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RESUMO GERAL

Objetivou-se avaliar a incluséo do residuo seco da destilaria com soltuveis (DDGS), com
um nivel de inclusdo de 0 e 15%, quanto a digestibilidade aparente da matéria seca,
matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo, matéria mineral, aceitabilidade,
producédo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR), pH urinério,
producao de fenol, indol, microbioma fecal e parametros redox para felinos domeésticos.
O experimento foi realizado no Centro de Estudos em Nutricdo de Animais de
Companhia do Departamento de Zootecnia da UFLA, por um periodo de 2 meses
(janeiro-fevereiro de 2022). Foram utilizados 16 gatos adultos sem raca definida,
machos e fémeas, com peso de 4,16 + 0,26, em delineamento inteiramente
casualizado, oferecido a 8 animais, o alimento controle e, aos demais, o alimento teste.
Os animais passaram por periodo de adaptacéo de 20 dias, durante o qual foi feito o
teste de aceitabilidade. ApoOs este periodo, foi realizada a coleta total de fezes durante
7 dias para analise de digestibilidade da matéria seca (MS), matéria organica (MO),
matéria mineral (MM) e extrato etéreo em hidrélise acida (EEHA). Foi aproveitada a
coleta de digestibilidade para realizar as equacfes propostas por Matterson et al.,
(1965) e calcular os coeficientes de digestibilidade do ingrediente. Posteriormente a
este periodo, iniciou-se a coleta de 3 dias de fezes para analise de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), cadeia ramificada (AGCR), fenol, indol e microbioma fecal. Ao
final dos 60 dias, foi realizada coleta de sangue para avaliacdo de enzimas relacionadas
ao status oxidativo (catalase, glutationa, taxa de peroxidacdo lipidica e superéxido
dismutase). As variaveis dos coeficientes de digestibilidade, aceitabilidade e produtos
de fermentacdo foram analisadas pelo Teste de Shapiro Wilk e ANOVA, e os
parametros redox foram submetidos ao teste T, de forma ndo pareada, e as que nao
tiveram distribuicdo normal ao Teste Mann-Whitney, considerando probabilidade de
5%. Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para os coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) da MS, PB e EEHA, porém, ocorreu diferenca (p<0,05)
para o CDA da MM e MO. Para os parametros redox, ndo houve diferenca significativa
para a maioria das enzimas avaliadas, exceto a catalase que apresentou tendéncia.
Para os produtos de fermentacéao, houve diferenca significativa (p<0,05) para os AGCC,
devido ao propionato apresentar diferenca entre os tratamentos. Ocorreu diferenca
(p<0,05) para o 4-Etilfenol, no qual o alimento teste apresentou maior quantidade deste
composto. Em relagdo ao microbioma fecal, houve tendéncia (p<0,10) para o filo
Actinobacteriota, que foi maior no tratamento controle. Como concluséo, os dados do
microbioma fecal, produtos de fermentacédo, CDA, aceitabilidade e parametros redox
de gatos alimentados com DDGS, fornecem evidéncia de que essa fonte proteica e o
nivel de incluséo testado sdo adequados e podem ser seguramente incluidos até o nivel
de 15% em alimentos para gatos adultos saudaveis.

Palavras-chave: gatos; fenol; indol; microbioma; subproduto; etanol.



ABSTRACT

It was aimed to evaluate the inclusion of distillers dried grains with solubles (DDGS),
with a 0 and 15% inclusion level, regarding the dry matter apparent digestibility, organic
matter, crude protein, ethereal extract, mineral matter, acceptability, fatty acid
production of short (AGCC) and branched (AGCR) chains, urinary pH, phenol and
indole production, fecal microbiome and redox parameters for domestic felines. The
experiment was carried out at the Center for Studies in the Nutrition of Companion
Animals of the Department of Zootechnics at UFLA, for a period of 2 months (January-
February 2022). Sixteen mixed breed adult cats, male and female, weighing 4.16 +
0.26 were used. The control food was offered to 8 animals while the test food was
offered to the other 8 ones in a fully randomized design. The animals underwent a 20-
day adaptation period, during which the acceptability test was performed. After this
period, total collection of feces was carried out for 7 days for a digestibility analysis of
dry matter (DM), organic matter (OM), mineral matter (MM) and ethereal extract in acid
hydrolysis (EEHA). The digestibility collection was used to achieve the equations
proposed by Matterson et al., (1965) and calculate the ingredient digestibility
coefficients. After this period, it began the collection of 3 days of feces for analysis of
short-chain (SCFA), branched chain (AGCR) fatty acids, phenol, indole and fecal
microbiome. At the end of the 60 days, blood was collected to evaluate enzymes
related to oxidative status (catalase, glutathione, lipid peroxidation rate and superoxide
dismutase). The variable of digestibility coefficients, acceptability and fermentation
products were analyzed by the Shapiro Wilk Test and ANOVA, and the redox
parameters were undergone to the T test, in an unpaired way, and those which did not
have a normal distribution to the Mann-Whitney Test, considering probability of 5%.
No significant differences (p>0.05) were observed for the apparent digestibility
coefficients (ADC) of DM, CP and EEHA, but there was a difference (p<0.05) for the
ADC of MM and MO. For the redox parameters, there was no significant difference for
most of the evaluated enzymes, except for catalase, which showed a trend. For
fermentation products, there was a significant difference (p<0.05) for SCFA, because
the propionate presents difference among treatments. There was a difference (p<0.05)
for 4-Ethylphenol, in which the test food had the highest amount of this compound.
Regarding the fecal microbiome, there was a statistical trend (p<0.10) for the
Actinobacteriota phylum, which was greater in the control treatment. As the outcome
of this study, data on the fecal microbiome, fermentation products, ADC, acceptability
and redox parameters of cats fed with DDGS provide evidence that this protein source
and the inclusion level tested are adequate and can be safely included up to the level
of 15 % in food for healthy adult cats.

Keywords: cats; phenol; indole; microbiome; by-product; ethanol.



Impactos sociais, tecnolégicos, econémicos e culturais

O presente estudo teve por objetivo avaliar a inclusdo do residuo seco da destilaria com
soluveis (DDGS) em alimento seco extrusado para gatos. Este ingrediente tem
potencial uso na alimentacdo animal, visto que é um ingrediente com alto teor proteico
e porcéo fibrosa interessante. O DDGS é obtido através da fermentacdo do milho para
obtencdo do etanol. Com este trabalho, foi possivel avaliar a digestibilidade aparente
dos nutrientes e do ingrediente, além de avaliar parametros de saude intestinal em
gatos. Esse foi o primeiro trabalho com dados para gatos, visto que na literatura s é
encontrado trabalho com cées. Sendo assim, além de obter resultados positivos com a
inclusé&o desse ingrediente, 0 mesmo pode levar a reducao no uso de ingredientes de
origem animal e pode ser um ingrediente com potencial uso em dietas veganas, com
valores muito bons de digestibilidade aparente de proteina bruta. Além disso, devido a
alta demanda por producéo de alimento para animais, este subproduto tem potencial
uso para dietas de cées e gatos, obtendo resultados positivos para saude intestinal e
tendéncia para reducéo de isobutirato que € um acido graxo de cadeia ramificada (leva
a odor indesejavel das fezes), e houve diferenca estatistica para producdo de acidos
graxos de cadeia curta (benéficos a saude intestinal). Este trabalho tem como impacto
principalmente meio ambiente, tecnologia e producéo.

Social, technological, economic and cultural impacts

This current study had the objetive to estimate the inclusion of distillers dried grains with
solubles (DDGS) in extrused dried food for cats. This ingredient has potencial use in
animal feeding, since is a ingredient with high protein content and an interesting fiber
portion. DDGS is obtained by corn fermentation for ethanol obtainment. With this study
it was possible to measure the nutrients and the ingredient apparent digestibility,
besides to evaluate the intestinal health parameter in cats. This was the first study with
data to cats, since in the literature it's only found studies with dogs. As such, besides
getting positive results with this ingredient inclusion, it can take a reduction in the use of
animal origin ingredients and it can have potential use em vegan diets, with very good
values of aparent digestibility of gross protein. Furthermore, because of the high
demand for production of food to these animals this subproduct has potencial use in
diets for dogs and cats, obtaining posite results for the intestinal healt and inclination to
reduction of isobutyrate, which is a branched chain fatty acid (it takes to an undesirable
smell in stool), and it had statistics difference to production of short chain fatty acids
(benefical to the intestinal health). This study has impact in the environment, technology
and production.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A preocupacfBes com a qualidade dos alimentos para animais de companhia
estdo é um tema cada vez mais frequente na mente dos proprietarios, principalmente,
devido a crescente “humanizacdo” ou antropomorfismo desses animais por seus
proprietarios (CHEN et al., 2012). Nesse contexto, a utilizacdo de ingredientes
alternativos aos convencionais ou subprodutos torna-se viavel e necessaria para
atender essa demanda, desde que se conheca as caracteristicas nutritivas, tais como,
composicdo quimica, digestibilidade dos nutrientes, fatores antinutricionais e toxidez
(PACHECO, 2013).

De acordo com Silva et al. (2016), um subproduto que apresenta grande
potencial para uso na alimentacdo animal, em virtude de sua composi¢céo nutricional
e baixo custo, é o residuo seco da destilaria com soluveis (DDGS), resultante da
fermentacdo do milho para obtencdo de etanol. Contudo, no Brasil ainda € pouco
conhecido e utilizado para animais de companhia, sendo escassos trabalhos com
cées e néao foi encontrado literatura para gatos.

O DDGS apresenta composigéo nutricional relevante, devido a alta quantidade
de proteina bruta. Fato que o torna interessante para 0S animais carnivoros
domeésticos. Principalmente, os gatos que sao considerados animais carnivoros
estritos e com alta exigéncia de proteinas. Além disso, o DDGS apresenta perfil de
fibras insollveis e solluveis atrativo, que podem melhorar a funcionalidade intestinal
dos animais. Podendo apresentar efeito prebiédtico, levando a diminuicdo na producéo
de compostos putrefativos.

