieta), Leek et al. (2007)
constataram que quando os animais consumiram a dieta com cevada, eles apresentaram maior
producao diaria.

Silva et al. (2020) distribuiram aleatoriamente 120 leitdes, desmamados aos 22 dias de
idade, em seis tratamentos, sendo estes: T1) colistina (40ppm); T2) B-
glucanos/mananoligossacarideos (0,2%); T3) butirato de céalcio (0,1%); T4) B-
glucanos/mananoligossacarideos (0,1%) + frutoligossacarideos (0,01%) +
galactoligossacarideos  (0,09%); T5) B-glucanos/mananoligossacarideos (0,1%) +
frutoligossacarideos  (0,03%) +  galactoligossacarideos  (0,07%); e T6) B-
glucanos/mananoligossacarideos (0,1%) + frutoligossacarideos (0,05%) +
galactoligossacarideos (0,05%). Nao foi relatado diferencas nos parametros de desempenho
zootécnico dos animais em nenhuma das fases de criagdo. Para a avaliacdo do escore fecal os
pesquisadores utilizaram a metodologia de Vassalo et al. (1997) e foram classificadas avaliando
as fezes com consisténcia regular (0), fezes moles (1), fezes pastosas (2) e fezes aquosas (3).
Através dos resultados pode-se concluir que todos os tratamentos alternativos (T2 a T6),
apresentaram resultados semelhantes ao tratamento com colistina que € um antibiotico utilizado
para a reducdo de diarreia. Contudo, Silva et al. (2020) acrescentam que para o tratamento T4
e T6 os resultados foram significativamente melhores quando comparados ao T5 que
apresentam os mesmos aditivo, porém em diferentes proporcfes. Segundo os autores estes

resultados podem ser associados a melhora no sistema imunoldgico e no epitélio intestinal.

2.2.4.3 Produtos da Fermentacéo

Os cereais B-glucanos tém caracteristicas interessantes a saude animal, pois tém
propriedades profilaticas e terapéuticas promissoras, como anticancer, antidiabético,
imunomodulador, antiinflamatorio e protetores da pele (SHOUKAT; SORRENTINO, 2021;
JAYACHANDRAN et al., 2018; ; SHEN et al., 2016; CLEMENTE et al., 2012). Esse PNA é
completamente fermentado no 1G o que proporciona aumento de microrganismos intestinais
benéficos devido suas propriedades probioticas (LAM et al., 2018). Desta forma, os -glucanos
estdo envolvidos na minimizacdo dos niveis de oxigénio luminal, aumentam a absorcao de agua
e ions, fortalecem as proteinas de JF, proporcionam melhor relagdo vilo/cripta, aumentam a

imunidade inata e adaptativa, geram maior a disponibilidade de energia para as células da
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mucosa e aumentam o espessamento do muco (ADEBOWALE; YAQO; OSO, 2019). B-glucanos
também acarretam na diminuicdo do pH intestinal, e este pardmetro exerce uma grande
influéncia sob os parametros de absorcdo e, também, no microbioma intestinal (HAJATI;
REZAEI, 2010).

Leitdes desmamados aos 18 dias de vida foram alimentados com levedura hidrolisada
(HY), sendo os tratamentos controle (C): sem suplementagdo de HY; HY5: C + 5% da dieta
suplementada com HY; e C + 10% de dieta suplementada com HY (HY10) (BOONTIAM et
al., 2022). Aos 28 dias foram medidas a concentragdo de AGV nas fezes dos animais, e 0S
resultados foram: aumento linear nas concentragcdes de acido acético e &cido propibnico a
medida que aumentou a quantidade de HY da dieta. Contudo, ndo foram detectadas diferencas
significativas para as concentragdes de acido butirico e valérico nas fezes dos porcos. Alem
disso, a concentracdo de AGCR decresceu linearmente com a inclusdo de HY. Os autores
discutem que a reducdo dos AGCR indica que os leitGes tém uma boa capacidade de utilizacao
da proteina de leveduras na fase inicial de producdo. O aumento da relagdo AGCC indica maior
fermentacao da fibra do que de proteina no instinto grosso, assim suprimindo o crescimento de
patdgenos e a secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias, enquanto melhora o desempenho de
crescimento de leitdes desmamados precocemente (BOONTIAM et al., 2022).

No estudo de Silva et al. (2020), ja@ mencionado anteriormente, foi encontrado diferencas
significativas na concentracdo de propionato cecal em leitdes, quando estes foram alimentados
com o T3, T5 e T6, respectivamente, [-glucano/mananoligossacarideos (0,1%) +
frutooligossacarideos (0,03%) + galactooligossacarideos (0,07%) e B-
glucano/mananoligossacarideos (0,1%) + frutooligossacarideos (0,05%) +
galactooligossacarideos (0,05%). Estes resultados foram melhores que o tratamento controle
(40 ppm colistina), ma nédo diferiram (P>0,05) dos demais tratamentos.

Uma inclusdo de 150 ppm deste B-glucano derivado de levedura em dietas para caes,
ndo teve efeitos nos acidos graxos fecais de cadeia curta e ramificada, na amonia, nem nas
concentracdes de indol e fenol (TRAUGHBER et al., 2021). De acordo com Twomey et al.
(2003), em um trabalho cujo metodologia foi citada anteriormente, a inclusdo de PNA na dieta
de cées causou aumento na fermentacdo no IG, fato que resultou em diminuicdo do pH fecal
AGV e o0 aumento do lactato. Segundo os autores, 0 aumento do lactato foi determinante na
reducdo do pH intestinal, indicando que o acimulo de produtos de fermentagdo acida pode
alterar o ambiente intestinal de modo que os padrdes de fermentagdo mudem. Ao adicionar a

enzima que cliva os compostos arabinoxilana e B-glucanos, os autores ndo constataram o efeito
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no total de AGV fecal e nas concentracdes de lactato ou no pH fecal. No entanto, houve algumas
mudancgas nas proporgdes molares de AGV com a adi¢cdo das enzimas com as proporgoes
molares de propionato e isobutirato diminuindo e aumentando, respectivamente.

Ratos foram divididos em 6 grupos e foram alimentados com produtos a base de farinha
de aveia que continha concentracdes de 4-128 g/kg de amido resistente, 30-92 g/kg de b-glucana
e 122-304 g/kg de fibra alimentar total (DRZIKOVA et al., 2005). Os tratamentos foram: C,
controle (se adigdo de compostos de aveia); F, farinha de aveia; FN, farinha de aveia/Novelose;
B, farelo de aveia; BN, farelo de aveia/Novelose; F#, farinha de aveia (autoclavada). O pH
intestinal foi reduzido em todos 0s grupos testes, assim como as concentracoes totais AGCC
foram significativamente maiores para todos os grupos que continham aveia em relacdo ao
grupo controle, sendo os para AGCC: controle, 156,1 mmol; grupo F, 313,9 mmol; grupo FN,
420,5 mmol; grupo B, 590,4 mmol; grupo BN, 609,3 mmol; grupo F#, 345,5 mmol (P,0-001
em todos os grupos de teste). O acetato foi 0 AGCC mais produzido em todos 0s grupos,
incluindo no grupo controle, contudo, a concentracdo de acetato foi significativamente maior
em todos 0s grupos que apresentaram compostos a base de aveia. O mesmo padréo se ocorreu
nas concentraces de propionato e butirato, entretanto os valeratos estavam presentes apenas
em quantidades relativamente baixas. Segundo os autores, a razdo para a maior producéo de
AGCC esta na composicdo da aveia que apresenta diferentes tipos fermentaveis de fibra
alimentar (FA), como (1,3), (1,4)-B-glucano (DRZIKOVA et al., 2005).

Em um estudo in vitro forma inoculadas 100 mg de B-glucanos de cevada em
uma solucdo constituida de 9 mL de meio de cultura e 1 mL do indculo fecal diluido ativado
(as utilizadas foram fezes humanas) (ROSCH et al.,2016). Foi constado que a partir da
fermentacdo do B-glucano de cevada, houve aumento de pH de 5,8 para 6,2 em 8 horas do
processo. Segundo os autores isto pode ser indicio da utilizacdo da proteina, presente no f-
glucanos da cevada, pelos microrganismos, resultando na producdo de amdénia em vez de
AGCC. Houve flutuacdo de pH nas horas subsequentes, sendo 5,9 (10 h), 6,2 (11 h), 6,3 (24 h)
e 6,0 (48 h). Essas mudancas minimas de pH ao longo do tempo sugerem a presenca de
diferentes populacdes de B-glucanos de diferentes fermentabilidade. Com relacdo aos AGCC,
percebeu-se aumento da concentracdo apas trés horas do inicio do processo fermentativo, sendo
que a concentracao saiu de 2,5 mmol/g de B-glucanos de cevada para um maximo de 6,3 mmol/g
de B-glucanos de cevada em 24 h. Da proporcdo total de AGCC ap6s 24 h, 1,4 e 1,1 mmol/g de
B-glucanos de cevada eram propionato e &cido butirico, respectivamente, totalizando 30% da

producdo total. A porcentagem restante (70 mmol%) foi formada pelo &cido acético, atingindo
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um maximo de 3,9 mmol/g de B-glucanos de cevada em 24. Dessa forma, de acordo com 0s
resultados encontrados nos diferentes estudos, pode-se concluir que os B-glucanos influenciam
de forma distinta a producdo de AGV no intestino, contudo ha escassez de informacbes
relacionadas aos efeitos metabdlicos e fisioldgicos dos betaglucanos, indicando a necessidade

de mais estudos nessa area.

2.2.4.4 Efeito imunomodulador dos B-Glucanos

Muitos receptores de reconhecimento padrdo (RRPs) presente nas células do sistema
imune inato reconhecem os B-glucanos como padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). O receptor dectina-1, expresso em macrofagos, neutrofilos e células dendriticas
(CHAN; CHAN; SZE, 2009), durante muito tempo foi catalogado apenas para B-glucanos
oriundos de fungos e leveduras, contudo pesquisas mais recentes comprovaram ser capaz de
reconhecer os B-glucanos provenientes da cevada (TADA et al., 2008). O receptor dectina-1
atua colaborativamente com o receptor Toll-Like (TLR) 2 para a inducgéo de citocinas (isto e,
fator de necrose tumoral alfa [TNF-] e interleucina-12 [IL-12]) e outros mediadores
inflamatérios (BROWN; GORDON, 2003; GANTNER et al., 2003).

Também foi observado que os receptores scavenger que estdo localizados nos
mondcitos e macréfagos reconhecem as moléculas de B-glucanos (RICE et al., 2002). Outro
RRP que tem a capacidade reconhecer este PNA ¢ o receptor de complemento (CR) 3. Este
receptor é especifico para o fragmento C3b, contudo apresenta um sitio de ligacdo em sua
estrutura para os -glucanos (XIA; ROSS, 1999). De acordo com 0 mesmo autor, este receptor
é expresso nos neutréfilos, mondcitos e células natural killers (células NK). A ativacdo do
receptor CR3 gera fagocitose e citotoxicidade, e para sua ativacdo € necessario que estejam
ligados a ele o fragmento C3b e um B-glucanos. Quando um o B-glucano apresentam alto peso
molecular a sua ligacdo com CR3 dos neutrofilos e mondcitos pode desencadear a secre¢édo de
citocinas (ROSS et al., 1999).

O reconhecimento dos B-glucanos por diferentes PAMPs, resulta na ativacdo de células
imunes e consequentemente na producdo de citocinas (CHAN; CHAN; SZE, 2009; FERREIRA
et al., 2018). Neste sentido, 14 caes foram suplementados com 1% de B-glucanos provenientes
da cevada durante 71 dias (FERREIRA et al., 2018). Foram avaliadas as concentracdes séricas
de IL-4 e IFN-y durante os dias 0, 57 e 71, que correspondiam a coleta de sangue antes da

suplementacdo de B-glucano, e aos 7 e 14 dias apds a primeira e segunda dose de vacinacao



53

(Pneumodog®, Merial, Campinas, Brasil), respectivamente. A vacinacdo dos animais foi
proposta como uma forma de desafio para a resposta imune. Os resultados demostraram que
dieta suplementada resultou em menor nimero de hemécias, porcentagem de hematdcrito e
concentracdo de hemoglobina 21 dias p6s-vacinagdo, bem como menor concentracao sérica de
interleucina-4 sete dias pos-vacinagdo. O mesmo efeito ndo foi observado ap6s a administracdo
da segunda dose da vacina. Nao foram encontradas quantidades detectaveis de INFy nas
amostras de soro dos animais experimentais através da metodologia utilizada.