Diante disso, estudos com DDGS séo necessarios para avaliar sua inclusdo em
dietas para animais, principalmente para gatos que possuem paladar mais exigente
guando comparado a caes. Uma possivel forma de testar a inclusdo do DDGS na dieta
de felinos é através da técnica de substituicdo, descrita por Matterson e colaboradores
em 1995. Se trata de um método utilizado em estudos de nutricdo animal para avaliar
o valor energético de diferentes alimentos. Assim, ocorre a substituicdo de uma parte
da dieta de referéncia por um alimento teste. A diferenca na energia metabolizavel

entre a dieta de referéncia e a dieta teste é entao atribuida ao alimento teste.
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Por este motivo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros de
digestibilidade, aceitabilidade, AGCR, fenol, indol, amonia, AGCC, microbioma fecal e

parametros redox em dieta para felinos domésticos contendo este subproduto.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Proteina e sua funcdo no organismo animal

As proteinas sdo compostos organicos constituidos principalmente por
nitrogénio, carbono, hidrogénio e oxigénio, mas também, pode conter outros atomos
como, o fésforo, enxofre e ferro (NELSON; COX, 2014). Sdo formadas por
aminoacidos, os quais apresentam uma cadeia lateral no carbono alfa (NRC, 2006),
gue se liga a um grupo amina (NH3), a um grupo carboxilico (COOH), a um hidrogénio
e uma cadeia lateral, com excecdo da prolina (MARZZOCO; TORRES, 2007). As
vérias cadeias laterais contribuem para a estrutura secundaria e terciaria da proteina.

A proteina dietética € necessaria por dois motivos. Primeiro, porque fornece
aminoacidos que caes e gatos ndo podem sintetizar (aminoacidos essenciais), mas
S80 necessarios para a sintese de muitas proteinas no corpo. Em segundo lugar, a
proteina fornece aminoacidos disponiveis (aminoacidos que podem ser sintetizados)
gue 0s animais precisam para manutengao, crescimento, gestacéo e lactacdo. Elas
apresentam diversas fun¢des no organismo animal, como fun¢éo estrutural (proteinas
fibrosas), constituintes de enzimas, sintese de horménios (NRC, 2006), constituintes
de anticorpos apresentando importante funcdo no sistema imunologico (NRC, 2006;
NELSON; COX, 2014).

A digestédo da proteina dietética pelos animais envolve a clivagem enzimética
da proteina em aminoacidos e pequenos residuos de peptideos que séo capazes de
serem absorvidos pelas células do intestino delgado. A digestibilidade da proteina é
geralmente definida como a porcentagem de proteina ingerida que ndo é excretada
nas fezes, medida pela entrada e saida de nitrogénio. A primeira abordagem para
determinar a biodisponibilidade € medir a "digestibilidade aparente" da proteina em
uma dieta. Isso fornece uma avaliacao geral do nitrogénio absorvido, mas nao fornece
uma medida da "qualidade" ou eficiéncia da utilizacdo do nitrogénio ou dos
aminoacidos essenciais individuais (NRC, 2006).

Os gatos domésticos sao considerados animais carnivoros estritos ou

hipercarnivoros, pertencentes a familia Felidae (SATO, 2017). Carnivoros em geral,
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incluindo gatos, tém digestibilidades aparentes mais baixas de proteinas mal
digeriveis (KENDALL et al., 1982; AHLSTROM; SKREDE, 1998) e requisitos mais
elevados para alguns aminoacidos, como arginina (ANDERSON et al.,, 1979;
COSTELLO et al., 1980).

2.2 Fibra e sua funcdo no organismo animal

A incluséo de fontes de fibras em formulacdes de alimentos para caes e gatos
tem sido bastante utilizada pela industria. Esta pratica ocorre devido aos beneficios
da ingestdo deste nutriente, por auxiliar na manutencdo da saude do trato
gastrointestinal (REINHART; SUNVOLD, 1996; SUNVOLD et al., 1995). A capacidade
de manter a higidez do trato gastrintestinal esta associada a diversas propriedades
atribuidas as fibras, como funcéo prebibtica (SWANSON et al., 2002; HESTA et al.,
2003; BARRY et al., 2010), tempo de transito do alimento pelo trato gastrointestinal
(FAHEY et al.,, 1990; CHANDLER et al.,, 1999; HILL et al., 2000), formacéo e
consisténcia das fezes (BURKHALTER et al., 2001), entre outros.

Mesmo em gatos, considerados carnivoros estritos, sdo relatados efeitos
importantes em resposta a suplementacdo dietética com fibras, destacando a
importancia fisiologica deste nutriente também para estes animais (LOUREIRO,
2012). As fibras, particularmente as solUveis, atuam como substrato para fermentacéo
microbiana, produzindo acidos graxos de cadeia curta que podem fornecer até 7%
das necessidades energéticas em carnivoros (HERSCHEL et al., 1981; CHOUDHURY
et al., 2018), além de fornecer energia para os colonécitos com a produc¢éo de butirato.

Fekete et al. (2004) realizaram um estudo com gatos adultos comparando a
digestibilidade da polpa de beterraba (fonte de hemicelulose e pectina), alfafa (fonte
de celulose) e casca de amendoim (fonte de lignina e celulose), através de inclusées
em 10% na matéria seca. Os coeficientes de digestibilidade da matéria seca, proteina
bruta e extrato etéreo ndo foram prejudicados com a utilizacdo da polpa de beterraba.
Por outro lado, utilizando alfafa e casca de amendoim, foram observados decréscimos
nos coeficientes de digestibilidade da matéria seca, matéria organica e proteina bruta,
sendo os resultados da casca de amendoim os mais baixos.

As fibras se classificam quanto a sua solubilidade e fermentabilidade, sendo
sollveis ou insolaveis, fermentaveis ou ndo. As fibras insollveis, geralmente, séo
pouco fermentaveis, sendo eliminadas praticamente na sua forma intacta. Elas sao

compostas por polissacarideos da parede celular (celulose e hemicelulose) e lignina.
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Esse tipo de fibra tem sido utilizado para reducdo do valor energético da dieta
(KAWAUCHI et al., 2011), controle de bolas de pelos em gatos (LOUREIRO et al.,
2014), podendo prevenir e aliviar constipacéo.

J& as fibras soluveis, podem ser fermentadas pelos microrganismos presentes
no colon, produzindo acidos graxos de cadeia curta e lactato (NRC, 2006). Essas
fibras correspondem aos polissacarideos ndo celulésicos (beta glucano, pectinas,
gomas e mucilagem) (PACHECO, 2020). Seus efeitos estdo relacionados com
reducdo dos niveis de colesterol, glicose e insulina no sangue (MALKKIA;
VIRTANENB, 2001; WOOD, 2007), podem reduzir a digestibilidade principalmente de
gordura e proteina (DIEZ et al., 1997; COLE et al., 1999; BURKHALTER et al., 2001).
As fracdes insollveis e sollveis podem ser encontradas em diferentes propor¢des nos
ingredientes fibrosos (Pacheco, 2020). Desse modo, a inclusdo deste tipo de
ingrediente em alimentos para cées e gatos deve ser feita de acordo com o objetivo

do alimento.

2.3 Saude intestinal de cées e gatos

A mucosa intestinal de caes e gatos é estéril quando em condi¢des fetais
(SILVA, 2009; LISENKO, 2017), mas ao nascimento apresentam rapida colonizacéo
de diversos microrganismos. Esta colonizagéo se da principalmente pelo contato com
ambiente, contato materno, idade, estado de saude e dieta (FAHEY JUNIOR; BARRY;
SWANSON, 2008), assim como ocorre em outros mamiferos. A microbiota intestinal
exerce um papel importante tanto na saude quanto na doenca (SAAD, 2006), sendo
gue as alteracdes que ocorrem na microbiota podem ser positivas ou negativas para
0 animal.

O trato intestinal de mamiferos abriga uma comunidade microbiana complexa,
sendo que a composicao € determinante critico da saude do hospedeiro no contexto
de metabolismo e inflamag&o. A morfologia da mucosa intestinal muda principalmente
de acordo com a dieta, e essas mudancas podem modificar a fisiologia do intestino,
influenciando a absorcéao intestinal e metabolizacdo dos nutrientes (LISENKO, 2017).

Dos 52 filos bacterianos conhecidos atualmente, aproximadamente 5 a 7 séo
conhecidos por residirem no trato gastrointestinal de mamiferos (Shin et al., 2015),
sendo os filos Firmicutes e Bacteroidetes os predominantes em mamiferos (HANDL
et al., 2011; SHIN et al., 2015). Uma microbiota intestinal desequilibrada, geralmente

surge de um aumento do filo de Proteobacteria, e acredita-se que a prevaléncia deste
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filo esta relacionada a disbiose e risco de doencas (Shin et al., 2015). Esse filo é o
mais instavel entre os quatro principais (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e
Actinobacteria) (FAITH et al., 2013; Shin et al., 2015).

Handl et al., (2011), ao comparar microbiota intestinal de cdes e gatos,
observou que ambos possuem maior prevaléncia do filo Firmicutes (Clostridium spp.
e Lactobacillus spp., sendo 95,3% nos cées e 92,1% em gatos). J& o segundo filo
mais predominante em cées, foi o Bacteroidetes (2,3%) e em gatos Actinobacterias
(7,3%). Corroborando com esse estudo, Garcia-Mazcorro et al., (2011) relataram
predominancia de Firmicutes, seguido de Actinobacteria. Em um estudo com gatos,
Ritchie et al., (2010) avaliaram o microbioma fecal de 15 animais e obervaram que a
predominéancia era de Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes, respectivamente.
Swanson e Deng (2015), relatam que os filos predominantes no intestino de caes e
gatos sdo o Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria.

O filo Bacteroidetes consiste principalmente em bactérias gram negativas
(possuem parede celular menos espessa), além disso, possuem caracteristicas
fermentativas e que modulam o sistema imune intestinal beneficamente (FURUHASHI
et al., 2007) e ndo necessitam de oxigénio para o crescimento, ou seja, Sdo anaerobios
obrigatoérios. Ja o Firmicutes, possui parede celular e, portanto, sdo consideradas
gram positivas. S&o representados principalmente por Lactobacillus spp. e Clostridium
spp. Estes sdo géneros que apresentam atividade imunomodulatéria benéfica
(FURUHASHI et al., 2007). Outro filo relatado em estudos anteriores como um dos
predominantes, é o Actinobacteria, estes sdo bactérias gram positivas filamentosas,
com alto teor de guanina e citosina em seus genomas (LECHEVALIER, 1965;
ZIMMERMAN 1980). A maioria das bactérias deste filo sdo aerobicas, capazes de
utilizar varias fontes nutricionais, incluindo polissacarideos complexos (Barka et al.,
2015).

Nutrientes ndo digeridos vao para o intestino grosso e podem ser fermentados.
Amido, PNAs, acucares e oligossacarideos fermentam no c6lon proximal e proteina,
enzimas enddgenas e muco no coélon distal (DROCHNER; MEYER, 1991; CARCIOFI,
2017; MARSILIO et al., 2019). Carboidratos fermentaveis, por exemplo, levam a
producao de AGCC e acido lactico.

A fermentacdo microbiana de aminoacidos nao digeridos resulta na producéo
de diversos compostos de putrefagédo, como amonia, levando a uma desaminacao de
aminoacidos, fendis, inddis (produtos de descarboxilagdo de aminas aromaticas),

acidos graxos de cadeia ramificada e varias aminas biogénicas, como putrecina,
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cadaverina, histamina, entre outros (GOMES, 2013; LISENKO, 2017). Os catabdlitos
de origem proteica ndo so6 resultam em mau odor das fezes, como também podem ser
toxicos em altas concentracdes (KUZMUK et al., 2005; YAMKA et al., 2006; Lisenko,
2017).

2.3.1 16 rRNA

Através do tOpico anterior percebe-se que a saude intestinal de gatos esta
intimamente relacionada as bactérias presentes no intestino desses animais. Contudo,
no ambiente intestinal existe uma variedade de organismos, ndo se limitando apenas
as bactérias. Sendo assim, sabe-se que o intestino abriga uma diversidade de
entidades bioldgicas, incluindo virus, fungos e outros procariontes (SARANGI; GOEL;
AGGARWAL, 2019). No entanto, os trabalhos que tratam de populacbes de
microrganismos intestinais presentes em gatos enfocam apenas nas populacdes
bacterianas. Assim, neste trabalho, o termo “microbiota intestinal” sera usado para se

referir exclusivamente as bactérias que habitam o intestino.

Com base nessa definicdo, existem diversos métodos desenvolvidos para
estudar a diversidade microbiana no trato gastrointestinal (TGI), alguns dos quais

serdo ilustrados na tabela subsequente.

Quadro 1 - Técnicas usadas para estudo da microbiota no intestino;

A Métodos baseados na cultura
B Meétodos baseados em moléculas (baseados em &cidos nucleicos)
1 Métodos sem sequenciamento

1. Citometria de fluxo de hibridizacé&o in situ fluorescente;

2. Eletroforese em gel de campo pulsado;

3. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante;

4. Eletroforese em gel com gradiente de temperatura;
5. Polimorfismo de conformacéo de fita simples;

2 Métodos baseados em sequéncia
1. Sequenciamento de genes 16S rRNA ou suas regides hipervariaveis

(sequenciamento de genes alvo);
2. Sequenciamento de DNA do genoma bacteriano completo
(metagenoma);

3. Sequenciamento de mMRNA bacteriano completo (meta-transcriptoma);

3 Métodos baseados na deteccéo e quantificacdo de pequenos metabdlitos
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1. Espectrometria de massa por cromatografia gasosa;

2. Eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa;

3. Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier;

4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear e de prétons;
Fonte: Modificado de SARANGI; GOEL; AGGARWAL (2019)

A microbiota intestinal € composta por uma ampla gama de organismos, cada
um com seu proéprio nivel de adaptabilidade ao crescimento em ambientes de cultura.
Assim, as técnicas de cultura tendem a favorecer a proliferacdo de organismos
aerébios que se adaptam bem ao crescimento in vitro. Isso leva a uma representacao
insuficiente das bactérias anaerdbias existentes. Além disso, esses métodos
geralmente subestimam a diversidade bacteriana no lumen intestinal. Portanto, seu
uso para investigar alteracbes na composicdo da microbiota intestinal é limitado
(SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019).

Desta forma, novas técnicas foram necessarias para representar melhor a
composicao da microbiota intestinal. O avanco tecnolégico dos ultimos anos, permitiu
gue as espécies bacterianas fossem identificadas através das sequencias do RNA
ribossémico 16S (SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019). Esta técnica entédo foi
denominada 16S rRNA,, e esta embasada no fato que este gene, 16S, apresentam
regibes altamente conservadas para a criacdo de primers e regifes hipervariaveis
para a identificacao de caracteristicas filogenéticas de microrganismos. As sequéncias
completas do gene 16S rRNA incluem nove regides hipervariaveis (V1 a V9) (Figura
2), alternando com nove regides altamente conservadas (BAKER; SMITH; COWAN,
2003; TRINGE; HUGENHOLTZ, 2008; WANG; QIAN, 2009; YANG; WANG; QIAN,
2016).

Figura 1 - Uma representacdo do gene 16S do RNA ribossémico mostrando as nove

regides hipervariaveis (em marrom) e regides constantes (em azul).

R

| Constant region D Hypervariable region

Fonte: SARANGI; GOEL; AGGARWAL, 2019

Para o sequenciamento do gene 16S utiliza-se a técnica de PCR, no qual ocorre

a amplificacdo dos genes através da utilizacdo de primers voltados para uma ou mais
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regides do 16S rRNA. Para o reconhecimento taxindmico das espécies bacterianas
as sequencias obtidas do gene 16S sdo organizadas em OTUs (Unidades
Taxondmicas Operacionais). Para ser classificado como parte de uma OTU, um gene
deve ter pelo menos 97% de identidade no alinhamento do gene (ELLEGAARD;
ENGEL, 2016).

A diversidade microbiana, expressa em OTUs, pode ser descrita como
diversidade alfa e beta. A B-diversidade demostra o quao similares ou dispares estéo
a populacdo de bactérias em relacdo a diferentes amostras. Ha varios indices
frequentemente utilizados para calcular a diversidade beta, tais como o indice de Bray-
Curtis, o indice Unifrac, o indice de Jaccard e a distancia de Aitchison. Cada um
desses indices destaca diferentes caracteristicas da diversidade. Por exemplo, o
indice Unifrac considera informacdes filogenéticas (SU, 2023).

Em contrapartida, a a-diversidade, que inclui a riqueza da comunidade e a
diversidade da comunidade, é usada para estimar o0 numero total de espécies em um
ambiente especifico e a uniformidade relativa das espécies em uma amostra,
respectivamente (WILLIS, 2019). Métricas como o indice Chaol, o estimador de
cobertura baseado em abundancia (ACE) e o nUmero de espécies observadas (ou
seja, o numero de diferentes OTUs por amostra) sdo amplamente utilizadas para
estimar a alfa diversidade, fornecendo uma estimativa do nimero total de espécies
em uma comunidade (FINOTELLO et al., 2018; HAGERTY et al., 2020; QIAN et al.,
2020, LI et al., 2022).

Diferentemente das métricas descritas acima, existe outra forma de avaliar a a-
diversidade através da avaliacdo a uniformidade relativa das espécies presentes em
uma amostra, chamada de “diversidade da comunidade”. Assim, considera-se a tanto
a riqueza e a distribuicdo de espécies naquele meio. Os indices de Simpson e
Shannon geralmente sdo 6timos indicadores da diversidade da comunidade
(FINOTELLO et al. 2018; HAGERTY et al., 2020; QIAN et al., 2020, LI et al., 2022).

2.3.2 Acidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os AGCC séo substancias produzidas a partir da acdo de bactérias do célon
num processo de fermentacdo anaerdbia de fibras ingeridas na dieta (GRECA, 2000),
como também amido resistente, PNAs e acUcares ndo absorvidos (LISENKO, 2017).
Esses nutrientes alcancam o célon e tornam-se disponiveis para fermentacéo
bacteriana, fornecendo matéria organica adequada para o intestino grosso

(DROCHNER; MEYER, 1991). Na literatura encontra-se diversos beneficios dos
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AGCC para saude intestinal, como por exemplo a proliferacdo de bactérias eubioticas
(Bifidobacterium e Lactobacillus) com reducdo de bactérias de potencial patogénico
(Clostridium perfringens e Escheria coli) (MYINT et al, 2017; SUCHODOLSK et al,
2012; ALSHAWAQFEH et al., 2017).

Os principais AGCC produzidos pela microbiota sdo o acido acético, propidnico
e butirico. Estes, principalmente o butirato, sdo fontes de energia para os colondcitos
(NRC, 2006), cerca de 4,5 vezes mais que glicose (CARCIOFI, 2017). O &cido acético
e propiobnico sdo prontamente absorvidos e entram na corrente sanguinea, sendo
fonte de energia extra para o hospedeiro (NRC, 2006).

Com a producao dos AGCC e acido lactico, ocorre reducao do pH, o que pode
apresentar efeito prebiotico no intestino (SILVA, 2015), e de maneira geral, estes tém
atividade antibacteriana. Um estudo realizado por Sket et al., (2017), verificou-se o
rastreamento metagendmico em cées e gatos e observou-se que esses animais
possuem rota metabdlica diferente associada a producao de butirato. Este tem sido
apontado como responsavel pela capacidade de reverter alteracbes neoplasicas,
efeitos nutritivos sobre o epitélio do célon e inducéo a apoptose em células danificadas
(MENTSCHEL; CLAUS, 2003).