Os autores relatam que o padrdo de producdo da IL-4 durante o ensaio pode ser
explicado pela forma de aplicacdo da vacina. A administracdo subcutanea de antigenos pode
gerar precipitados de dificil dissolugdo no local aplicado (DENIS; ALAIN; PLOY, 2007). Desta
forma, o antigeno liberado lentamente leva a uma ativacao cronica dos linfocitos T que por sua
vez aumenta a producdo de IL-4. Como o estimulo no local é persistente, a producdo da
interleucina segue aumentando até que sensibilize uma resposta do tipo Th2, aumentando ainda
mais a producdo da IL-4 (FERREIRA et al. 2018). A baixa quantidade de INFy nas amostras
de soro pode ser explicado, pois a ativagdo de uma resposta crénica do Th2, pode inibir o
desenvolvimento da resposta do Thl, caracterizado por uma maior concentracdo de INFy
(ABBAS; MURPHY; SHER, 1996).

Em outro ensaio com caes foi avaliado a agdo dos B-1,3/1,6-glucanos de Saccharomyces
cerevisiae na imunidade humoral em cdes domésticos (STUYVEN et al., 2010). Quinze cées
foram trados de forma oral com comprimidos MacroGard, que contém 150 mg deste B -glucano,
diariamente durante 4 semana. Os resultados demonstraram que ocorreu diminui¢do nos niveis
séricos de imunoglobulina A (IgA), aumento nos niveis séricos de imunoglobulina M (IgM) e
nenhuma efeito nas concentracdes de imunoglobulina G (IgG) foram observadas. Esses
resultados indicaram que o efeito do B-glucano foi induzido na mucosa intestinal. A dectina-1
e TLR2 presentes nos macrofagos e nas células dendriticas podem desencadear a producéao de
citocinas, como como TNF- e IL-12 (CERUTTI; RESCIGNO, 2008). A producao de citocinas
direciona a resposta imune para as células T-helper 1 (Thl) enquanto as células Th2 tem
producdo e secrecao de IgA facilitada (GANTNER et al., 2003).

2.2.5 Butirato de Calcio (BC)

Dentre os aditivos utilizados na nutrigdo animal, os &cidos orgénicos sdo caracterizados

por apresentarem o grupamento carboxila na molécula, serem sollveis em agua e serem
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considerados um 4&cido fraco (SCAPINELLO et al., 1998). Devido a presenca do grupo
carboxila, podem ser chamados de &cidos carboxilicos, e estdo presentes em plantas ou tecidos
animais, podendo ser encontrados de forma natural ou formados a partir de processos
fermentativos (GRECCO, 2014). Os mais comuns sdo aqueles de cadeia curta (C1-C6), como
os &cidos formico, lactico, propibnico, butirico, citrico e seus sais, € a sua a¢gao no organismo &
constituida por reducdo do pH da digesta, estimulando a secrecdo de enzimas digestivas,
promovendo a integridade intestinal e regulando as populagbes microbianas intestinais
(CHOWDHURY et al., 2021).

O é&cido butirico é um dos AGCC produzidos pela fermentacdo de compostos de origem
vegetal no colon (GUILLOTEAU et al., 2010). Além do butirato, a fermentagéo da fibra e do
amido resistente no 1G produzem o acido acético e o propionico. O acido butirico também
pertence a classe dos acidos carboxilicos e possui uma cadeia com quatro carbonos. A molécula
de hidrogénio presente no grupamento hidroxila possui uma fraca ligacéo, sendo substituivel,
assim, quando em solucéo, o acido butirico perde o H* e forma o butirato.

Recentes pesquisas tém demonstrado que os AGCC podem ser uma opg¢do para a
substituicdo dos antibidticos utilizados no sistema de producdo animal (ADIL et al., 2011;
CHAMBA et al., 2014; VINUS; TEWATIA, 2017). O butirato exerce efeitos significativos
sobre a proliferacéo, crescimento e diferenciacédo das células da mucosa intestinal, devido a sua
capacidade de influenciar a expressdo génica e a sintese de proteinas (GUMUS et al., 2020).
Chamba et al. (2014), realizaram um experimento com a inclusdo de Butirato de Sodio (BS)
para frangos de corte. Os resultados demonstraram que 0s comprimentos relativos ao jejuno e
ao intestino delgado das aves (aos 14 dias) alimentadas com o butirato foram maiores em
relacdo ao controle. O mesmo padrédo foi reportado pelos autores com relacdo as vilosidades
jejunais.

Resultados semelhantes foram encontrados em leitbes quando foram suplementados
com butirato (EGORIN et al., 1999). Autores relatam que até quando € infundido no célon, este
aditivo apresenta poder tréfico nas células epiteliais ileais e jejunais, indiretamente, por meio
de um mecanismo neuro-hormonal (SAKATA, 1987; FRANKEL et al., 1994). O butirato pode
ser utilizado como fonte de energia pelos colondcitos, esse processo ocorre através da ativacdo
da sinalizagdo PPARYy, para conduzir o metabolismo dos colondcitos de superficie em direcdo
a p-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos, o0 que é importante para manter a hipoxia epitelial
(LITVAK; BYNDLOSS; BAUMLER, 2018). Segundo Guilloteau et al. (2010) o butirato é
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completamente oxidado em CO-, e é capaz de aumentar a lipogénese atraves da sintese de
compostos como acetil-CoA ou corpos cetdnicos pela via da hidroxil-metil-glutaril-CoA.

As formas salinas do &cido butirico séo preferidas na nutricdo animal devido ao forte
odor deste aditivo (GUMUS et al., 2020). Assim, o BC também é muito utilizado na
alimentacdo animal, sendo considerado fonte de energia para os enterdcitos, ocasionando
melhora no desenvolvimento das vilosidades (EL-WAHAB et al., 2019). Além disso, o0 BC
também € reconhecido por ocasionar a redugdo do pH da mucosa intestinal proporcionando o
melhor crescimento de bactérias comensais (AHSAN et al., 2016; EL-WAHAB et al., 2019).
Quando o pH esta acima de 5,0, bactérias patogénicas se multiplicam com facilidade, em
contrapartida, quando o pH se encontra entre 3,5 e 4,0 as bactérias tidas como benéficas
apresentam desenvolvimento favorecido (BLANCHARD, 2000).

2.2.5.1 Consumo e Digestibilidade

Acredita-se que o butirato, dentre o acetato e propionato, apresenta uma maior
capacidade de permanecer na forma ndo dissociada e, dessa maneira, favorece os
microrganismos benéficos enquanto controla os patogénicos (KESSLER, 2005; MACHINSKY
et al 2010). Para testar a veracidade deste fato, Machinsky et al. (2010), estudaram o efeito do
butirato de sodio (BS) associado a fitase na dieta de suinos em fase de crescimento. Os animais
foram alimentados com dietas que diferiram apenas na concentragéo de célcio (0,5 ou 0,72%),
na inclusdo de &cido butirico (0 ou 0,3% de BS 84%, equivalente a 0,2% de acido butirico) e
na inclusdo de fitase de origem microbiana derivada de Escherichia coli. Como resultado ndo
foi detectado diferencas entre a digestibilidade aparente da matéria seca, energia bruta e
metabolizavel para nenhum dos fatores estudos. Contudo, a inclusdo do BS apresentou uma
tendéncia (P<0,06) sobre a digestibilidade aparente da proteina bruta, que aumentou. Os autores
explicam que esta alteracdo na digestibilidade da PB pode ocorrer devido ao aumento da acidez
no estbmago, tornando as enzimas proteoliticas mais ativas.

Avaliou-se a influéncia da suplementacdo de dietas milho-soja de frangos de corte com
a suplementacéo de soro de leite em pé (WP), BC revestido de gordura (PINEDA-QUIROGA
et al., 2017). Os pesquisadores relataram que tanto a inclusdo de WP quanto o BC limitaram o
crescimento dos frangos em razdo da diminui¢cdo do consumo. Contudo, quanto utilizados
juntos, os aditivos aumentaram 0 peso dos animais, assim como aumentaram 0 consumo, é

relatado que a presenga do WP, mascarou o forte odor do BC e tornou a dieta mais palatavel.
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Percebeu-se que a suplementacdo de BC aumentou significativamente a digestibilidade
aparente da MS, PB, do célcio (Ca) e do fosforo (P), enquanto a suplementacdo de WP sé
apresentou aumento na digestibilidade de Ca e P. Quando houve suplementagdo com BC e WP
notou-se aumento significativo da digestibilidade aparente da MS, PB, do célcio (Ca) e do
fosforo (P). De acordo com os autores estes resultados indicam que a adi¢cdo de WP protegeu a
mucosa duodenal e aumentou a digestibilidade dos nutrientes quando BC também foi
adicionado. Esses efeitos favoraveis também podem explicar a melhora no peso dos frangos de
corte. Além disso, Qaisrani et al. (2015), relataram que a suplementacdo com butirato pode
aumentar a digestibilidade da proteina por melhorar o epitélio absortivo dos animais, que por
consequéncia aumentara absorcao de proteina.

Outro experimento utilizando frangos de corte, foi testado a interacdo entre o tamanho
de particula (fino ou grosso), suplementacdo de carboidratos fermentaveis (FC) (com ou sem)
e suplementacdo de BA (acido butirico) (com ou sem) em uma dieta pouco digerivel a base de
farelo de colza (RSM) (QAISRANI et al. 2015). Para isto, frangos de corte foram divididos em
8 tratamentos (particula fina sem FC; particula fina com FC; particula fina sem BA, particula
fina com BA,; particula grossa sem FC; particula grossa com FC; particula grossa sem BA,
particula grossa com BA) e um tratamento a base de farelo de soja serviu como controle
positivo. Houve efeito significativo com a inclusdo do BA no ganho de peso corporal e na taxa
de converséo alimentar (CA) em todo o periodo experimental. Os animais apresentaram ganho
de peso corporal 4 a 7% maior e CA de 3 a 5% melhor. Estes resultados corroboram com
diversos outros trabalhos que utilizaram o butirato na alimentacdo de frangos de corte
(POURAZIZ; SHAHRYAR; CHEKANI-AZAR, 2013; ADIL et al, 2010;
ANTONGIOVANNI et al., 2007). Né&o foi observado diferencas significativas nos tratamentos
experimentais na atividade da protease no proventriculo. Contudo, percebeu-se uma tendéncia
da suplementacdo de BA para aumentar a atividade da protease no proventriculo (P = 0,056).
Como explicacdo a melhora dos parametros produtivos os autores relatam que a suplementacéo
com BA, melhora os parametros histologicos, aumentando a area de absorcdo intestinal
(QAISRANI et al. 2015).

Liu et al. (2017), realizaram dois experimentos que testavam compostos a base de BS.
No primeiro experimento foi utilizado trés produtos (CMA, CMP e CMS) que foram
encapsulados e possuiam diferentes tempos de liberagdo variados: 2 h de liberacdo (CMA), 3 -
4 h de liberacdo (CMP) e mais de 5 h de liberagdo (CMS). O desenho experimental consistiu

em 8 tratamentos: controle ndo desafiado, controle desafiado, CMA (500 ppm e 1.000 ppm),
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CMP (500 ppm e 1.000 PPM) e CMS (500 ppm e 1.000 ppm). Para este experimento foi
relatado que hd uma tendéncia crescente de crescimento ao adicionar BS na dieta em
comparagdo com o tratamento controle. Os autores relataram que os compostos CMA a 500
ppm e CMP a 1.000 ppm, resultaram em uma melhor altura de vilosidades em comparagéo aos
demais tratamentos. Estes mesmos compostos, ambos na dose de 500 ppm, apresentaram
melhor digestibilidade ileal para a energia bruta. Os mesmos resultados foram encontrados para
0 segundo experimento no qual um total de 1.080 frangos de corte foram submetidos a 5
tratamentos controle, CMA (500 ppm e 1.000 ppm) e CMP (500 ppm e 1.000 ppm) com 9
repeticBes para cada tratamento dietético.

Com relagdo a animais de companhia, somente um trabalho foi encontrado na literatura
que utiliza o butirato revestido como aditivo na dieta de cées. A suplementacdo de butirato foi
atraves do composto Adimix, que foi incluido na concentracéo de 0,5%, este composto continha
30% de BS, portanto a inclus&o final na dieta dos cées de butirato foi de 0,117%. A adicdo de
butirato revestido a dieta de cdes ndo apresentou relevancia sobre os coeficientes de
digestibilidade (HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008). Contudo, os autores relatam que a
falta de diferencas estaticas nos resultados nao significa que ndo houve acdo da inclusédo do
butirato no organismo animal, pois 95-99% dos AGCC produzidos sdo rapidamente absorvidos
no 1IG (NRC, 2006; HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008). Percebe-se atraves deste
levantamento bibliografico que ha necessidade de realizar mais estudos a respeito da interacao

entre as fontes de butirato e o metabolismo de animais de companhia.