Alguns microrganismos sdo responsaveis pela producédo dos AGCC, como por
exemplo Prevotella spp., Faecalibacterium spp., Blautia, Bifidobacterium spp. A
producdo desses metabdlitos por microrganismos € um processo complexo, em que
uma bactéria pode fornecer substratos para outros géneros, o chamado metabolismo
cruzado (GOMES, 2013). Como exemplo disto, Belenguer et al. (2006) demonstraram
gue em culturas de Bifidobacterium adolescentis houve producédo de butirato pelo
metabolismo cruzado com cepas de Eubacterium halli, em seres humanos.
Corroborando com as informac0des anteriores, den Besten et al. (2013), relatam que o
filo Bacteroidetes sdo 0os maiores produtores de acetato e propionato e o filo Firmicutes
tem o butirato como principal composto produzido.

Um destaque para o filo Firmicutes é a presenca de Faecalibacterium
prausnitzii, Unica espécie conhecida do género Faecalibacterium, a qual demonstra
atividade anti-inflamatoria devido a producao de butirato (Sokol et al., 2008), e é
reconhecida como a espécie produtora de butirato mais importante no intestino (XU et
al., 2021). O butirato tem acado anti-inflamatéria devido interacdo com recepetores
transmembrana especificos que regulam a inflamacédo através da ativacdo do fator
nuclear NF-kB. Isso reduz a produgdo de citocinas proé-inflamatérias (CHEN;

VITETTA, 2018), e o propionato inativa uma das proteinas acessoras que
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potencializam o efeito de lipopolissacarideos de membrana sobre o receptor TLR4
(HOYLES et al., 2018), reduzindo assim a inflamacé&o excessiva no intestino.

A fermentacao para producédo de acido butirico pode ser realizada por trés vias
metabodlicas, sendo elas: a sequéncia de reacao de beta-oxidacao reversa e duas vias
alternativas a partir do butiril CoA (LOUIS et al., 2007). J& o acido acético é co-
substrato para esta reacdo e tem sido relatado que altas concentracdes de acetato
estimulam a sintese de CoA-tranferase em bactérias butiricas, o que poderia levar a
aumento na sintese de acido butirico (Gomes, 2013). Contribuindo com os autores
anteriores, Miller e Wolin (1979), relatam que a carboxilacdo do piruvato a
fosfoenolpiruvato gera o oxalacetato que pode ser reduzido a succinato, que por sua
vez € agente formador do do propionato. O piruvato também pode originar a Acetil
Coenzima A que pode ser convertida a acetato e propionato (DEN BESTEN et al.,
2013), conforme ilustrado na figura 1.

Figura 2 - Esquema de mecanismos para producdo de AGCC pelas bactérias. A:

acetato e propionato; B: butirato.
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Fonte: adaptado de DEN BESTEN et al., 2013.

2.3.3 Acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), fenol e indol

Os aminoacidos nao digeridos resultam na produc¢éo de diversos compostos de
putrefacdo por microrganismos proteoliticos no colon (SOUZA et al., 2017; MARSILIO
et al., 2019). Esses microrganismos estédo presentes em maior concentra¢cao no coélon

distal (MARSILIO et al., 2019), e sao responsaveis pela fermentacdo de compostos

20



proteoliticos, gerando catabdlicos como fendis, indois, amdnia, aminas biogénicas e
acidos graxos de cadeia ramificada (SWANSON et al., 2002; KUZMUK et al., 2005;
MIDDELBOS et al., 2007; SOUZA et al., 2017). Além de causar mau odor das fezes,
alguns desses compostos sao téxicos as células da mucosa intestinal, podendo gerar
colite e carcinogénese do colon (SWANSON et al., 2002; MIDDELBOS et al., 2007).

Os AGCR sao formados a partir da fermentacdo de aminoacidos de cadeia
ramificada, como valina, leucina e isoleucina (HANG et al., 2013; TJELLSTROM et al.,
2005) e os produtos da fermentacdo desses aminoacidos sdo respectivamente
isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato (MACFARLANE et al., 1992). Alguns dos
microrganismos responsaveis por gerar a producao dos catabdlicos proteicos pela
fermentacédo sao Clostridium spp., Peptostreptococcus spp., Desulfovibrio spp. O pH
intestinal aumenta com adi¢do de proteinas na dieta (EPHRAM et al, 2020), e esse
aumento contribui para proliferacdo de microrganismos com potencial patogénico.
Hang et al. (2013), avaliaram trés dietas para caes, alto teor de carboidratos (HCS),
alto teor proteico — farinha de torresmo (HPGM) e alimento comercial seco (DC), e
perceberam aumento na producdo de AGCR, pH fecal e reducéo de acido acético e
propidnico. Além disso, nesse estudo eles utilizaram um biomarcador relacionado com
inflamacéao intestinal (calprotectina), e verificaram que os caes alimentados com alta
proteina tiveram concentragdo muito alta desse marcador. ISso mostra que 0 excesso
de proteina pode ser toxico para a mucosa intestinal.

Andreesen, Bahl e Gottschalk (1989) relatam que algumas espécies de
bactérias do género Clostriduim spp. sdo responsaveis pela formacéo de fendis e
indois. Um exemplo € a espécie C. tetan que produz estes compostos a partir da
fermentagdo da fenilalanina e triptofano, respectivamente. C. diffici possui como
produto da fermentacdo da tirosina o 4-metilfenol (p-cresol), e C. tetanomorphum
produz fenol a partir da fermentacéo da tirosina. A fermentacao proteolitica pode levar
ao aumento da producdo desses metabdlitos que sédo potencialmente téxicos
(YOKOYAMA et al., 1982; MACFARLANE et al., 1992). De fato, a desaminacéo de
aminoacidos de proteinas dietéticas € a principal fonte de amdnia, fendis e indbis no
colon e esses produtos passam facilmente pela parede intestinal, obtendo acesso a
outros tecidos do corpo (ROLAND et al., 1995). Esses produtos podem prejudicar o
desenvolvimento da mucosa intestinal.

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.

Constatou-se aumento na proporcdo de sulfato de 4-metoxifenol, sulfato de 4-
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vinilfenol, 2-(4-hidroxifenil) propionato e sulfato de p-cresol na urina de caes, e o autor
relata que esses compostos estéo ligados a doencas e inflamag¢des nos rins. O autor
relata ainda altos niveis de inddis toxicos (sulfato de 5-hidroxiindol e sulfato de 7-
hidroxiindol) na urina quando os cées foram alimentados com a dieta de alto nivel
proteico. Além disso, no intestino os niveis de indol e indolin-2-one aumentaram,
enquanto o nivel de indéis benéficos ao organismo (indole-3-lactato, indol-3-acetato,
indol-3-propionato e 2-oxindol-3-acetato), diminuiram significativamente.

Lisenko (2017) ao avaliar a inclusé&o de farinha de insetos em dieta para gatos,
verificou que ndo houve diferenca siginificativa para producdo de fenol e indol.
Segundo a autora, isso é desejavel, pois fendis e indbis possuem potencial para
interagir com outros compostos putrefativos no intestino, potencializando suas acdes

carcinogénicas por atuarem como cocarcindgenos (Cummings e Macfarlane, 1991).

2.4 Residuo Seco da Destilaria com Soluveis (DDGS)

A demanda por combustivel limpo (etanol, diesel e gas), conhecido como
biocombustiveis, tem impulsionado os paises a desenvolverem suas proprias
tecnologias. A producéo de etanol a partir do milho tem sido destaque nesse contexto,
visto que o aquecimento global induz para o uso de energia limpa. Fatores como
fomentar fontes de energia de menor impacto ambiental (capazes de reduzir emissdes
de gases do efeito estufa) e reduzir a dependéncia de importacdes de petrdleo (LEITE;
CORTEZ, 2008; GURGEL, 2011), contribuem para que ocorra intensificacdo na
producao de etanol.

O Brasil € o maior produtor de cana-de-aglUcar e ocupa segundo lugar na
geracao global de etanol, aproximadamente 35,58 bilhdes de litros. Desse montante,
1,6 bilh&o é produzido a partir do milho (UDOP, 2020). A producéo se concentra tendo
a cana-de-acucar como base, contudo ela ndo pode ser estocada (MILANEZ et al.,
2014). Isso impacta a producdo de etanol nos periodos de entressafra, e nesse
cenario, o milho surge como alternativa para producéo de etanol (MARTINS, 2018).

A utilizacdo do milho, da origem ao etanol, 6leo, proteinas para racdo animal
(DDGS) (MILANEZ et. al., 2014), vinhaga, entre outros. O gréo de milho é convertido
em etanol, basicamente, por dois processos: moagem Umida ou moagem seca. Na
moagem Umida, a semente de milho é fracionada em componentes primarios (amido,
gérmen e fibra), e na moagem seca existem seis etapas majoritarias (ALVES et al.,

2012). Na producdo por moagem a seco, 0 processo que origina os diferentes tipos
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de gréos de milho de destilaria, geralmente possui as seguintes etapas: moagem,
cozimento, liquefacéo, fermentacao, destilacao e separacao.

Neste tipo de producdo, a primeira etapa consiste na moagem do milho,
seguido pelo cozimento onde recebera agua, para iniciar a hidrolise do amido. Em
seguida, a mistura vai para o tanque de liquefacdo, onde geralmente ocorre a
sacarificacdo (adicao de enzimas para que ocorra a hidrélise do amido em agucares
menores [glicose]). A quarta etapa consiste na fermentacdo, no qual a glicose é
transformada em etanol pela agéo da levedura Saccharomyces cerevisiae (ALVES et
al., 2012). Pode ocorrer producdo de outros subprodutos que seguem por rotas
alternativas. Posterior a fermentacéo, ocorre a destilacdo, onde gera etanol e vinhaca
bruta.