2.2.5.2 Escore Fecal

Huang et al. (2015), tinham como principal objetivo avaliar a redu¢do da incidéncia de
diarreia em leitGes. Para isto, leitbes foram alimentados com trés diferentes tratamentos que
eram compostos de um alimento controle milho-farinha de soja sem antibiéticos [controle
negativo (NC)]; um alimento semelhante com 50 mg de kitasamicina/kg, 20 mg de sulfato de
colistina/kg e 1000 mg de BS encapsulado/kg [antibioticos reduzidos + BS (ABS)]; e uma
alimento com 100 mg de kitasamicina/kg e 40 mg de sulfato de colistina/kg [controle positivo
(PC)]. A consisténcia fecal foi avaliada visualmente as 09:00 e 16:00 h todos os dias por
observadores que desconheciam os tratamentos com o uso de uma modificacdo do método
descrito por Ma et al. (2012). As excretas frescas foram classificadas usando a seguinte escala:

0 =so6lido, 1 = semi-solido, 2 = semiliquido e 3 = liquido. A ocorréncia de diarreia foi definida
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como producdo de fezes de grau 2 ou 3 em 2 dias continuos. Para os tratamentos ABS e PC
houve reducéo da incidéncia de diarreia em relagdo ao controle, contudo ndo houve diferencas
significativas entre os dois tratamentos mencionados.

Estes resultados corroboram com Silva et al. (2020) que alimentaram leitdes com BC e
ndo notaram diferencas com o tratamento controle (colistina). Segundo os autores, a reducao
na incidéncia de diarreia ocorreu devido a mudanga no microbioma dos animais. Contudo,
outros pardmetros estudados na pesquisa também podem ter exercido efeito sobre a diminuicdo
da diarreia como a diminuicdo da permeabilidade do intestino delgado, aumento da expresséo
de ocludinas intestinais, ocasionando menos inflamagéo intestinal (HUANG et al. 2015).

No topico anterior, foi relatado que a presenca de produtos da fermentagdo pode alterar
a osmolaridade do meio e consequentemente atrair mais dgua para o IG, acarretando a
diminuicdo do escore fecal (VERNIA et al., 1988). Contudo, a inclusdo de 0,117% de butirato
na dieta cdes nédo teve efeito sobre o escore de consisténcia fecal, o teor de matéria seca e
producdo fecal. Nos trabalhos levantados, com animais de producgéo, sobre a inclusdo de
butirato (BS ou BC), ndo foram relatadas informaces referentes a consisténcia e quantidade
das fezes dos animais. Por esse motivo fica evidente que mais estudos devem ser realizados

para elucidar o efeito do butirato sobre o escore fecal.

2.2.5.3 Produtos da Fermentacéo

O butirato € um aditivo que favorece a saude intestinal de varias espécies de animais,
principalmente por propriedades anti-inflamatorias, aumenta a integridade do epitélio intestinal
e provoca mudancas benéficas na composigdo da microbiota (OCEJO et al., 2017). EI-Wahab
et al. (2019), avaliaram o efeito do BC na alimentacdo de codornas japonesas. Os autores
submeteram codornas a 4 tratamentos, sendo, o controle, e suplementacdo comBC a0,3,0,5e
0,7 g/Kg de dieta. Foi observado que apos 7 dias de alimentacdo, as codornas alimentadas com
0,7 g/Kg apresentaram maior peso corporal e menor taxa de conversdo alimentar em
comparacdo 0s demais tratamentos. Apesar de ndo ser observado lesbes em nenhum dos
tratamentos, foi observado crescimento das vilosidades e aumento da profundidade das criptas
em todos os tratamentos que continham butirato, vale ressaltar, que ndo houve diferencas
estatisticas entre as doses do aditivo. Os autores relatam que o aumento na performance
zootécnica dos animais ocorre devido ao butirato aumentar a superficie absortiva do intestino

delgado, e estimular a secre¢do do pancreas exocrino.
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Os autores mencionados anteriormente, também avaliaram o pH intestinal dos animais.
Em todos os tratamentos que houve introducdo do butirato na dieta ocorreu redugéo
significativa do pH duodenal. Contundo, a inclusdo de 0,7 g/Kg de butirato, demonstrou
melhores resultados em comparacdo aos demais tratamentos. Nesse sentido, o pH intestinal
exerce grande influéncia sob parametros de absor¢do e no microbioma intestinal (HAJATI,;
REZAEI, 2010) Os autores concluem que a reducdo do pH duodenal pode atuar como
ferramenta para indicar a salde intestinal ideal e a absor¢do maxima de nutrientes. Também foi
observado que ap6s duas semanas do inicio do experimento as doses de 0,5 e 0,7 g/Kg de
butirato reduziram significativamente a concentracdo de Escherichia coli e Clostridium
perfringens.

Em um trabalho mencionado anteriormente, Pineda-Quiroga et al. (2017) relataram que
a inclusdo do BC associado a WB reduziu o pH intestinal, aumentou a altura das vilosidades, a
razdo entre a altura das vilosidades e a profundidade da cripta, a area de superficie das
vilosidades, e aumentou Bifidobacterium spp.. Também em outro trabalho mencionado acima,
Qaisrani et al. (2015), demonstraram que a 0s tratamentos que continham grdos maiores
apresentou menor pH na moela de frangos, contudo a espessura do grdo foi o Unico fator
significativo quando comparado suplementacdo de carboidratos fermentaveis (FC) e
suplementacdo de BA. Seguindo o mesmo padrdo, as concentracdes de AGCC e AGCR néo
foram influenciadas pela presenca de FC ou BA. Contudo, quando frangos de corte foram
alimentandos com uma dieta mais grossa tiveram uma porcentagem menor de acido isovalérico
e AGCR total. Ocorreu uma tendéncia da suplementacdo de BA reduzir a concentragdo cecal
de cadaverina, e segundo o0s autores essa tendéncia pode ser justificada devido a uma
diminuicdo no numero de Clostridium perfringens que aparentemente estdo envolvidos na
fermentacdo de proteinas (QAISRANI et al. 2015; HAJATI; REZAEI, 2010;).

Mallo et al. (2012) realizaram trés experimentos com suinos a fim de comparar como 2
formas de protecdo do &cido butirico (BA) (sddio encapsulado em gordura vegetal [BSE] e
monoglicerideo de acido butirico [MB]) afetam sua liberacdo ao longo do trato gastrointestinal
(TGI) de leitdes. No primeiro experimento foram utilizados 528 leit6es, desmamados aos 21
dias de idade e distribuidos em 3 dietas por 39 dias. As 3 dietas foram inicial | e inicial Il (Com);
Com + BSE (6 kg/t em ambos os alimentos inicial I e inicial I1); e Com + MB (2 kg/t no alimento
inicial I e 0 kg/t no alimento inicial Il). Neste estudo, foram medidos apenas 0s parametros

zootécnicos e foi constado que os animais alimentados com Com e Com+BSE apresentaram
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maiores ganhos medios diarios e maiores pesos corporais ao fim dos 39 dias em comparagdo
com o Com+MB (MALLO et al., 2012).

No segundo ensaio 32 leitdes também desmamados aos 21 dias de vida receberam um
programa pos-desmame padrdo com a inclusdo de BSE (2 kg/t) ou com MB (2 kg/t), foram
avaliados os parametros zootécnicos, mas ao final do experimento, 1 animal por baia foi
eutanasiado e as concentraces de BA e AGV no duodeno, jejuno, ileo, cdlon e ceco foram
quantificadas. Nao foram constatadas diferencas significativas com relagdo a consumo de
alimento, crescimento e conversdo alimentar, contudo os animais alimentados com BSE
apresentaram maiores concentracfes de butirato (p=0.0320), acido latico (p=0.0277) e AGCC
totais (p=0.0477) no colon. Além disso, observou-se uma tendéncia ao aumento de &cido
acetico (0.0549) (MALLO et al., 2012).

O ultimo experimento realizado por Mallo et al. (2012), foi um ensaio in vitro para
determinar qual das duas fontes de butirato apresentava uma liberagédo facilitada no TGI de
suinos. Foi demonstrado que maior propor¢do de BA pode ser liberada da fonte de BSE (157,2
g de BA/kg de produto apds 7 h) do que do MB (56,4 g de BA/kg de produto apds 7 h). Os
autores concluiram que a suplementacdo com BSE apresenta melhores resultado quando
comparado a MB, pois quando o BA esta conjugado com um sal, a sua liberagdo ocorre mais
facilmente.

Ao alimentar leitbes com doses 0,1% de BC, Silva et al. (2020), perceberam uma maior
concentracdo de propionato quando comparado ao grupo controle (40 ppm de colistina),
contudo este mesmo tratamento ndo foi diferente em relacdo a concentracdo total de AGCC.
Estes resultados corroboram com Callegari et al. (2016), que observaram sobre a suplementacéo
com acidos organicos em dietas de suinos, sejam estas de encapsulada ou como sal, modulam
a producdo de AGV no ceco de animais, apresentando maiores concentracGes quando
comparado ao controle. Apesar destes resultados, apresentarem uma influéncia significativa do
BA na dieta de animais de producdo, quando foi adicionado BC dieta de cdes ndo houve
diferencas significativas na producdo de AGCC (HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008).
Como este trabalho é o Unico encontrado com a suplementacdo de butirato na dieta de cées,
mais projetos com este tipo de suplementacdo precisam ser desenvolvidos para compreender

melhor como este aditivo influéncia no metabolismo dos AGCC em cées.
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2.2.5.3.1 Reducéo da amonia

Recentes trabalhos mostram que a adicdo de BS na dieta de aves vem reduzindo as
concentracdes de amonia presentes no sangue, fato que acarreta na reducdo do metabolismo da
amonia no figado e, por consequéncia, no intestino (LIU et al., 2022; SONG et al., 2017; FRIED
et al., 2017). Liu et al., (2022) utilizaram uma técnica de fermentacdo in vitro para elucidar
possiveis formas que o butirato consegue reduzir as concentragdes cecal de aménia. Para isso
foram coletadas amostras do conteldo do ceco de aves, que serviram para simular a
fermentacdo que ocorre in vivo. O experimento possuiu quatro tratamentos sendo o controle
(CK), 0,10% (L), 0,15% (M) e 0,20% (H) de BS. Constatou-se que tanto nas primeiras 12h,
quanto em 24h de processo de fermentacdo nos tratamentos que foram adicionados BS houve
reducdo significativa de producéo de gas NHsz em comparagdo como o tratamento CK. Entre 0s
grupos suplementados com BA também houve diferencas, sendo que os grupos M e H séo
estatisticamente iguais enquanto ambos apresentaram menor producdo de gas quando
comparados ao grupo L. Os autores concluiram que a adi¢do de BS é uma forma de reduzir a
producéo de NHs dos microrganismos do ceco, e a adi¢do de 0,20% de BS obteve resultados
mais expressivos do que a adi¢do de 0,10%.

Também houve reducdo do aménio (NH4*) oriundo da solugdo fermentativa que
continha BS, mas ndo houve diferenca significativa entre o grupo M e o grupo H, indicando
que o butirato de sodio 0,15% efetivamente diminuiu a emissao. Também ndo houve diferencas
significativas quanto aos tratamentos com BS com relagédo ao nitrato (NO3’), contudo a presenca
de NOgz foi estatisticamente maior nos tratamentos L, M e H, em relacdo ao tratamento CK
(LIU et al., 2022). Existe um equilibrio dinamico no qual, em solu¢éo, o nitrogénio existia nas
formas de aménio e nitrato (LIU et al., 2022; CORTUS et al., 2008), porém a adicdo do BS
reduziu a concentracdo de amdnia, enquanto aumentou a concentracao de nitrato. Este fato pode
ser explicado por Mai et al., (2021), que relatam sobre a existéncia de processos de conversdo
do aménio em nitrito (nitrificacdo) e a via oposta (desnitrificacdo) também pode ocorrer sob
certas condicbes. Assim, Liu et al., (2022) indicam que a adi¢do de butirato de sddio poderia
promover fixacdo do nitrogénio no liquido de fermentacdo e reduzir o teor de nitrogénio livre
no liquido de fermentacéo.

A composicao de microrganismo foi alterada de forma a confirmar a reducéo da emisséo
de NHs, diminuicdo da concentragdo em solucdo de NH.* e aumento de NOs", pois ocorreu

aumento significativo do filo de Proteobactérias nos grupos L e M em comparagdo com 0 grupo
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CK, e reducdo dos filos Verrucomicrobia (oxidam metano), Spirochaetota (esta relacionado
com bactérias patogénicas) nos grupos L e H em comparagio com o grupo CK. E relatado na
literatura que as proteobactérias representam o maior grupo de bactérias, e algumas das
bactérias presentes nesse filo possuem a funcdo de fixacdo de nitrogénio (LIU et al., 2022;
RUDNICK et al., 1997). Liu et al. (2022) indicam que género Lactobacillus aumentou com os
tratamentos que apresentam BS, além disso, os autores relatam correlagdo negativa entre este
género e a com a producdo de NHs. Com relacdo as bactérias produtoras de aménia, Liu et al.,
(2022), relata principalmente os géneros Escherichia, Shigella e Enterococcus, sendo as
bactérias (Escherichia fergusonii, Escherichia marmotae, Shigella flexneri, Shigella sonnei e
Enterococcus avium). Este achado corrobora com Richardson et al., (2013), que informam que
as principais bactérias produtoras de aménia sdo Escherichia coli e Shigella castellani.

Dentre as bactérias mencionadas acima Escherichia fergusonii (EF), Escherichia
marmotae (EM) apresentaram alto poder de produgdo de NHz segundo Liu et al. (2022). Os
tratamentos M e H reduziram a significativamente a producao de amdnia, j& para em todos 0s
tratamentos com BS proporcionaram reducdo significativa na produgdo de NHz em comparacéo
com o controle. Segundo os autores, a diminui¢do na producao de amonia esta relacionada ao
poder de regulacdo do BS sobre os genes produtores de amdnia presente nestas bacterias (LIU
et al., 2022).

Os resultados citados acima corroboram com Wang et al., (2016), que também
utilizaram fezes de galinhas poedeiras como substratos para fermentacéo in vitro. Neste estudo,
foram utilizados um controle (sem BS) e trés grupos experimentais adicionados de 10 (BS10),
15 (BS15) e 20 (BS20) mg de BS, respectivamente. Os autores constaram reducdo nas
concentragdes do gas NHs em 8,2, 23 e 23% para os tratamentos BS10, BS15, BS20
respectivamente, contudo somente os tratamentos BS15 e BS20 fora estatisticamente diferente
do controle. O mesmo ocorreu para as concentragdes de amonio produzidas pelas solucGes
fermentativas, ocorreu reducdo nas concentracdes 6,3% BS10, 14,4% BS15 e 13,7% BS20,
contudo apenas BS15 e BS20 fora estatisticamente diferente do controle.

Neste experimento também foram mensurados a quantidade de AGV, e foi constado
que a suplementacdo com BS resultou no aumento significativo de acetato, butirato, isobutirato
e AGV totais (WANG et al., 2016). Com relacdo ao acetato, o tratamento BS10 foi semelhante
ao controle enquanto os demais tratamentos apresentaram maio produgdo, mas ndo diferiram
entre si. Todos os grupos suplementados com BS diferiram do controle quando foi observado a

producéo de butirato, contudo o tratamento BS20 obteve maior valor significativo do que os
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demais grupos com BS. Levando em consideracdo a producgédo de isobutirato, apenas o valor
apresentado no tratamento BS20 foi significativamente maior que o valor apresentado no
tratamento controle. Para o isovalerato, os tratamentos BS10 e BS20 foram significativamente
mais eficientes na produtivos em comparagao aos outros tratamentos. Por fim, 0 mesmo padréo
encontrado no isovalerato pode ser utilizado para interpretar os dados de AGV totais.

Wang et al. (2016), demonstraram que a inclusdo de BS aumento bactérias do filo
Bacteroidetes como Bacteroides e Faecalibacterium e reduzem a classe bacteriana dos filos
Firmicutes e Proteobacteria, como Desulfovibrio, Helicobacter e Campylobacter. Os autores
relatam que tanto o género Bacteroides, bactérias gram-negativas que utilizam como substrato
principalmente carboidratos para obter energia, quanto o género Faecalibacterium, bactérias
produtoras de butirato, sdo benéficas para o organismo. Ja a bactéria Helicobacter pylori (HP)
é responsavel pela conversao da glutamina em glutamato e aménia (WANG et al., 2016; RICCI,
2014). As especies de bactérias Campylobacter sdo responsaveis por catalisar a reacdo de
conversdao da L-serina em piruvato e amonia (WANG et al., 2016; VELAYUDHAN et al.,
2004) Desta forma, os autores concluem que um dos mecanismos pelos quais o butirato de
sodio mitiga a producdo de amdnia € alterando as populacfes microbianas para favorecer os

carboidratos e suprimir a fermentacao nitrogenada.
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RESUMO PARA LEIGOS: Os produtos da fermentacdo intestinal de proteinas estdo
relacionados ao aumento do odor das fezes de cées e gatos. O odor das fezes € uma caracteristica
importante para 0s proprietarios uma vez que 0s animais de companhia estdo compartilhando o
mesmo ambiente que os seus proprietarios. Nesse sentido, objetivou-se com este estudo utilizar
aditivos nos alimentos de cdes para avaliar as concentracGes de fecais de compostos
fermentados no intestino grosso dos cédes. Além disso, também foi avaliado o odor das fezes
dos animais através da técnica de painel de odores. Os aditivos testados foram a zedlita
clinoptilolita (ZC), o extrato Yucca schidigera (YSE), beta-glucanos provenientes de algas e

butirato de célcio (BC). Através do painel de odores, percebeu-se que a incluséo de ZC e YSE
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nas dietas de cdes, reduziram o odor fecal. Ademais, a inclusdo de ZC aumentou o nivel de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), composto relacionados a uma melhor saude intestinal.
N&o houve nenhum efeito a partir da incluséo beta-glucanos. O BC apresentou efeitos similares
a ZC com relacdo concentracdo fecal de AGCC, mas apresentou pior odor fecal. Conclui-se
que, para as caracteristicas estudas, ndo ha necessidade da inclusdo de beta-glucanos e o BC em

dietas caninas.

CORTES DO TEXTO: Influéncia de aditivos na concentracao fecal de &cidos graxos volateis,

produtos da degradacdo de proteina e no odor fecal.

RESUMO: A fermentacdo de proteinas no intestino grosso (IG) de caes gera produtos como,
acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), amonia, fenois e inddis. Estes compostos estdo
ligados ao aumento do odor das fezes dos animais, ao aumento do pH intestinal e,
consequentemente, a presenca de bactéria com maior potencial patogénico. Assim, objetivou-
se avaliar a acdo sinérgica zeolita clinoptilolita (ZC), Yucca schidigera (YSE), B-glucanos
provenientes de algas e butirato de célcio (BC) sobre os produtos da fermentagdo encontrados
nas fezes de cdes, bem como a reducdo do odor das fezes através da implementacdo de um
painel sensorial de odores. Os tratamentos foram controle, sem nenhum aditivo (T0); TO +
0,75% de ZC (T1); TO+0,75% ZC + 0,1% de YSE (T2); TO + 0,75% de ZC + 0,1 YSE + 0,03%
de B-Glucanos (T3); e TO + 0,75% de ZC + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de BC
(T4). N&o ocorram diferencas estatisticas (p>0,05) entre as dietas estudas para as caracteristicas
de aceitabilidade, digestibilidade aparente dos nutrientes e no escore fecal dos cdes. O T4e T1
apresentaram menor pH intestinal (p<0,05) em relacdo ao TO. Para a concentracdo de acetato
fecal, o T4 obteve maior concentracdo nas fezes quando comparados ao TO, mas o valor foi
estatisticamente similar ao T1. Observou-se uma tendéncia (p<0,10), que demonstra que as
concentracdes de propionato e AGCC totais, foram maiores para o T4 e T1. N&o foi observado
diferencas significativas (P>0,05) entre os valores encontrados para AGCR, fenol, 4-
MethylPheno, 4-Ethylphenol, indol. Com relacdo a amdnia fecal também observou-se uma
tendéncia (p<0,10), na qual o T4 apresentou maiores concentracdes em relacdo ao T2, contudo
nenhum tratamento foi diferente do controle. Os T1 e T2 apresentaram odor menos fétido
quando comparados a TO, e o T4 foi considerado mais fétido que o T2. Conclui-se que a

inclusdo de zeoblita e YSC apresentam efeitos benéficos a satde intestinal dos cées e reduzem o
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odor das fezes de cées, contudo para as caracteristicas analisadas néo € justificado a inclusdo
de B-Glucanos e BC.

Palavras-chave: Degradagéo proteica, fermentacéo, amonia, odor, fenol e indol.

INTRODUCAO

Caracterizam-se como produtos da fermentacdo proteica acidos graxos de cadeia
ramificada (AGCR), a aménia, fendis, inddis, dioxido de carbono, metano, aminas biogénicas,
(FLICKINGER et al., 2003; KUZMUK et al., 2005). Estes, sd0 compostos associados ao
aumento do pH intestinal, presenca de organismos com maior potencial patogénico como
bactérias do género Clostridium (SMITH et al., 1997; KROUPINA; BEMEUR; ROSE, 2022)
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Salmonella paratyphi (OZOGUL.; HAMED:;
GOKDOGAN, 2015). Além disso, a presenca de AGCR, a ambnia, fenois, inddis, didxido de
carbono, metano, aminas biogénicas, nas fezes de cées e gatos estdo associadas a um maior
odor das fezes.

O segmento Pet Food utiliza aditivos que tem a capacidade de potencializar os efeitos
benéficos da dieta. As zedlitas, por exemplo, sdo aluminossilicatos que apresentam efeito
efetivo na melhora do microbioma de cdes (SABBIONI et al., 2016), e apresentam grande
afinidade com moléculas de aménia (NAHLI et al., 2017; ENGLERT e RUBIO 2005; AIYUK
et al. 2004) e aminas biogénicas (PINNA et al., 2017), fato que auxiliam na reducdo do odor
das fezes de cées e gatos (ROQUE et al., 2011; MAIA et al., 2010).

A Yucca schidigera (YSE) também apresentam efeito na reducao do odor fecal de cées
(DOS REIS et al., 2016). Assim como as zeolitas, a YSE tem a capacidade de se ligar a
moléculas de amonia e cadaverina (OZOGUL.; HAMED; GOKDOGAN, 2015). O mecanismo
de acdo que envolve a reducdo da concentracdo de amdnia nas fezes ainda ndo foi bem
elucidado na literatura. As principais teorias envolvem a capacidade de inibir a urease
(ASPLUND; GOODALL, 1991; PRESTON et al., 1987; ELLENBERGER et al., 1985), se
ligar e carrear a amdnia (HEADON; DAESON, 1990) e modificacdo da microbiota colénia
(BINGHAM et al., 1975, BINGHAM; HARRIES; LAGA 1978).

Outro aditivo utilizado na dieta de cdes e gatos sdo os B-glucanos. Existem diferentes
fontes de B-glucanos encontrados na natureza. Os B-glucanos encontrados em cereais podem

atuar de forma probidtica no 1G, diminuindo o pH e potencializando a producdo de acidos
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graxos de cadeia curta (AGCC), (JAYACHANDRAN et al., 2021). Os B-glucanos oriundos de
microrganismos e algas, geralmente estéo relacionados a modulagéo do sistema imune (CHAN;
CHAN; SZE, 2009).

O butirato de célcio € um ativo pouco utilizado na nutri¢do de animais de companhia no
Brasil. Em animais de producdo o butirato esta relacionado a reducdo do pH intestinal, fato que
promove efeito trofico para o epitélio intestinal (OCEJO et al., 2017; EL-WAHAB et al., 2019).
Também proporciona maior proliferacdo de microrganismos benéficos a saide do animal
(GUMUS et al., 2020) e reduz organismo patogénicos como Escherichia coli e Clostridium
perfringens (HAJATI; REZAEI, 2010). Toda a melhora da salde intestinal acarretada pela
adicdo de butirato da dieta também esta relacionada a reducéo de aménia (WANG et al., 2016;
LIU et al., 2022).

Apesar de alguns ingredientes descritos terem seu uso solidificado na industria de
alimentos para cées e gatos, ainda € necessario conhecer a acdo destes quanto a producéo de
acidos graxos volateis e nos produtos da fermentacdo de proteina no 1G de cdes. Por isso,
objetivou-se no presente estudo avaliar os efeitos sinérgicos da adicao de zedlita clinoptilolita,
Yucca schidigera, B-glucanos e butirato de calcio sobre a producdo de AGCC, AGCR, aménia,

fenadis e indois.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos de cuidados com animais foram aprovados pelo Comité de

Cuidados e Uso de Animais da Universidade Federal de Lavras (Protocolo n°. 007/22).

Animais e dietas

O estudo foi conduzido no CENAC (Centro de Nutricdo de Animais de Companhia) na
Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras — MG. Foram utilizados 15 cdes, machos
e fémeas, com idade média de 6 + 0,14 anos, sendo cinco beagles e 10 sem raca definida, com
peso médio de 14,5 £ 0,20 e 17.5 £ 0,15 e escore médio de condicdo corporal de 5,4 £ 0,4
usando uma escala de 9 pontos (Laflamme, 1997). Os cées foram alojados individualmente em
baias (1,5 m de largura x 3,0 m de 100 comprimento) de cimento com acesso ao solario. Os
bebedouros utilizados foram do tipo nipple, fixados na parede do fundo da baia a uma altura
média de 50 centimetros do solo. O peso corporal e 0 escore de condigdo corporal foram

registrados semanalmente, e a ingestdo alimentar foi registrada diariamente. As necessidades
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energéticas dos caes foram calculadas seguindo as recomendag6es do NRC (2006) utilizando a
formula 110xPV°"®, portanto os animais foram alimentados para manter o peso corporal e 0
escore de condicdo corporal ideais durante todo o estudo.