A vinhaga bruta segue para centrifugacdo, gerando residuo sdlido e liquido. A
parte liquida (vinhaca fina) passa por uma etapa de evaporacdo, em que se gera o
Oleo, que passa por decantadora, e o xarope (condensados soluveis). Este ultimo
pode ser adicionado a parte solida, o DDG, e passar pela secagem, gerando o DDGS
(dried distillers grains with solubles). O esquema de producédo esta representado na

figura 3.

23



Figura 3 — Processamento do etanol de milho e seus subprodutos na moagem seca.

Grao de cereal > Moagem > Mistura
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Fonte: Adaptado de Pedersen et al. (2014).

O DDGS € um subproduto que apresenta alta concentracdo de proteina bruta
(30,9%) e fibra bruta (7,2%) (SPIEHS et al., 2002), sendo a maior parte insoluvel
(PEDERSEN et al., 2014). O grande problema para utilizacdo do DDGS na
alimentacdo animal € devido a grande variabilidade na composi¢ao nutricional (Tabela
1). Fatores como qualidade do milho, processamento, variagdo no conteudo
nutricional do milho, diferencas na temperatura e tempo de secagem (Brito, 2008),
influem diretamente nessa variabilidade.

Este ingrediente apresenta alto teor de fibra em detergente neutro (FDN) em
relacdo a fibra em detergente acido (FDA) (SILVA et al., 2016), portanto caracteriza-
se como subproduto de alta concentracdo de hemicelulose (SPIEHS et al., 2002).
Devido a maior parte da fibra ser insoluvel, sdo caracterizadas por serem indigestiveis,

de pouca fermentacao, excretadas intactas e com reducéo na absorcéo de nutrientes.
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Essas fibras estimulam o peristaltismo através da acdo na musculatura da parede
intestinal (NRC, 2006).

Tabela 1. Média, coeficiente de variagdo e variacdo dos nutrientes no DDGS

Nutrientes Média (CV) Variacao

Proteina Bruta (%) 30,9 (4,7) 28,7 -32,9
Extrato Etéreo (%) 10,7 (16,4) 8,8-12/4
Fibra Bruta (%) 7,2 (18,0) 5,4-10,4
Matéria Mineral (%) 6,0 (26,6) 3,0-98

Lisina (%) 0,90 (11,4) 0,61 —1,06
Arginina (%) 1,31 (7,4) 1,01-1,48
Triptofano (%) 0,24 (13,7) 0,18 - 0,28
Metionina (%) 0,65 (8,4) 0,54 —0,76
Fosforo (%) 0,75 (19,4) 0,42 - 0,99

Fonte: Spiehs et al. (2002)

Além disso, o DDGS apresenta de 25-30% de polissacarideos ndo amilaceos
(PNASs), sendo os dois principais componentes arabinoxilano e celulose (PEDERSEN
et al., 2014; JAWORSKI et al., 2015). Os maiores efeitos de PNAs sédo associados
com a viscosidade e sua interagdo com a microbiota intestinal (CHOCT, 1997), e tal
fato pode ser interessante, pois a agdo de microrganismos que produzem enzimas
para degradar os PNAs em monossacarideos, podem fermentar (CARCIOFI, 2017) e
sao transformados em AGCC, que sao absorvidos no ceco (TAVERNARI et al., 2008).

Recentes estudos com a utilizacdo de proteinas hidrolisadas de milho ou
peptideos apresentam caracteristicas antioxidantes. Em um estudo realizado por Hu
et al., (2020), eles avaliaram a concentragdo plasmatica de antioxidantes em frangos
de corte alimentados com DDGS e DDGS hidrolisado com enzima. Em comparacéo
ao grupo controle, frangos alimentados sem DDGS (com ou sem enzima), houve

diferenca significativa na atividade antioxidante no plasma sanguineo.

2.5 Parametros redox

O oxigénio € um elemento essencial para 0s organismos aerébios, sendo o
receptor terminal dos elétrons durante a respiracdo, que € a principal fonte de energia

nesses organismos. No entanto, o oxigénio é toxico quando fornecido em
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concentracfes maiores que as do ar (GAO et al., 1998). Gershman et al., (1954)
propuseram que os efeitos nocivos do oxigénio eram devido a formagé&o de radicais
livres derivados dele mesmo. Isso ndo foi confirmado até que uma enzima, a
superoxido dismutase (SOD), fosse descoberta em 1968. Essa enzima catalisa a
dismutacéo do superoxido de hidrogénio em peréxido de hidrogénio (MCCORD et al.,
1968; NANDI et al.,, 2019), sendo que estes sdo degradados pela catalase ou
glutationa peroxidase (Figura 3). Devido a este motivo, ela € uma importante defesa
antioxidante na maioria das células expostas ao oxigénio.

Figura 4 - Relacao entre diferentes enzimas antioxidantes.

o e . .
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Fonte: Adaptado de Nandi et al., 2019

Uma outra enzima relacionada com ac¢ao antioxidante é a glutationa, que é um
tripeptideo solivel em agua e de baixo peso molecular (WU et al., 2004). A sua
principal funcéo esta relacionada com acédo antioxidante (SIES, 1999; PASTORE et
al., 2003). A glutationa (GSH) € composta por um tiol, que € um agente redutor
(PASTORE et al.,, 2003; TOWNSEND et al., 2003). Existem as formas reduzida e
oxidada nas células, além da glutationa peroxidase (GPx) e redutase (Huber et al.,

2008). A glutationa reduzida reage com o radical livre e forma a glutationa oxidada. O
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mecanismo de acdo desta enzima estda envolvido em 2 reacdes, reagindo
primeiramente de forma ndo enzimética e posteriormente de forma enzimatica.

O corpo tem um mecanismo de defesa contra 0 estresse oxidativo no qual
moléculas enzimaticas e ndo enziméaticas, sdo os dois componentes principais. Este
sistema de defesa antioxidante consiste em algumas enzimas, como é o0 caso da
catalase. Essa enzima esta relacionada com estresse oxidativo, e € uma das enzimas
antioxidantes mais importantes, estando presente em quase todos organismos
aerdbicos (NANDI et al., 2019). Em humanos, ela tem sido relacionada com varias
doencas relacionadas a idade, como por exemplo a Doenca de Alzheimer, Parkinson,
diabetes, entre outras. Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar se a
catalase pode ser usada como medicamento para estes transtornos.

Os radicais livres sdo espécies independentes que consistem em um ou mais
elétrons desemparelhados em seus orbitais atbmicos. Sdo geralmente instaveis, de
curta duracdo, mas quimicamente reativos (NANDI et al., 2019). Eles podem oxidar
todas as biomoléculas celulares, como os &cidos nucleicos, proteinas e lipideos. Por
exemplo, a oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados leva a producdo de 4-
hidroxinonenal, que é um dos principais aldeidos reativos produzidos pelo estresse
oxidativo (UCHIDA et al., 2003; Nandi et al., 2019). Os radicais livres sédo produzidos
nas células durante o metabolismo celular, e ha uma hipotese de que o estresse
oxidativo € uma das principais causas para o envelhecimento.

A peroxidacdo lipidica vem oferecendo contribuicdo para varias células
fisiopatoldgicas e anormalidades teciduais (JIANG et al., 1991). A avaliacdo do dano
oxidativo em tecidos expostos ao estresse oxidativo tem sido dificil de ser obtida pela
medicéo direta de alteracOes oxidativas, tais como danos por radicais hidroxila ou
acumulo de produtos da peroxidacao lipidica (HALLIWELL et al., 1987; Wolff et al.,
1986; Jiang et al., 1991). Ao estudar os parametros redox, como a atividade das
enzimas supracitadas (SOD, CAT e GPx), além dos niveis de GSH e a taxa de
peroxidacao lipidica (LPO) é possivel analisar o funcionamento do sistema
antioxidante. A LPO ocorre como consequéncia do estresse oxidativo, processo que
se da quando as espécies reativas de oxigénio sobrecarregam o sistema de defesa
(NOGUEIRA et al., 2013).
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RESUMO: A fermentacdo de proteinas no intestino grosso de animais de estimagao,
caes e gatos, leva a producdo de compostos que podem ser nocivos a saude dos
animais, como os acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), fendis e indois. Estes
compostos estdo relacionados com o mau odor das fezes, além de alguns deles em
altas quantidades serem toxicos e estarem relacionados como co-carcinogénicos. Ja
a fermentacédo de fibras e carboidratos ndo digeridos, levam a formacdo dos acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), como o butirato, propionato e o acetato, que sao
fontes de energia para células do intestino e também para o hospedeiro. Sendo assim,
objetivou-se avaliar a inclusé@o do residuo seco da destilaria com soluveis (DDGS) em
dieta para felinos domésticos para avaliar a aceitabilidade, digestibilidade aparente
dos nutrientes, produtos de fermentacdo e microbioma fecal. Os animais foram
alimentados durante 20 dias para adaptacdo, sendo constituido 2 tratamentos, o
controle (sem DDGS) e o teste (com DDGS). Para avaliar o ingrediente, foi realizado
a metodologia proposta por Matterson et al. (1965), o qual o alimento controle foi
substituido em 15% pelo ingrediente teste. Foram utilizados 8 animais/tratamento, em

delineamento inteiramente casualizado. Nao foram observadas diferencas
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significativas (p>0,05) para aceitabilidade, coeficientes de digestibilidade aparente da
matéria seca, proteina bruta e extrato etéreo. JA para matéria organica e matéria
mineral, ocorreu diferenca significativa (p<0,05). Para os produtos de fermentacéo,
nao houve diferenca significativa para AGCR total, fenol total e indol total (p>0,05).
Para AGCC total ocorreu um aumento no tratamento teste, diferindo estatisticamente
(p<0,05). Em relacdo ao microbioma fecal, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, ocorreu tendéncia para o filo Actinobacteria (p<0,10) e para o género de

bactéria Dialister teve diferenga significativa (p<0,05).