Foi formulado quatro diferentes tipos de blend que foram incorporados no alimento dos
caes (Tabela 1). Os ingredientes presentes nos blends foram ZC, YSE, p-glucano e BC. Cinco
tratamentos foram utilizados no experimento, controle, sem nenhum aditivo (T0); TO + 0,75%
de ZC (T1); TO + 0,75% ZC + 0,1% de YSE (T2); TO + 0,75% de ZC + 0,1 de YSE + 0,03%
de B-Glucanos (T3); e TO + 0,75% de ZC + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de BC
(T4). Todas as dietas foram formuladas com composicdo quimica e ingredientes semelhantes,
excetuando pela adicdo dos diferentes tipos de blend por tratamento, bem como para atender o
perfil nutricional para ces adultos de acordo com NRC (2006).

Tabela 1 - Niveis de garantia das dietas experimentais.

o Tratamentos®
Nutrientes To T1 T T3 T2
Umidade (max) (%) 10 10 10 10 10
Proteina Bruta (Min.) (%) 22 22 22 22 22
Extrato Etéreo (Min.) (%) 10 10 10 10 10
Matéria Fibrosa (Max.) (%) 4 4 4 4 4
Matéria Mineral (Méax.) (%) 9 9 9 9 9
Calcio (Min - Méax.) (%) 16-22 16-22 16-22 16-22 16-22
Fosforo (Min.) (%) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Acido Linoléico (Min.) (%) 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
Acido Linolénico (Min.) (%) 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Sédio (Min.) (%) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Potassio (Min.) (%) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Blend**
Zedlita (%) - 0,75 0,75 0,75 0,75
Yucca Schidigera (%) - - 0,10 0,10 0,10
B-Glucanos (%) - - - 0,03 0,03
Butirato de Calcio (%) - - - - 0,5

*Composicao basica do alimento: Arroz Quirera, Farinha de Carne e Ossos Bovino, Farinha de Visceras de Frango, Milho
Integral Moido, Gordura de Frango, Hidrolisado de Carne e Frango, Semente de Linhaga (0,4%), Farelo de Trigo, Hemécias,
Cloreto de Colina, Cloreto de Potassio, Antioxidante (BHT e BHA), Aditivo Antifingico (Acido Propiénico), Cloreto de Sédio
(Sal Comum), L-Lisina, Biotina.

**Composi¢do dos aditivos utilizados: Yucca schidigera: 5% de saponinas; p-Glucanos: >50% de 1,3 p-Glucanos; Butirato
de calcio: 85% de butirato de calcio.

I Tratamentos:

TO: Sem adi¢do de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de p-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de calcio protegido.
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Delineamento experimental e coleta de amostras

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados (DBC), sendo blocado o periodo.
Os cées foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, contendo trés animais, durante trés

periodos, totalizando 9 repeti¢cdes por tratamento. O protocolo experimental esta descriminado

na tabela 2.
Tabela 2 - Protocolo Experimental
Periodo Dia Protocolo
1-7 Todos os animais se alimentaram da dieta controle;
8-12 Teste de aceitacdo
1 13-22 Os grupos continuam a receber as dietas com aditivos
22 Painel de Odores
23-27 Coleta total de fezes;
25-27 Produtos da fermentacao intestinal;
28-34 Todos os animais se alimentaram da dieta controle;
35-39 Teste de aceitacdo
9 40-50 Os grupos continuam a receber as dietas com aditivos
50 Painel de Odores
51-55 Coleta total de fezes;
53-55 Produtos da fermentacdo intestinal;
57-63 Todos os animais se alimentaram da dieta controle;
64-68 Teste de aceitacdo
3 69-76 Os grupos continuam a receber as dietas com aditivos
76 Painel de Odores
77-81 Coleta total de fezes;
79-81 Produtos da fermentacao intestinal;

Nos primeiros 7 dias todos os animais consumiram o tratamento controle, a partir do dia
8 até o dia 12 foi realizado o teste de aceitacdo com todas as dietas experimentais, seguindo o
protocolo do Manual da Pet Food Brasil (ABINPET, 2019). Para realizar o teste de aceitacao,
foi ofertado maior quantidade de alimento, seguindo a formula 120xPV°". O alimento foi
ofertado ao animal uma vez ao dia e a ingestdo pelo animal é quantificada pela diferenca entre
o fornecido e as sobras. Do dia 13 ao 22 os animais continuavam a receber os alimentos
experimentais, contudo eram alimentados com as dietas para manter o peso corporal e 0 escore

de condicdo corporal.

Painel de odores

No dia 22 as fezes dos animais foram coletadas para a realiza¢éo do painel de odor, cujo

a metodologia foi semelhante a apresentada por Morales (1994), com adaptacdes, de forma
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similar a Maia et al. (2010), Roque et al. (2011) e Dos Reis (2016). Desta forma, na manha dos
dias designados ao teste de painel de odor, as fezes frescas foram coletadas e homogeneizadas
por tratamento, sendo que a quantidade de 50 gramas foi pesada e colocada em uma caixa de
isopor previamente identificadas com o niamero 1 ou 2.

Durante os 3 periodos participaram 95 voluntarios da comunidade académica da
Universidade Federal de Lavras, que ndo faziam parte da rotina diaria do canil que foi realizado
0 experimento. Os avaliadores passaram por 10 estacdes, sendo que uma estagdo era constituida
por 2 caixas (caixa 1 ou caixa 2) que continha fezes de dois tratamentos diferentes, por exemplo
TOXT1. Vale ressaltar que todos os tratamentos foram confrontados entre si. Os candidatos
tinham que comparar os odores e oferecer uma nota 1, ou 2, ou 3, conforme descrito no Anexo
1. Ao final da anélise foram somados os resultados encontrados nos trés periodos para posterior

analise.

Escore fecal, digestibilidade aparente e produtos da fermentagdo

Do dia 23 até o dia 27 foi realizado a avaliacdo do escore fecal e a coleta total de fezes
para a realizacdo da digestibilidade total dos nutrientes. Em relacdo ao escore fecal foi utilizado
0 método descrito por Carciofi (2008) para classificacéo, 0: fezes liquidas; 1: fezes pastosas e
sem forma; 2: fezes macias, mal-formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita;
3: fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4: fezes bem formadas e consistentes
e que ndo aderem ao piso; e 5: fezes bem formadas, duras e secas.

No dia 28 foi realizado a coleta de fezes para definicdo do pH, dos AGV, amdnia, fenol
e indol (produtos da fermentacdo intestinal). O pH fecal foi medido em amostras frescas com
peagametro digital de bancada (modelo DM22 da marca DIGIMED) imediatamente apos a
coleta. Posteriormente a mensuragdo do pH, foi formado aliquotas para mensurar as
concentracdes dos produtos fermentativos. Uma aliquota fecal de 3 g foi pesada e colocada em
um tubo Falcon de 15 mL com é&cido cloridrico 2 N e congelada a -20 °C até a andlise das
concentracdes de AGCC, AGCR e amonia. Aliquotas de 2 g foram pesadas em duplicata e
colocadas em tubos plasticos de 5 mL para fendis e indois e armazenadas a -20 °C até a analise.
Durante a coleta total de fezes, todas as fezes foram pesadas, pontuadas e armazenadas em
freezer a -20°C até a analise do CDA dos macronutrientes. Posteriormente, os cdes foram
realocados novamente e todo o periodo do experimento descrito acima se repetiu duas vezes,

totalizando 84 dias de experimento (Tabela 2).
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Preparacdo de amostras e analise quimica

Dietas experimentais e amostras fecais foram analisadas no Laboratério de Pesquisa
Animal do DZO/UFLA. Para obtencdo das analises bromatoldgicas, seguiu-se o padrao descrito
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006), no qual caracteriza-se as
analises de matéria seca (MS) (método 934.01), proteina bruta (PB) (método 954.01), extrato
etéreo (EE) (método de hidrdlise &cida), matéria mineral (MM) (método 942.05).

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) de MS foi calculado pela férmula:
CDMS: [(a-b)/a] x 100

Em que:
a = consumo de alimento na matéria seca
b = fezes excretadas na matéria seca

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da MM foi calculado pela formula:
CDAMM (%) ={[(c xa) - (dx b) / (ax b)]} x 100

Em que:

a = consumo de alimento na matéria seca

b = % de matéria mineral no alimento

¢ = quantidade excretada de fezes na matéria seca
d = % de matéria mineral nas fezes

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da PB foi calculado pela férmula:
CDAPB (%) =(a-b) /ax 100

Em que:
a = consumo total de proteina bruta na matéria seca
b = excrecdo total fecal de proteina bruta na matéria seca

O coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da EE foi calculado pela férmula:
CDAEE (%) ={[(axb) - (cxd)]/(axb)} x 100

Em que:
a= consumo de alimento na matéria seca

b= % do nutriente no alimento
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c= quantidade excretada de fezes na matéria seca

d= % do nutriente nas fezes

As analises de produtos fermentativos (AGCC, AGCR, indol e fenol) foram realizadas
na Universidade de Illinois, Urbana-Champaign — EUA. As concentragdes de AGCC, AGCR
em amostras de fezes frescas foram determinadas através do uso de cromatografia gasosa de
acordo com o método de Erwin et al. (1961) e Goodall e Byers (1978). As concentragdes de
acidos graxos volateis foram determinadas usando um cromatégrafo de gas Hewlett Packard
(Hewlett Packard, Avondale, PA) Modelo 5890A equipado com um "detector de ameionizagéo
(FID) emuma colunade vidro (1,8 m x 4 mm i.d.) embalado com GP 10% SP- 1200/1% H3PO4
em 80/100 chromosorb W AW (Supelco, Bellefonte, PA). Nitrogénio era o gas de arraste e
tinha uma taxa de fluxo de 45 mL/min. As temperaturas para o forno, porta de injecéo e porta
do detector foram 125, 175 e 180°C, respectivamente.

Foi calculada a media da concentracao analisada de cada conjunto de tubos para acetato,
propionato, butirato, isobutirato, isovalerato, cido valerato. As concentracGes fecais de fenol e
indol foram determinadas por cromatografia gasosa de acordo com o método de Flickinger et
al. (2003) com modificacdes. A analise de fenol e indol utilizou um cromatografo gasoso
Thermo Scienti'lc TRACE 1300 acoplado a um detector FID (Thermo Fisher Scientilc,
Waltham, MA). Uma amostra de 1 pL foi injetada a 220°C, no modo splitless. Uma coluna
Nukol Supelcol (60 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro) com uma espessura de 0,25 pum
foi usada para separar os compostos fendlicos. A temperatura do forno foi inicialmente de
150°C que foi mantida por 1 min, e entdo foi aumentada a 25°C por minuto para 200°C e
mantida por 35 min. O padrdo interno utilizado foi o 5-metilindol, e todas as amostras foram
analisadas em duplicata. As concentracdes de aménio foram medidas de acordo com o método
de Chaney e Marbach (1962).

Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados usando SAS (SAS Institute Inc., versdo 9.4, Cary, NC), com
efeito fixo da dieta e do tempo e efeito aleatdrio do animal. O modelo estatistico do DBC é:
yij=m+ bj + ti + eij
em que: yij é o valor observado da caracteristica estudada, no tratamento i (i =1, 2, ..., I) e no

bloco (ou repetigdo) j ( j =1, 2, ..., J); m é a média geral (de todas as observacdes) do
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experimento; ti € o efeito do tratamento i; eij € o erro associado a observagdo yij ou efeito dos
fatores ndo-controlados sobre ela.

Foi utilizado o PROC ROBUSTREG, para a retirada dos outiliers. A normalidade dos
dados foi verificada pelo PROC UNIVARIETE. Os dados que ndo estavam dentro da
normalidade foram corrigidos utilizando o0 PROC RANK. Apdés o teste de normalidade e
conversao a normalidade, foi utilizado o PROC ANOVA, para avaliar os dados do escore fecal,
coeficientes de digestibilidade (CDAMS, CDAMM, CDAPB, CDAEE), dos produtos
fermentativos (AGCC, AGCR, amonia, indol e fenol) bem como o pH fecal. Foram
considerados como efeitos fixos os tratamentos e grupos. As diferencas entre os tratamentos
foram determinadas usando um teste de diferenga menos significativa protegido por Fisher com
um ajuste de Ducan para controlar o erro experimental tipo 1. Uma probabilidade de p < 0,05
foi aceita como estatisticamente significativa.

Como os dados da anélise sensorial sdo considerados qualitativos, seus resultados foram
analisados por estatistica ndo paramétrica. Portanto, para verificar a frequéncia dos dados foi
utilizado o PROC FREQ do SAS, posteriormente para verificar se havia efeito dos tratamentos

no odor, os dados foram submetidos ao teste McNemar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A FEDIAF (2016), preconiza no minimo 75% de ingestdo de alimento, de acordo com
as necessidades energéticas do animal, para que o ensaio de digestibilidade pudesse acontecer
normalmente. Caso contrario, ocorrera interrupcao do experimento, e a metodologia devera ser
alterada, utilizando um marcador, por exemplo 6xido crdmico, ao invés do método de coleta
total de fezes para analisar a digestibilidade aparente dos nutrientes. De acordo com os valores
encontrado para o teste de aceitabilidade, percebe-se que todos os tratamentos obtiveram valor
de ingestdo acima do minimo, portanto todos os tratamentos foram aprovados e a

experimentacdo pode ocorrer atraveés do método de coleta total de fezes.

Aceitabilidade do alimento e digestibilidade aparente dos nutrientes

Os resultados encontrados neste estudo referentes ao teste de aceitabilidade (Tabela 3),
indicam que as doses de 0,75% de ZC e 1% de YSE, respectivamente, ndo interferem (p>0,05)
na ingestdo de alimentos quando adicionados em dietas para cédes. Assim como neste estudo,

diversos autores estudaram a associacdo de zedlita e YSE, e ndo encontraram diferencas
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significativas em relacdo ao consumo de alimentos em animais de companhia (DEL CAMPO,
2004; MAIA et al., 2010; ROQUE et al., 2012; SANTOS et al., 2013; DOS REIS et al., 2017,
LOWNDES et al., 2019).

Tabela 3- Aceitabilidade ao alimento teste pelos caes, mediante ao oferecimento diério de 120
kcal x PC 0,75

Energia Energia Energia NOTT 0
Tratamentos’ recomendada (Kcal ofertada (Kcal ingerida (Kcal (Qcélizgggsgga%g
0.75/dja)" 0.75/dia)" 0.75/dja)"?
TO 110 120 120 109
T1 110 120 120 109
T2 110 120 120 109
T3 110 120 120 109
T4 110 120 120 109
Média 110 120 120 109
*Considerando o valor de 3580 kcal/ kg de alimento.

! Tratamentos:

TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de calcio.
2 Média de ingestdo dos nove animais.

Devido suas caracteristicas fisico-quimicas, as ze6litas permitem que ocorra 0 processo
de adsorcédo dos nutrientes, promovendo maior tempo de retencdo dos componentes da digesta
no trato digestivo (LUZ 1995), aumentando o tempo de acdo das enzimas digestivas e por sua
vez, aumentando a digestibilidade dos nutrientes. Contudo, este efeito ndo foi observado neste
estudo, uma vez que ndo houve diferencas significativas (p>0,05) da digestibilidade aparente
dos nutrientes quando houve a inclusao de 0,75% zedlita na dieta em relacdo ao controle (Tabela
4). Estes resultados corroboram com diversos estudos no qual a zeolita foi adicionada a dieta
de animais de companhia (MAIA et al., 2010; ROQUE et al., 2011; SANTOS et al., 2013).
Percebe-se, entdo que a zedlita pode ser implementada na dieta de cées pois ndo prejudica a
digestibilidade dos nutrientes.

A incluséo de 0,1% de YSE ndo modificou a digestibilidade dos nutrientes neste estudo
(Tabela 4). Estes resultados corroboram com Dos Reis et al. (2017) que adicionaram doses de
250, 500 e 700 de YSE em dietas para cdes e ndo encontraram efeitos significativos com relacao
a digestibilidade dos nutrientes. Outros autores demonstram que a utilizacdo de YSE na dieta
de cdes (MAIA et al., 2010), gatos (ROQUE et al., 2011), suinos (BAE et al., 1999) e aves
(CABUK et al., 2004), ndo apresentaram efeito significativo com relagdo a digestibilidade dos

nutrientes.
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Tabela 4 - Valores médios obtidos para os Coeficientes de Digestibilidade Aparente da Matéria
Seca (CDAMS), Matéria Mineral (CDAMM), Extrato Etéreo (CDAEE) e Proteina Bruta
(CDAPB) do alimento teste.

Tratamentos? CDAMS CDAPB CDAEE CDAMM
(%)° (%)? (%)? (%)?
TO 79,50 84,73 92,65 34,23
T1 78,32 84,35 92,72 29,64
T2 78,99 83,11 92,42 36,67
T3 80,68 83,93 92,44 36,68
T4 80,03 84,75 92,85 33,69
EPM* 0,36 0,32 0,19 1,22
p-valor® 0,4330 0,3293 0,9014 0,2677
*EPM = Erro Médio Padréo;
! Tratamentos:

TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zeodlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de calcio.
2Média do escore fecal dos tratamentos (9 animais)

3p-valor obtido através da ANOVA

Em relacdo ao T3, percebe-se que a incluséo de 0,03 % de B-glucanos retirado de alga,
também ndo influenciou a ingestdo de alimentos (p>0,05) (Tabela 3). Resultados similares
foram observados quando Ferreira et al. (2018) suplementaram dietas para cdes com 1% [-
glucanos de aveia. Utilizando parede celular de leveduras, composto rico B(1,3),p(1,6)-
glucanos, Middelbos et al. (2007) ndo encontraram diferencas em relagdo ao consumo gquando
adicionou doses de 0%, 0,05%, 0,25%, 0,45% e 0,65% na dieta de cées. Traughber et al. (2021),
utilizaram B-glucanos de levedura e ndo relataram diferencas com relacdo ao consumo de caes.

Os B-glucanos apresentam estruturas diferentes de acordo com suas fontes, por exemplo,
os B-glucanos advindo de cereais com aveia e cevada, apresentam ligacdes B (1,4) lineares que
separam cadeias mais curtas de estruturas B (1,3). Ja a estrutura dos B-glucanos de levedura é
composta por ramificagdes B (1, 6) curtas ligadas a uma estrutura 3 (1, 3) (JAYACHANDRAN
et al., 2018). Similar aos B-glucanos de levedura, as algas e plantas superiores também
apresentam cadeias de ligagdo 3 (1, 3). Estas diferengas estruturais ocasionam diferentes efeitos
em relacdo a digestibilidade dos nutrientes no TGI. Segundo Ferreira et al. (2018) ha diminuicédo
no coeficiente de digestibilidade dos nutrientes quando ¢é adicionado B-glucanos de cereais na
dieta devido ao aumento da viscosidade da dieta, fato que dificulta a acdo das enzimas
digestoras. Ja os f-glucanos provenientes de leveduras apresentam efeitos muitas vezes oposto,
aumentando a digestibilidade aparente dos nutrientes por proporcionar melhora na salde
intestinal e imunidade do individuo (ZHANG et al., 2020).
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Diversos estudos relatam melhoras nos coeficientes de digestibilidade quando s&o
empregados -glucanos de leveduras na dieta de cdes (MIDDELBOS et al., 2007). Traughber
et al. (2020) demonstraram que o uso de 150 ppm pB-glucanos de levedura aumentou
digestibilidades da MS, PB e energia metabolizavel. No presente estudo a adi¢do de 0,03% de
B-glucanos de algas na dieta de cées ndo ocasionou aumento dos coeficientes de digestibilidade
aparente (p>0,05). Esses resultados apresentam certa semelhangca com os resultados
apresentados por Zhang et al., (2012a), Zhang et al., (2012b) e Cox et al. (2010) que n&o
observaram diferencas significativas no crescimento de frango de corte quando estes foram
alimentados com B-glucanos de levedura. Os autores relatam que a auséncia de melhora nos
parametros zootécnicos pode ser ocasionada devido a redistribuicdo de energia para a melhora
do sistema imunologico resultando no uso ineficiente do alimento para crescimento. Portanto,
apesar da adicdo de B-glucanos de levedura ndo ter aumentado a digestibilidade aparente dos
nutrientes em cées, este ingrediente pode estar auxiliando na resposta imune do individuo.

O butirato apresenta forte odor (GUMUS et al., 2020) e baixa palatabilidade, sendo um
ingrediente que pode limitar o consumo dos individuos (PINEDA-QUIROGA et al., 2017).
Contudo, a incluséo de 0,5% de butirato de calcio (BC) na dieta ndo alterou a aceitabilidade do
alimento para cédes (p>0,10) (Tabela 3). Acredita-se que para os cdes o olfato € um fator
fundamental na hora de escolher o alimento a ser consumido (HOUPT et al. 1978; HOUPT et
al. 1982; HOUPT e SMITH 1981; BRADSHAW, 1991; BRADSHAW, 2006; HOROWITZ
et al. 2013; HALL et al., 2017;). Entretanto, sdo encontradas poucas informacdes publicadas
sobre quais odores os cdes realmente acham atrativos e se esses odores aumentam a
palatabilidade e a ingestdo de alimentos (HALL et al., 2017). Apesar do BC reduzir consumo
em aves (PINEDA-QUIROGA et al., 2017), neste trabalho, os cdes apresentaram consumo
acima do minimo exigido pel FEDIAF (2016). Hesta, Arnouts e Janssens (2008), ndo acharam
diferencas significativas no consumo ao alimentar cdes com BS. Nos resultados encontrados no
presente estudo, ndo houve diferencas entre digestibilidade dos nutrientes quando foi
adicionado BC, com relacdo aos demais tratamentos (p>0,10) (Tabela 4). Estes resultados
corroboram com Hesta, Arnouts e Janssens (2008), que utilizaram a suplementacdo com
butirato, BS, em dieta para cées.

Uma possivel explicacdo para a auséncia de efeito do butirato sobre a digestibilidade
dos ingredientes quando suplementado em dietas para cées pode estar relacionado a qualidade
dos produtos utilizados no alimento teste. Geralmente, em experimentos com cées e gatos sao

utilizados alimentos extrusados (TRAN et al., 2008), enquanto para animais de producéo
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geralmente sdo utilizados ingredientes sem o mesmo grau de processamento. O alimento
extrusado é submetido a umidade, pressdo, alta temperatura e cisalhamento mecénico, estes
processos podem modificar as caracteristicas dos produtos extrusados, aumentando a
digestibilidade ou a utilizacdo de nutrientes como proteinas, carboidratos, lipidios e vitaminas.
Os farelos utilizados na producdo ndo passam por um processo similar que deixe o alimento
mais susceptivel a digestdo. Assim, o butirato pode ter um feito tréfico no intestino de ces,
uma vez que ele é prontamente absorvido no intestino e utilizado como fonte de energia para
as células do colén (NRC, 2006; HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008), contudo, a
digestibilidade pode permanecer inalterada devido a qualidade do alimento extrusado.

Escore Fecal

Com relacdo aos valores obtidos para o escore fecal (Tabela 5), percebe-se que nédo
houve diferenca em relacdo ao controle em nenhum dos tratamentos estudados (p>0,05). Estes
dados estdo de acordo com os resultados encontrados para a digestibilidade, onde ndo houve

diferenca significativa nos valores encontrados de CDAMS (Tabela 4).

Tabela 5 - Escore fecal dos caes.

Escore Tratamentos? EPM p-valor®
Focal TO0? T12 T22 T3 T42
3,57 3,68 3,58 3,50 3,57 0,03 0,1982
*EPM = Erro Médio Padrédo
! Tratamentos:

TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zedlita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de p-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de calcio.
2Meédia do escore fecal dos tratamentos (9 animais)

3p-valor obtido através da ANOVA

Os resultados encontrados neste estudo foram similares ao trabalho de Santos et al.
(2013), Dos Reis et al (2018) e Santos et al. (2011), que ndo detectaram diferencas no escore
fecal de cées e gatos, respectivamente, ao trabalharem com a suplementacdo de zedlita e YSE.
Contudo, sdo mencionados na literatura, trabalhos que demonstram que a zeélita e YSE sao
capazes de melhorar a consisténcia das fezes (FELIX et al., 2009; MAIA et al., 2010; ROQUE
et al.,, 2013; CHEN et al., 2021). Maia et al. (2010) menciona que as zedlitas tém grande
capacidade higroscépica, e por isso seus efeitos na consisténcia fecal sdo mais efetivos que o
extrato de YSE. Embora, tanto a adicdo de zedlita quanto a adicdo de YSE influenciam

positivamente ou ndo na consisténcia das fezes. Pode-se inferir que a auséncia de melhora no
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escore pela acdo da zedlita e YSE ocorreu devido a dieta controle ndo ocasionar diminui¢do no
escore fecal dos animais.

Como se sabe os -glucanos provenientes de cereais como aveia e cevada, atuam como
fibra solivel aumentando a viscosidade da dieta. Devido ao aumento de dgua nas fezes, ocorre
0 aumento do bolo fecal e a diminuigdo da consisténcia das fezes (FERREIRA et al., 2018).
Contudo, resultados diferentes sdo encontrados para os B-glucanos de leveduras e algas,
justamente por estes ndo apresentarem efeito similar a fibra (Tabela 5). Traughber et al. (2020),
nao detectaram diminuigdo do escore fecal ao trabalhar com 150 ppm B-glucano derivado de
levedura. Estes resultados corroboram com os resultados encontrados neste estudo, e com
Middelbos et al. (2007) que ndo encontraram diferengas no escore fecal com a inclusdo de
diferentes doses de parede celular de levedura.