Palavras chaves: produtos de fermentacéo; gato; microbioma; DDGS.

INTRODUGCAO

A qualidade dos alimentos para animais de estimagdo tem sido uma
preocupacao crescente para os proprietarios. O Brasil se destaca nesse cenario,
sendo um dos principais mercados de alimentos para animais de estimagdo, com
cerca de 25,6 milhdes de gatos domésticos (Abinpet, 2021). Associado a demanda
por qualidade dos alimentos para animais de companhia, cresce também a
preocupacdo com a competicdo direta com o alimento humano. Desta forma, a
utilizacdo de subprodutos torna-se fundamental, desde que se conheca as
caracteristicas nutritivas do ingrediente e seja uma alternativa segura para a saude,
satisfacdo animal e seguranca alimentar, a utilizacdo de subprodutos € viavel e
interessante.

Um ingrediente que tem ganhado destaque € o residuo seco da destilaria com
soluveis (DDGS). Este ingrediente tem uma composicao rica em proteinas e um perfil
interessante de fibras. Atualmente, existem o DDG, DDGS e DDG alta proteina.
Apesar de ser um produto promissor, ainda existem poucos trabalhos na literatura que
relatam os efeitos desse produto em alimentos utilizados para gatos. Mas hé indicios
gue a utilizacdo desse composto pode melhorar parametros relacionados a saude
intestinal, como a qualidade do microbioma (KAELLE et al., 2023).

Uma possivel forma de inclusdo do DDGS em alimentos para gatos é através
da técnica de substituicdo proposta por Matterson et al. (1965), no qual procedimento
consiste em substituir uma porcdo da dieta padrdo por um alimento em teste. A

variagdo na energia metabolizavel entre a dieta padrdo e a dieta em teste é entédo
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atribuida ao alimento em teste. Esta técnica tem sido essencial para o entendimento
da nutricdo animal, permitindo aos pesquisadores avaliar com precisdao o valor
energético dos alimentos e, consequentemente, elaborar dietas mais eficientes e
nutritivas para os animais.

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o DDGS em dietas
para felinos domésticos, com inclusdo de 15% sobre um alimento controle. Além de
avaliar a dieta, foram avaliados os coeficientes de digestibilidade aparente do

ingrediente e a influéncia sobre os produtos de fermentagéo.

MATERIAIS E METODOS
Local do experimento e instalagdes

O estudo foi conduzido no CENAC (Centro de Nutricdo de Animais de
Companhia) na Universidade Federal de Lavras, na cidade de Lavras — MG. Todos 0s
procedimentos envolvendo o uso de animais foram avaliados e aprovados pelo Comité
de Etica de Uso de Animais da UFLA (protocolo n° 052/21).

Os animais permaneceram em gaiolas individuais de arame galvanizado com
50 x 70 x 60 cm (largura x profundidade x altura, respectivamente), com comedouros
e bebedouros em quantidade adequada, area de descanso suspensa além de
bandejas sanitarias duplas para a separacao das fezes e urina.

Animais, tratamento e delineamento experimental

O teste foi conduzido no Departamento de Zootecnia da Universidade Federal
de Lavras, Minas Gerais, utilizando 16 gatos adultos, com idade entre 6 e 9 anos, sem
raca definida, de ambos os sexos, peso médio de 4,16 + 0,26, alojados
individualmente em gaiolas, permitindo a coleta total de fezes e desprezando-se a
urina, conforme protocolo da AAFCO (2010). Os animais receberam agua ad libitum
e o alimento controle ou teste em quantidade suficiente para a manutencéo de gatos
adultos, calculados segundo a equacao de predicdo do NRC (2006) para gatos: 100
kcal x (PC em kg)®®’. Foi utilizado formulagédo proposta pela empresa financiadora
(PremierPet), sendo que na composicao controle ndo tinha nenhum ingrediente que
pudesse interferir nos resultados (prebidticos, fibras sollveis) e a dieta teste foi
substituida em 15% pelo ingrediente a ser testado. Os niveis de garantia e a

composicao basica do produto estdo na tabela 1.
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O delineamento experimental utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), o qual consistiu em 2 tratamentos, e cada tratamento possuiu 8
repeticbes. Foram avaliados dois alimentos, o alimento controle (AC - sem incluséo
de DDGS) e o alimento teste (AT - com inclusdo de DDGS), o qual foi substituido em
15% do alimento controle. Os animais passaram por periodo de adaptacéo de 20 dias,
pois além da coleta para digestibilidade, amostras de fezes foram coletadas para
andlise de produtos da fermentacao (indol, fenol, AGCR e AGCC) e microbioma fecal.

Estes foram analisados na Universidade de lllinois (USA).

Do dia 1 ao dia 20 do periodo experimental, as fezes foram descartadas, e a
partir do dia 21 até o dia 27 do periodo experimental, iniciou-se a coleta total de fezes,
as quais foram pesadas e armazenadas em freezer -20°C para posterior analise de
digestibilidade.

Tabela 1. Niveis de garantia das dietas experimentais

Nutrientes Controle Teste
Matéria Seca 96,13 94,17
Proteina Bruta 37,02 39,10
Extrato Etéreo 12,12 13,36
Matéria Fibrosa 3,90 3,29
Matéria Mineral 6,71 7,10

Composicéo béasica alimento controle: farinha de visceras de aves, milho, quirera de arroz, farelo de
gluten de milho 60, 6leo de aves, fibra de cana de aclcar, palatabilizante, farinha de torresmo, premix
mineral vitaminico, aditivo regulador de acidez, cloreto de potassio, 6leo de peixe, adsorvente de
micotoxinas, taurina, DL-metionina, cloreto de sddio (sal comum), antioxidante. Composicdo béasica
alimento teste: farinha de visceras de aves, milho, quirera de arroz, farelo de gliten de milho 60,
residuo seco da destilaria com soluveis (DDGS), 6leo de aves, fibra de cana de agucar, palatabilizante,
farinha de torresmo, premix mineral vitaminico, aditivo regulador de acidez, cloreto de potassio, 6leo

de peixe, adsorvente de micotoxinas, taurina, DL-metionina, cloreto de sédio (sal comum), antioxidante.

Protocolo experimental, coleta de amostra e analises

Para o protocolo de aceitabilidade, foi acrescido 30% das necessidades diarias
de mantenca, conforme recomendacao do protocolo do Manual Pet Food 92 Edic&o
(Abinpet — Brasil, 2019). O alimento foi fornecido duas vezes ao dia, sendo metade

pela manha e metade a tarde, e as sobras foram pesadas e anotadas. O protocolo se
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iniciou durante o 8° dia do periodo experimental (pois 0os animais ja haviam passado

pela troca gradual) e foi mensurado o consumo durante 5 dias.

Do dia 1 ao dia 20 do periodo experimental, as fezes foram descartadas, e a
partir do dia 21 até o dia 27 do periodo experimental, iniciou-se a coleta total de fezes,
as quais foram pesadas e armazenadas em freezer -20°C para posterior analise de
digestibilidade.

As andlises bromatolégicas dos alimentos e fezes foram realizadas no
Laboratério CBO (Valinhos — SP). As metodologias das andlises de umidade e volateis
(método 53), proteina bruta (método 45), matéria mineral (método 5) e extrato etéreo
por hidrélise acida (método 12), tiveram como referéncia o Compéndio Brasileiro de
Alimentacdo Animal 2017. Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da
matéria seca (MS) foram calculados pela formula:

CDA MS(%) = [(a-b)/a] x 100

Em que,

a = consumo do alimento na matéria seca

b = excrecédo de fezes na matéria seca.

Ja o CDA dos demais nutrientes, foram calculados pela formula:
CDA nutriente(%) = [(ax b —-c x d)]/ (a x b) x 100
Em que,

a = consumo do alimento na MS
b = porcentagem do nutriente no alimento
c = excrecao de fezes na matéria seca

d = porcentagem do nutriente nas fezes

Com base no resultado das analises, foi determinado os valores do CDA do
ingrediente DDGS, por meio da equacéo proposta por Matterson et al. (1965):

CDA ingrediente (%) = CDA ac + CDAat-CDAac

Em que,
42



CDA ac = CDA do alimento controle
CDA at = CDA do alimento teste

P = porcentagem de substituicdo do alimento teste.

Para andlise de pH urinario, foi medido o volume e mensurado o pH em
pHmetro de bancada (modelo DM22 da marca DIGIMED), durante 3 dias.

Para o protocolo de aceitabilidade, foi acrescido 30% das necessidades diarias
de mantenca, conforme recomendacao do protocolo do Manual Pet Food 92 Edi¢&o
(Abinpet — Brasil, 2019). O alimento foi fornecido duas vezes ao dia, sendo metade
pela manha e metade a tarde, e as sobras foram pesadas e anotadas. O protocolo se
iniciou durante o 8° dia do periodo experimental (pois 0s animais ja haviam passado

pela troca gradual) e foi mensurado o consumo durante 5 dias.

Para andlises dos produtos de fermentacéo, foi utilizado aliquota fecal de 3 g
gue foi pesada e colocada em um tubo Falcon de 15 mL com acido cloridrico 2 N e
congelada a -20 °C até a andlise das concentracdes de AGCC, AGCR e ambnia.
Aliguotas 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. As andlises de produtos
fermentativos (AGCC, AGCR, indol e fenol) foram realizadas na Universidade de
lllinois, Urbana-Champaign — EUA. As concentracfes 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
concentracbes de acidos graxos volateis foram determinadas usando um
cromatografo de gas Hewlett Packard (Hewlett Packard, Avondale, PA) Modelo 5890A
equipado com um "detector de ameionizacdo (FID) em uma coluna de 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 injecdo e porta do detector
foram 125, 175 e 180°C, respectivamente. Foi calculada a média da concentracao
analisada de cada conjunto de tubos para acetato, propionato, butirato, isobutirato,
isovalerato, acido valerato. As concentragBes fecais de fenol e indol foram
determinadas por cromatografia gasosa de acordo com o método de Flickinger et al.
(2003) com modificacdes. A andlise de fenol e indol utilizou um cromatégrafo gasoso
Thermo Scientilc 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
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coluna Nukol Supelcol (60 m de comprimento, 0,32 mm de diametro) com uma
espessura de 0,25 um foi usada para separar os compostos fendlicos. A temperatura
do forno foi inicialmente de 150°C que foi mantida por 1 min, e ent&do foi aumentada a
25°C por minuto para 200°C e mantida por 35 min. O padréo interno utilizado foi o 5-
metilindol, e todas as amostras foram analisadas em duplicata. As concentracdes de

amoénia foram medidas de acordo com o0 método de Chaney e Marbach (1962).