Encontram-se na literatura trabalhos em que a utilizacdo de sais de butirato podem
melhorar caracteristicas fecais de leitbes (HUANG et al., 2015; SILVA et al., 2020). E
explicado nestes trabalhos que a reducédo da incidéncia de diarreia ocorre principalmente, pela
mudanca no microbioma intestinal, diminuicdo da permeabilidade do intestino delgado,
aumento da expressdo de ocludinas intestinais, ocasionando menos inflamacao intestinal
(HUANG et al. 2015). Contudo, os resultados encontrados sugerem que em cées a incluséo do
butirato ndo gera efeitos deletérios nem benéficos com relacdo a consisténcia das fezes. Os
resultados encontrados neste estudo corroboram com Hesta, Arnouts e Janssens (2008), que nao
encontram diferencas na quantidade e na consisténcia das fezes dos cédes suplementados com

butirato de sodio na inclusdo de 0,5% de BS.

Acidos Graxos Cadeia Curta

Foram observadas diferencas significativas (p>0,05) nas caracteristicas do pH fecal, nas
por¢des individuais de acetato (Tabela 6). Os tratamentos T1, T2 e T4 apresentaram menor
valor de pH guando comparados ao TO e T3, mas ndo diferiram estatisticamente entre si. O T3
foi identificado como significativamente igual ao T2 e T0O. Os valores do pH podem ser
associados aos valores encontrados dos AGCC, pois estes diminuem o pH do coldn,
favorecendo o aumento de bactérias benéficas, como Bidobacterium e Lactobacillus, e
diminuicdo de bactérias patogénicas, como Clostridium perfringens e Escherichia coli.
(CUMMINGS et al, 2004; MYINT et al, 2017; SUCHODOLSK et al, 2012; ALSHAWAQFEH
et al, 2017; PALMQVIST et al, 2020).
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Tabela 6 - Quantificacdo fecal de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), &cidos graxos de
cadeia ramificada (AGCR) e pH em cées.

1
Variaveis o2 T Tratazlr_gintos T2 v EPM  p-Valor®
(ﬁ‘rfé?}g) 260,008 202048 267488 262758  32520° 853 00467
P{Srﬂglr}g;" 15300° 18448 169,86 17026  188.80° 534 00768
(imf};o) 80,97 73.68 75,09 80,23 7516 449 08067
AGCC
totais 503,06° 551,10 51243  513,24° 58916 14,94 0,0840
(umol/g)*
'?ﬁ%'&gt)o 6,33 5,94 5,85 6,41 710 026 06231
Xl‘;']egl"jg; 3.30 3.28 3.80 3.01 308 038 09032
'S&‘L’l‘r’ﬁéﬁ;ggo 10,13 9.29 9.79 10,39 11,10 026 06707
AGCR
totais*  19.76 18,51 19.44 19.81 2128 038 07352
(umol/g)
pH 6,44A 6.07C 6.158C 6288 608 0,03 00002
*EPM = Erro Médio Padrédo
1 Tratamentos:

TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zedlita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zedlita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de p-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de célcio.
2Meédia do escore fecal dos tratamentos (9 animais)

3p-valor obtido através da ANOVA

4AGCC: Soma dos valores médios encontrados para os acidos acético, propionato e butirato.

SAGCR: Soma dos valores médios encontrados para os acidos isobutirco, valerato e isovalerato;

Média seguida de letra MAIUSCULA na linha se difere, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Duncan;
Média seguida de letra mintscula na linha se difere, ao nivel de 10% de probabilidade, pelo teste Duncan;

Sobre os valores fecais encontrados para a concentracdo de acetato (Tabela 6), observa-
se que o T4, o maior valor encontrado, ndo diferiu do T1. E, tanto T1, quanto T2 e T3 néo
apresentaram diferencas estatisticas quando compara ao TO. Além disso, foi observada uma
tendéncia (p<0,10) nos valores encontrados para propionato fecal e AGCC totais. Com relacédo
ao propionato entende-se que os valores encontrados nas fezes para o T4, foram semelhantes
aos encontrados nos T1 e T3. Finalmente, para a caracteristica AGCC totais foi observado que
0s animais alimentados com as dietas T4 e T1 tenderam a defecar maiores concentracdes de

AGCC, em comparacdo aos demais tratamentos (p<0,10).
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Estudos relatam que em torno de 10% dos AGCC séo excretados nas fezes (MCNEIL
et al., 1978; RUPPIN et al., 1980; ROEDIGER; MOORE, 1981). Isto indica que os valores
encontrados destes compostos nas fezes podem estar relacionados a maior producdo deste no
instinto grosso. Desta forma, o pH mais &cido, a maior presenca do acetato e propionato e, por
consequéncia, de AGCC totais nas fezes dos cdes que foram alimentados com a dieta T1, pode
ser indicio de que a suplementacdo com ZC tem a capacidade de modificar o microbioma
intestinal dos cées. Miller e Wolin (1979) relatam que o género Bacteroides, Selenomonas,
Succinivibrio, Succinomanas sao géneros bacterianos que produzem principalmente acetato e
propionato. Den Besten et al. (2013) ressaltam que a producdo de acetato e propionato esta
intimamente relacionada ao filo Bacteroidetes.

Corroborando com esta afirmacdo, Sabbioni et al., (2016), trabalharam com a adicéo
de 5 g/kg de zedlita em dietas para cées e constataram que houve reducdo de bactérias do género
Escherichia, Klebsiella, e Hafnia que apresentam um potencial patogénico, e 0 aumento na
abundancia relativa de Lactobacillus ssp. bem como Bifidobacterium ssp., bactérias produtoras
de AGCC, que sobrevivem em um pH mais acido. E discutido no trabalho que as zeélitas tém
alta capacidade adsortiva (SABBIONI et al., 2016) e podem carrear as bactérias patogénicas
(WU et al., 2013).

O tratamento T2 obteve resultado similares ao controle em relacdo a concentragéo fecal
de AGCC (Tabela 6), estes resultados corroboram com Pinna et al., (2017) e Vierbaum et al.
(2019) que analisaram o efeito do extrato de YSE nos metabdlitos da fermentacdo em cées, e
constataram que o extrato de YSE ndo modificou a concentracdo dos AGCC. A inclusdo do
YSE pode ter influenciado negativamente a producdo de metabdlitos advindo da fermentacao
intestinal quando comparado com T1. Uma diminuicdo de acetato ocorreu quando YSE foi
utilizada em estudo in vitro com metabdlicos fecais de gatos (PINNA et al., 2017). Portanto, a
inclusdo de YSE pode afetar negativamente na producdo de AGCC no IG de animais.

A utiliza¢do B-glucano derivado de algas na dieta dos cdes ndo apresentou diferencas
estatisticas quando comparado ao tratamento controle para as caracteristicas de pH, acetato,
propionato e AGCC totais (Tabela 6). Os mesmos resultados foram encontrados por Traughber
et al. (2020) que trabalharam com uma dieta que incluia 150 ppm B-glucano derivado de
levedura. Na literatura é estabelecido que diferentemente da agdo dos B-glucanos de cerais, que
possuem agao probidtica no IG (LAM et al., 2018), B-glucanos que possuem cadeia (1,3), ou
seja, de fungos, leveduras e algas, sdo reconhecidos como ativadores do sistema imune,

atuando, por exemplo, no receptor dectina-1 que gera a indugdo de citocinas e outros
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mediadores inflamatérios (BROWN; GORDON, 2003; GANTNER et al., 2003). Esta
informacao corrobora com autores citados anteriormente, que sugerem que uma maior energia
da dieta foi direcionada ao sistema imune das aves e isto pode ter culminado na auséncia de
resultados zootécnicos quando utilizaram -glucanos derivados de levedura em aves (ZHANG
et al., 2012a; ZHANG et al., 2012b; COX et al., 2010).

Os resultados encontrados neste estudo demonstraram que o butirato atua aumentando
a concentragdo de acetato e propionato nas fezes de cées (Tabela 6). Contudo, ndo foram
observadas diferencas na concentragdo de butirato fecal entre os tratamentos (p>0,05). Isto pode
ser um indicio que o butirato adicionado a dieta foi prontamente absorvido pelas células do
coldn. De Basten et al. (2013), relatam que o butirato €, preferencialmente, utilizado como fonte
de energia para os colonocitos. Mas, o acetato também pode ser utilizado como fonte de energia,
principalmente quando ha baixas concentragfes de butirato no 1G. Portanto, a inclusédo do BC
na dieta, pode ter reduzido a utilizagdo de acetato pelas células do colon, proporcionado uma
maior concentracdo de acetato livre no 1G e, consequentemente, uma maior excrecao fecal deste
composto.

O butirato, independente da sua conjugacdo salina, € um ingrediente utilizado em dietas
de animais de producéo, pois, aumenta a integridade do epitélio intestinal, serve como fonte de
energia pelas células do coldn, apresenta propriedade anti-inflamatorias, reduz do pH intestinal
e tem a capacidade de modificar a microbiana do individuo (OCEJO et al., 2017; EI-WAHAB
et al,, 2019). Contudo, Hesta, Arnouts e Janssens (2008) ndo constataram diferencas
estatisticas com relacdo a concentracdo de AGCC quando o BS foi incluso na dieta dos caes.
Uma possivel explicacdo para que os resultados do presente estudo tenham sido diferentes dos
encontrados por Hesta, Arnouts e Janssens (2008), pode estar relacionado a sinergia entre
zedlita e o butirato de célcio. Como explicado anteriormente, as zedlitas possuem a capacidade
adsorver bactérias patogénicas, podendo otimizar a acdo do butirato no 1G. Levando em
consideracdo que o0s resultados encontrados neste estudo nao apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos T1 e T4, a utiliza¢do do butirato passa a ser dispensavel, uma
vez que apenas com a inclusdo da zeo6lita, os cdes apresentam maior concentracdo fecal de
AGCC.
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Produtos da fermentacéo intestinal de proteinas e painel de odores

N&o foram constadas diferencas significativas nas concentracbes de AGCR, fendis e
inddis (p>0,05) (Tabela 7). Para as concentragdes fecais de am6nio observou-se uma tendéncia
(p<0,10). Apesar do T4 ter apresentado maior valor numérico para amdnio fecal, nenhum dos
tratamentos testados foi diferente do controle. Os AGCR, ambdnia, fendis e inddis sdo
produzidos a partir da fermentagdo proteinas no intestino grosso. Ozogul, Hamed e Gokdogan
(2015) relatam que Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Aeromonas
hydrophila e Salmonella paratyphi sdo capazes de produzir aménia e aminas biogénicas no 1G
de individuos. Além disso, bactérias do género Clostridium sdo também capazes de produzir
AGCR, amdnia (SMITH et al., 1997; KROUPINA; BEMEUR; ROSE, 2022), fendis e inddis
(ANDREESEN; BAHL; GOTTSCHALK, 1989). Estes compostos séo considerados deletérios
em fezes de cées e gatos, principalmente por tornar as excretas mais fétidas (FLICKINGER et
al., 2003; KUZMUK et al., 2005).

Tabela 7 - Quantificacdo fecal de amonia, fenois e indol em cées.

Variaveis Tratamentos!
EPM* p-Valor®
(umol/g) TO? T2  T2? T32 T4?
Amonio ab ab b b a
(umolig) 124 118 101° 1040 137 004  0,0719
Fenol 05356 03556 02813 03756 04163 003 01461
(umol/g)
4-Metilfenol 02238 03225 03038 03956 03538 002 02405
(umol/g)
4-Etilfenol(umol/g) 2,4938 2,3700 2,2850 2,5067 25163 0,08  0,8878
4
Total Fenol 32532 30481 28701 32779 32864 011 06141
(umol/g)
Indol 10638 11856 09588 10822 13911 0,07 03972
(umol/g)
5
Fenol/Indol 43170 42337 38289 43601 46775 018 03107
(Lmol/g)
*EPM = Erro Médio Padrdo
1 Tratamentos:

TO: Sem adi¢do de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de p-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de calcio.
2Média do escore fecal dos tratamentos (9 animais).

3p-valor obtido através da ANOVA.

“Total Fenol: Soma dos valores médios encontrados para as variaveis fenol, 4-methylphenol e 4-ethylphenol.
SFenol/Indol: Soma dos valores médios encontrados para as variaveis fenol, 4-methylphenol, 4-ethylphenol e indol.
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Média seguida de letra mintscula na linha se difere, ao nivel de 10% de probabilidade, pelo teste Duncan;

Os resultados demostram que a adicdo de ZC e YSE neste estudo ndo reduziram a
concentracdo de amonio com relacdo ao controle (Tabela 7). Estes resultados corroboram com
PaRlack e Zentek (2018) que ndo encontraram reducao da concentragdo do amonio nas fezes ao
trabalhar com zedlita em dietas para gatos. Pinna et al. (2017), também ndo encontraram
diferenca na concentracdo de amoénio ao trabalhar com YSE em um experimento in vitro
utilizando fezes de gatos. Contudo, é descrito na literatura que estes compostos tém grande
acdo na diminuicdo dos compostos ambnia e amdnio. As moléculas de amdnia/aménio sdo
carregadas positivamente e as zedlitas apresentam sitios carregados negativamente (AIYUK et
al., 2004; ENGLERT; RUBIO, 2005; NAHLI et al., 2017), fato que gera grande afinidade entre
estas moléculas. Desta forma, as zeo6litas sdo amplamente utilizadas para redugdo na emissao
de amo6nia/amoénio, s&o descritas melhoras na qualidade cama de frangos (CABUK et al., 2004;
LI etal., 2008; NIKILAKAKIS et al., 2013), reducao da emissdo de ambnia em fezes de suinos
(ISLAM et al, 2014), reducdo in vitro de aménio e amonia (OZOGUL.; HAMED;
GOKDOGAN, 2015), odor fecal de caes (MAIA et al., 2010) e gatos (ROQUE et al., 2011).