Além disso, aliquotas de fezes foram congeladas e mantidas a -80°C, para
determinacdo do microbioma fecal. As fezes eram coletadas em no maximo 15
minutos apos os animais defecarem. A extracdo do DNA fecal foi feita utilizando o kit
comercial Mo-Bio PowerSoil (MO 204 BIO Laboratories, Inc. Carlsbad, Califérnia,
Estados Unidos da América). A concentracdo de DNA foi determinada pelo flubmetro
Qubit® 2.0 (Life technologies, Grand Island, Nova 206 York, Estados Unidos da
América). Os iniciadores moleculares progressivos (primer-sense/forward - 515F; 5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") e reverso (primer anti-sense/ reverse - 806R; 5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') que visam a um fragmento de 291 pb da regido v4
foram utilizados, para amplificagdo (IDT Corp., Coralville, lowa, Estados Unidos da
América) (Caporaso et al., 2012) do gene rRNA 16S, usando a técnica Fluidigm
Access Array (Fluidigm Corporation, South San Francisco, Califérnia, Estados Unidos
da América) em combinacdo com Roche High Fidelity Fast Start Kit (Roche,
Indianapolis, Indiana, Estados Unidos da América).

A qualidade dos amplicons foi avaliada usando um analisador de fragmentos
(Advanced Analytics, Ames, lowa, Estados Unidos da América) para confirmar as
regidoes e os tamanhos dos amplicons. Quantidades equimolares dos amplicons de
cada amostra foram misturadas e os tamanhos dos amplicons foram selecionados em
um E-gel de agarose a 2% (Life technologies, Grand Island, Nova York, Estados
Unidos da América) sendo extraidos com o kit de purificacdo de gel Qiagen (Qiagen,
Valencia, California, Estados Unidos da América).

O sequenciamento, utilizando plataforma lllumina, foi realizado em um
sequenciador MiSeq, usando reagentes v3 (lllumina Inc., San Diego, Califérnia,
Estados Unidos da América) no Centro de Biotecnologia da Universidade de lllinois.
As tags Fluidigm foram removidas usando FASTX-Toolkit (versdo 0.0.14), e QIIME
1.9.1 software foi usado para processar os dados de sequéncia resultantes (Caporaso
et al., 2010). Sequéncias de alta qualidade (valor de qualidade = 20) foram

demultiplexadas. As sequéncias foram entdo agrupadas em unidades taxondomicas
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operacionais (OTU), usando a selecdo OTU de referéncia aberta contra o banco de
Greengenes com um nivel de similaridade de 97%. Singletons (OTUs que foram
observados menos de 2 vezes) e OTUs que representardo menos de 0,01% foram
descartados. A analise das coordenadas principais (PCoA) foram realizadas, usando
distancias métricas de fracdo Unicas ponderadas e ndo ponderadas (UniFrac) (Ley et
al., 2005).

Para avaliar os parametros redox (glutationa reduzida, enzima glutationa
transferase, enzima catalase, peroxidacao lipidica e enzima superoxido dismutase),
foi coletado o sangue dos 16 animais (aproximadamente 10 mL). Apés a coleta, foi
colocado em eppendorf de 2mL e centrifugados em centrifuga refrigerada (modelo
Microfuge 20R da marca Beckman Coulter) a 5000g durante 4 minutos, para separar
soro e plasma. O plasma foi separado e colocado em novo eppendorf e congelado em
gelo seco para transporte e posterior analise. Foi necessério coletar 2 mL de plasma
para analise das enzimas e parametros oxidativos e guardar contra prova. As
amostras foram mantidas refrigeradas (2 - 4°C) até a centrifugacao. As enzimas foram

analisadas pelo laboratério Imunova — Analises Biologicas (Curitiba — PR).

ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas (para parametros redox), foram feitas divididas em
amostras que tiveram distribuicdo normal, onde foram submetidas a analise estatistica
T de forma ndo pareada, e as que nao tiveram distribuicdo normal, foram submetidas
ao Teste Mann-Whitney para andlise nao pareada.

J4 para os parametros de digestibilidade, produtos de fermentacéo,
aceitabilidade, escore fecal, volume e pH urinério, utilizou-se Robustreg para verificar
se tinha outliers. Posteriormente, foi realizado o Teste de Shapiro Wilk para ver se os
dados estavam normais, e ap0Os isso seguiu para o teste de Andlise de Variancia
(ANOVA). Todos os testes sé&o significativos quando P<0,05.

Para os dados de microbioma fecal, foi realizado teste de ANOVA para ver

havia diferenca estatistica entre os tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Aceitabilidade, Digestibilidade e pH urinario

A FEDIAF (2020) preconiza no minimo 70% de ingestéo do alimento, de acordo

com as necessidades energéticas do animal. Sendo assim, de acordo com os valores
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encontrados para o teste de aceitabilidade, percebe-se que os tratamentos obtiveram
valor de ingestdo acima do minimo preconizado. Portanto, tanto o alimento controle
guanto o teste apresentaram aceitagcdo acima do estipulado dentro do aceitavel,

conforme tabela 2.

Tabela 2. Consumo em relacéo a necessidade energética (100 kcal x PC%67)

Item Controle Teste EPM  p-Valor

Aceitabilidade (%) 78,29 78,23 4,38 0,1052

Na literatura, encontra-se uma quantidade maior de estudos, nos quais 0s
pesquisadores testaram a inclusdo do DDGS em cées. Por exemplo, Silva (2016),
avaliaram 4 niveis de inclusdo do DGGS em dieta para cées (0, 6, 12 e 18%), com e
sem enzima (xylanase), e no teste de palatabilidade (primeira escolha vs. preferéncia),
foi encontrado diferenca estatistica no teste 0 e 18%, no qual os animais tiveram
preferéncia pela dieta contendo 18%. Em nosso estudo, apesar de ndo haver niveis
de inclusao e apenas uma substituicdo (15%), ndo houve diferenca estatistica entre o
alimento controle e o alimento teste, o que é desejavel.

Risolia et al., (2019) avaliaram a inclusédo de 0 e 20% de DDGS em dieta para
caes e em relacdo a palatabilidade (primeira escolha e consumo), ndo observaram
interferéncia na primeira escolha, porém os animais ingeriram maior quantidade da
dieta sem incluséo de DDGS (p<0,05). Kaelle et al., (2023) avaliaram a incluséo de 4
niveis de DDG alta proteina (HPDDG), 0, 7, 14 e 21%, em dieta para cées, e no teste
de palatabilidade compararam as dietas 0 vs. 7 e 0 vs. 21, onde 0s animais preferiam
a dieta com 21% de inclusdo do HPDDG.

Percebe-se que existe uma contradicdo em relacdo aos efeitos DDGS quanto
a aceitacdo em trabalhos realizados com cées. Entretanto, estudos onde encontra-se
dados sobre aceitacdo da inclusdo de DDGS em dietas secas para gatos séo
escassos. Portanto, este trabalho fornece informacg6es importantes sobre a aceitacao
deste produto. No mais, mais pesquisas sdo necessarias para elucidar a relacdo da
aceitabilidade em dietas de carnivoros domésticos.

J& para o teste de digestibilidade, também nédo houve diferenca significativa
(p<0,05) para proteina bruta, matéria seca e extrato etéreo por hidrélise acida. Houve
diferenca para matéria mineral e matéria organica, conforme tabela 4 e figura 4. Além

desses parametros, foi avaliado também os coeficientes de digestibilidade aparente
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do ingrediente e escore fecal (ndo apresentou diferenca estatistica), conforme tabela
3.

Tabela 3. Coeficientes de digestibilidade aparente das dietas experimentais, do ingrediente
e escore fecal

p-
Item Controle Teste EPM Valor
Coeficiente de digestibilidade aparente (%)

Matéria Seca 83,72 81,41 0,73 0,134
Matéria Organica 86,80 83,41 0,73 0,021
Proteina Bruta 89,36 89,20 0,59 0,896
Extrato Etéreo Hidrdlise Acida 87,66 89,52 0,77 0,775
Matéria Mineral 40,89 55,27 2,71 0,004
Escore fecal 3,87 3,71 0,05 0,089
Coeficiente de digestibilidade aparente do DDGS*
Matéria Seca ) 68,29 - -
Matéria Organica ; 64,16 - -
Proteina bruta ; 88,27 - -
Extrato Etéreo Hidrdlise Acida - 100,00 - -
Matéria Mineral ; 100,00 - -

*Calculado através do método de substituicdo de Matterson et al. (1965)

Figura 1. Coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca (MS), matéria
organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e matéria mineral (MM)
das dietas controle e teste (inclusdo  do DDGS), em gatos.
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No mesmo estudo realizado por Silva (2016), eles avaliaram a digestibilidade
aparente do ingrediente e obtiveram reducao linear da digestibilidade matéria seca,
matéria organica, extrato etéreo, energia bruta e energia metabolizavel. Apenas para
o tratamento sem enzima houve reducao da proteina bruta. Em nosso estudo, houve
diferenca significativa (p<0,05) apenas para matéria organica e matéria mineral.