Headon e Daeson (1990), relatam que a YSE tem a capacidade de se ligar a aménia,
reduzindo assim a emissdo deste composto ao ambiente. Paray et al. (2021), debrugcam sobre o
assunto e concluiem que a porgéo glicol da molécula tem afinidade de ligagdo com as moléculas
de aménia. Corroborando com estes autores, Chen et al. (2021) relatam que o YSE tem a
capacidade de impedir a conversdo do nitrogénio amoniacal em aménia. Desta forma, 0 YSE
também é empregado na reducdo da emissdo de aménia em suinos (AMON et al.1995; HONG
et al., 2001), reducdo in vitro de aménio e aménia (PINNA et al., 2017) e reducdo do odor de
fezes de cdes (DOS REIS et al., 2016).

Dos Reis et al. (2016) relatam que a acdo de YSE em dietas com 21% de PB néo foi
significante, enquanto para as dietas que continham 29% de PB foi constado reducao do odor
com a inclusdo de 500 ppm de YSE. Os autores ainda ressaltam que as doses de 250, e 500
mg/kg diminuiram a concentracdo de aménia nas fezes dos cées. Este trabalho indica que a
concentracdo de proteina na dieta pode interferir diretamente na acdo da YSE na reducdo de
compostos advindos da fermentacdo proteica no I1G.

O principal mecanismo para ocorra a diminuicdo da producdo de ambénia/aménio,
quando ¢ adicionado butirato, é a modificacdo do microbioma intestinal (WANG et al., 2016;
FRIED et al., 2017; SONG et al., 2017; XU et al., 2021; LIU et al., 2022). Contudo, através dos

resultados encontrados no presente estudo, constata-se que a acdo do butirato no TGI de cées
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ndo apresentou efeito similar ao descrito pelos autores supracitados. Como mencionado
anteriormente, até o momento, so foi encontrado apenas um estudo que avaliou a adi¢do de
butirato na dieta de cdes (HESTA; ARNOUTS; JANSSENS, 2008), e este ndo avaliou a acéo
deste composto na concentracdo de amonio fecal. Os dados encontrados no presente estudo
demonstram que o butirato de célcio diminuiu o pH e aumentou a quantidade de AGCC em
relagdo ao tratamento controle (Tabela 6), contudo, esta mudanga no ambiente intestinal
pareceu nao favorecer a diminuicdo da concentragdo de amonio nas fezes (Tabela 7). Xu et al.,
(2021) testaram a adicdo de diferentes doses BS (0,015%, 0,030% e 0,150%) sob os produtos
da fermentagdo em um experimento in vitro utilizando fezes de suinos. Apenas a dose de
0,030% reduziu a concentracdo de amdnia e sulfeto de hidrogénio produzido pelo processo
fermentativo. E relatado também que a dose 0,15% de BS ndo apresentou diferencas estaticas
com relagdo ao grupo controle. Isto pode indicar que o existe um valor 6timo de incluséo de
butirato para que ocorra o efeito na reducdo da amonia.

Vale ressaltar que a concentracdo de amdnio fecal foi significativamente maior no T4,
do que no T2 e T3. Isto pode indicar que a agdo tanto da ZC, quanto da ZC combinada YSE,
pode ter sido mais efetiva sem a associacdo como butirato de célcio, para a reducdo na
concentracdo de amoénio nas fezes dos cdes. Uma possivel razdo para este efeito pode estar
relacionada a capacidade de troca catidnica (CTC) das zedlitas (LUZ, 1995), que pode estar
carreando 0s cations de calcio, apos a dissociagdo do butirato, e reduzindo a capitacdo de
moléculas de amdnio. Contundo, para afirmar que este processo esteja ocorrendo é necessario
realizar a andlise quantitativa de célcio nas fezes dos cdes. Santos et al. (2013) constataram
aumento significativo na excrecdo de calcio a partir da adicdo de 0.5%, 0.75% e
principalmente, 1.0% de zedlita.

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que a suplementacdo B-glucanos,
oriundo de algas, apresentou para as caracteristicas pH e AGCC totais valores semelhante ao
controle (Tabela 6). Como dito anteriormente, valores de pH mais altos estdo associados a
degradacdo proteica, e uma possivel explicacdo para estes resultados encontrados pode estar
associada a acdo dos microrganismos possuirem a capacidade de fermentar a proteina presente
nos B-glucanos resultando em maior concentracdo de metabolicos da degradacgdo proteica do
que de AGCC (ROSCH et al.,2016). Os resultados encontrados para amonio fecal também
corroboram com este resultado, uma vez que ndo houve diferencas entre 0 TO e 0 T3 (Tabela
7).
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Quadro 1 -Comparacao do odor de fezes de cées adultos.

Contrastes: __Odor Fecal . p-Valor?
Superior Igual Inferior
TOXT1* 49 25 19 <0005
Porcentagem 52,69% 26,88% 20,43% '
TOXT2* 49 20 24 <0005
Porcentagem 52,69% 21,51% 25,81% '
TOXT3* 40 21 32 >0 005
Porcentagem 43,01% 22,58% 34,41% '
TOXT4* 29 27 37 >0 005
Porcentagem 31,18% 29,03% 39,78% '
T1xT2* 22 31 40 >0 005
Porcentagem 23,66% 33,33% 43,01% '
T1xXT3* 20 33 40 >0.005
Porcentagem 21,51% 35,48% 43,01% '
T1xT4* 26 22 45 >0 005
Porcentagem 27,96% 23,66% 48,39% '
T2xT3* 22 29 42 >0 005
Porcentagem 23,66% 31,18% 45,16% '
T2xT4* 11 24 58 <0005
Porcentagem 11,83% 25,81% 62,37% '
T3xT4* 37 19 37 >0 005
Porcentagem 39,78% 20,43% 39,78% '
Tratamentos:

TO: Sem adigdo de aditivos (dieta controle);

T1: dieta controle + 0,75% de zeolita clinoptilolita;

T2: dieta controle + 0,75% zeolita clinoptilolita + 0,1% de YSE;

T3: dieta controle + 0,75% de ze6lita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos;

T4: dieta controle + 0,75% de ze6lita clinoptilolita + 0,1% YSE + 0,03% de B-Glucanos + 0,5% de butirato de célcio.

2 p-Valor obtido pelo Teste de McNemar para amostras pareadas;

*Interpreta-se as amostras de acordo com o tratamento em negrito. Exemplo: TOXT1 — 49 pessoas votaram que o odor da
amostra TO é superior em relacdo a amostra T1; 25 pessoas votaram que o0 odor da amostra TO € igual ao odor da
amostra T1; 19 pessoas votaram que o odor da amostra TO é inferior em relagdo a amostra T1;

Com relacdo aos contrastes feito no painel de odores destaca-se que efeito significativo
entre os contrastes TOXT1, TOXT2 e T2xT4 (Quadro 1). Assim, observa-se que o odor das fezes
do tratamento TO foi considerado mais fétido quando comparadas as tratamento T1 e T2. As
fezes obtidas pelo T2 também foram consideradas menos fétidas que as vezes dos animais
alimentados pelo T4. Os resultados deste estudo demonstram que a ZC e a YSE, associadas ou
ndo, foram efetivas na reducdo de odor fecal. Diversos autores descreveram resultados
semelhantes quando utilizaram a ze6lita (MAIA et al., 2010; ROQUE et al., 2011) e quando
utilizaram YSE (LOWE; KERSHAW, 1997; ROQUE et al., 2011; DOS REIS et al. 2016).

O tratamento controle apresentou pH maior que os demais tratamentos, exceto o T3
(Tabela 6). Isto é um indicativo que no ambiente intestinal hd menor presenca de AGCC e maior
presenca de componentes oriundos da degradacdo proteica, uma vez que o pH intestinal
aumenta com a adicdo de proteinas na dieta (EPHRAM et al, 2020). Além dos compostos
analisados neste estudo (amdnio, fenois e inddis) a degradacdo de proteinas por bactérias no 1G

gera diéxido de carbono, metano, aminas biogénicas, como a cadaverina, histamina, putrescina
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e feniletilamina (FLICKINGER et al., 2003; KUZMUK et al., 2005). Estes compostos citados,
também séo responsaveis por aumentar o odor fecal. Em um estudo, in vitro, foi avaliado a
acdo das zeolitas na reducdo da producdo de amonia e poliaminas. Os resultados demostram
que a adicdo de ZC reduziu a concentracdo de aménia e cadaverina de forma efetiva em varias
espécies bacterianas (OZOGUL.; HAMED; GOKDOGAN, 2015). Estes resultados corroboram
com PaBlack e Zentek (2018) que também encontraram redugdo de poliaminas ao empregar
zeOlitas em dietas para gatos.

Foram avaliados a utilizagdo de compostos que contém saponinas (YSE e taninos de
castanha) em um experimento in vitro utilizando fezes de cdes e gatos. Os resultados
demonstram que o YSE, assim como nos resultados obtidos neste, ndo reduziram as
concentracdes de amonia, mas diminuiram significativamente as concentragdes de cadaverina
quando foi utilizada fezes de gatos com substrato para fermentacdo. No experimento que
utilizou como substrato fezes de cées, o tanino de castanha sozinho e associado com YSE,
também diminuiu a concentracdo de cadaverina em solucdo (PINNA et al., 2017). Isto indica
que ZC e YSE, apesar de ndo diminuir significativamente os niveis de aménia nas fezes quando
comparados a TO, podem ter efeitos significativos na reducao dos niveis de aminas biogénicas,
principalmente na cadaverina. Logo, a ZC e YSE podem ocasionar a redugdo no odor fecal
constatados pelos participantes do teste de painel de odores. Com relacdo a diferenca
significativa de odor encontrada entre 0 T2 e 0 T4, observa-se que 0 T4 apresenta niveis
significativamente maiores de amonio que o T2. Além disso, observa-se que o T4 apresentou
maior composicdo de AGCC e segundo Moore, Jessop e Osborne (1987) os acidos graxos de
cadeia curta também podem influenciar na composicao do odor fecal.

Os resultados demonstram que a inclusdo de 075% ZC e 0,1% YSE tém efeitos
significativos na reducéo de odor fecal, além disso as zedlitas podem proporcionar um melhor
ambiente intestinal e, consequentemente, maior producdo de AGCC. A utilizacao de 0,03% de
B-glucanos oriundo de algas ndo gerou diferencas significativas na producado de AGCC, AGCR,
amonia, fenois e indois. Contudo, ndo foi avaliado o efeito deste ingrediente na imunidade dos
animais, devido a isso recomenda-se a realizacdo de futuras analises que possam constatar 0s
efeitos desse ingrediente no sistema imune para que este seja incluido no blend a ser utilizado
para cdes. A utilizacdo de 0,05% de butirato de calcio, ndo apresentou mudancas significativas
na concentragdo de AGCC em comparacdo a inclusdo de 0,75% zedlitas em dietas secas
caninas. Além disso, pode gerar aumento do odor das fezes, fato que poderia incomodar 0s

proprietarios de cdes. Portanto, o uso deste aditivo nas dietas para cdes, ndo gerou nenhum
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beneficio aparente para as caracteristicas estudadas, que justifique a sua implementagdo em

alimentos secos e extrusados para caes.
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APENDICE A — Questionario painel de odores

Analise Sensorial Fezes L
’4! UfFUnN! 2° Periodo .S

Nucleo de Estudos em Nutrigcao de Animais de Companhia e
Nome: Data: / /
ANALISE SENSORAL DO ODOR DE FEZES DE CAES
Vocé esta diante de 10 mesas com duas caixinhas de isopor em cada, que estardo enumeradas com os
numeros 1 e 2. Compare a amostra 1 com a amostra 2 (se € MELHOR, PIOR ou IGUAL) em relagéo ao
ODOR APENAS, avaliando o grau de diferenca com relagdo a escala abaixo:
1- Odor da amostra 1 é inferior a amostra 2 (AMOSTRA 2 E MAIS FETIDA);
2- Odor da amostra 1 é semelhante a amostra 2;
3- Odor da amostra 1 é superior a amostra 2 (AMOSTRA 1 E MAIS FETIDA);
Numero da Mesa Valor dado
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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