Em relacdo aos coeficientes de digestibilidade aparente do ingrediente, a
matéria mineral e extrato etéreo por hidrélise acida apresentaram valores de 100%.
Esse fato pode ser justificado porque ambos os niveis do alimento sdo maiores do que
do ingrediente e quando faz metodologia proposta por Matterson (1965), os erros
analiticos dentro do desvio permitido levam a estas discrepancias, considerando
100% de absorcéo de ambos.

Kaelle et al., (2023) avaliaram a inclusdo de DDG alta proteina (HPDDG) em
dieta para cées, utilizando a mesma metodologia deste estudo, em substituicdo de
30% da dieta controle. Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) do
ingrediente foi de 91,2% para proteina bruta (PB), 85,5% para matéria seca (MS) e
84,6% para extrato etéreo hidrdlise acida (EEHA). Esses resultados sédo similares ao
encontrados no presente estudo para PB e EEHA. Silva et. al., (2016) calcularam o
CDA do ingrediente pelo método de regressao em dieta para caes, obtendo resultados
de CDA da PBem 76,7%, EEHA em 63,3% e MS em 59,0%, valores estes que diferem
dos encontrados no presente estudo. Allen et al., (1981) avaliaram inclusdo de 3 niveis
de DDGS em dieta para cées (0, 13,1 e 26,1%) e obtiveram reducgé&o na digestibilidade
da proteina bruta com incluséo de 26,1%.

Os parametros de digestibilidade e aceitabilidade ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os tratamentos, e isso era o desejavel, pois além da composicédo
interessante e os resultados obtidos, a inclusdo de DDGS pode baratear o custo de
formulacdo. Sendo assim, a inclusdo de DDGS em até 15% para gatos nao levou a
interferéncia na aceitacéo e digestibilidade pelos animais.

Para volume e pH urinéario, houve diferenca significativa apenas para o volume
urinério, conforme tabela 4. O pH urinario ndo ter alteracdo também é desejavel, visto
gue para manter trato urinario saudavel de felinos sadios, o pH deve estar em uma
faixa de 6,2 — 6,6. O DDGS possui alta quantidade de metionina, o que pode ter levado

a uma reducao do pH, mesmo sem diferenca significativa entre os tratamentos.
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Tabela 4 - Volume e pH urinério

ltem Controle Teste EPM  p-Valor
Volume urinario (mL) 41,67 59,05 3,48 0,006
pH urinario 6,30 6,18 0,04 0,167

Enzimas relacionadas ao status antioxidante

J4 para as enzimas quantificadas para avaliagdo de status antioxidante,
glutationa reduzida (GSH), glutationa S-Transferase (GST), catalase (CAT) e
superoxido dismutase (SOD) e a taxa de peroxidacdo lipidica (LPO), ndo foram
encontradas diferencas significativas, mas houve tendéncia para atividade da enzima

catalase, conforme tabela 5.

Tabela 5 - Quantificacdo de enzimas do status antioxidante

Item Controle Teste EPM p-Valor
GSH pmol.mL? 14,45 16,81 2,91 0,487
GST pmol.mint.uL? 59,79 28,31 11,60 0,116
CAT nmol.min't.uL? 0,28 0,04 0,07 0,053
SOD U.pL? 1,35 1,32 0,02 0,243

Taxa de peroxidacdo lipidica

LPO nmol.mint.puL*? 1,49 1,41 0,08 0,572

As espécies reativas de oxigénio (EROs), também chamados de radicais livres,
sdo exemplos de substancias oxidantes que sdo formadas pelo organismo em
condic0es fisioloégicas (DAENEN et al., 2018). Desta forma, podem ser classificados
com EROs: Oz~ (anion superoxido), H202 (peréxido de hidrogénio), radicais hidroxila
(-OH) e radicais alcoxi (RO).

As reacgdes que ocorrem no complexo | (NADH desidrogenase) e complexo Il
(ubiquinona-citocromo redutase) da cadeia transportadora geram a formacado de
superoxido (O2- ) devido ocorrer a transferéncia de elétrons diretamente para o
oxigénio. O perdxido de hidrogénio é formado pela agcdo da enzima enddégena
superodxido dismutase (SOD). Ela atua sobre o O2- no processo chamado

desmutacédo, no qual converte o radical superéxido em perdxido de hidrogénio e O2.
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Posteriormente o peroxido de hidrogénio € transformado em agua por acao de outras
enzimas (BAFANA et al., 2011).

A catalase, composta por quatro cadeias polipeptidicas, reage com o H20:2 e
tem a taxa de renovacdo mais alta entre todas as enzimas antioxidantes. Ela
decompde o H20: atraves de atividade catalitica e peroxidatica (ADWAS et al., 2019).
Portanto, ao constatar um aumento da atividade enzimatica da catalase, espera-se 0
mesmo aumento na atividade da SOD, uma vez que esta produz o H202 que é
substrato para a catalase. Como essa situagdo nao ocorreu nos resultados
encontrados neste trabalho, acredita-se que a tendencia encontrada para catalase &
uma inconsisténcia analitica. Logo, a substituicdo de 15% do DDGS, neste ensaio nao
alterou as enzimas antioxidantes testadas.

Resultados semelhantes foram encontrados por Hu et al., (2020) que avaliaram
a concentracao plasmatica de antioxidantes em frangos de corte alimentados com
niveis de inclusédo de DDGS e DDGS hidrolisado com enzima Alcalase (4 e 8%). Em
relacdo as diferentes inclusdes, ndo houve diferenca significativa. J& em comparacao
ao grupo controle, frangos alimentados sem DDGS (com ou sem enzima), houve
diferenca significativa, no qual os animais alimentados com DDGS tiveram maior

atividade antioxidante.

Microbioma fecal

O microbioma fecal dos felinos, analisado por sequenciamento do gene 16S
rRNA (3.668.128 sequéncias de 16S rRNA de alta qualidade variando de 62.547 a
98.901 sequéncias por amostra, média de 83.366,54) foram obtidas apds analises de

controle de qualidade e filtragem OTU.
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Figura 2 — Comparacao dos parametros de diversidade alfa entre os tratamentos
estudados. Box-plots dos valores observados, indice de Chaol, indice de Shannon e
indice de Simpson de diversidade alfa. Fonte: Autor (2023).
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Legenda: TO: Dieta controle; T1: dieta teste (DDGS).

Na figura 2 € possivel verificar a comparagdo dos parametros de diversidade
alfa entre os tratamentos estudados (box-plots dos valores observados, indice de
Chaol, indice de Shannon e indice de Simpson de diversidade alfa). A diversidade
alfa se refere a variedade de espécies presentes em uma Unica amostra ou ambiente.
Ela representa tanto a quantidade (niumero de espécies) quanto a uniformidade
(distribuicBo das espécies) da microbiota em um determinado local, como, por
exemplo, o intestino de um Unico individuo.

Uma elevada diversidade alfa, como encontrada neste ensaio, geralmente
denota um estado de equilibrio eubibtico, indicando uma comunidade microbiana
abundante e equilibrada, capaz de enfrentar perturbacdes e desempenhar suas
funcdes metabolicas e imunoldgicas de forma eficiente (GONG et al., 2016; LI et al.,
2022).

Com relag&o a abundancia relativa dos filos bacterianos encontrados, percebe-
se que o filo Firmicutes € o com maior numero de individuos, sendo 65,4% no
tratamento controle e 68,2% no tratamento teste. Logo depois, os filos

Actinobacteriota (TO: 20,5% e T1: 12,8%) e Bacteroidota (TO: 9,3% e T1: 13,6%),
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sendo que os demais filos (Campilobacterota, Proteobacteria, Fusobacteriota,
Desulfobacterota, Deferribacterota,). Esses resultados corroboram com Jha et al.
(2020), que analisou o microbioma de 93 gatos e constatou que os filos Firmicutes,
Proteobacteria e Bacteroides constituiram, respectivamente, 38%, 37% e 14% de as
bactérias intestinais em gatos. Deng e Swanson (2015) também identificaram os filos
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria como sendo
os filos predominantes em gatos saudaveis.

Apesar dos tratamentos testados (TO e T1), ndo foi constatado diferengas
significativas (p>0,05) entre os filos bacterianos avaliados. Porém, houve tendéncia
para os filos Actinobacteriota e Desulfobacterota (p=0,083 e p=0,082,
respectivamente) (Tabela 6).

Tabela 6 — Andlise descritiva da abundancia relativa (%) dos grupos controle e teste
nos diferentes filos de bactérias.

Filos Tratamentos o-Valor
Controle (TO) Teste (T1)

p__Firmicutes 65,40 68,20 0,328
p__Actinobacteriota 20,52 12,81 0,083
p__Bacteroidota 9,26 13,57 0,279
p__Campilobacterota 1,99 0,40 0,878
p__Proteobacteria 1,75 3,51 0,130
p__Fusobacteriota 0,07 1,30 0,279
p__ Desulfobacterota 0,96 0,17 0,082

Fonte: Autor (2023).

Percebe-se que com a adi¢cdo do DDGS (T1) ha uma tendencia ha reducéo de
representantes do filo Actinobacteriota. Fato que pode ser importante pois este filo
engloba géneros que apresentam efeito benéfico para a saude intestinal dos animais
(BURAKOVA et al., 2022), como por exemplo, Collinsella e Eggerthella (ZHONG et
al., 2022). Essa tendéncia pode ser explicada pela caracteristica nutricional do DDGS,
que se caracteriza como uma fonte de fibra insolivel (PEDERSEN et al., 2014) com
alto nivel de proteina (SPIEHS et al., 2002). Sendo assim, os géneros bacterianos que
utilizam como substratos fibras mais fermentaveis no filo Actinobacteriota, como por
exemplo as bactérias do género Bifidobacterium (PRECUP; DAN-CRISTIAN, 2019;
YOON et al., 2023), podem ter sentido a alteragdo do ambiente intestinal devido a

adicdo de um alimento com fibras insolUveis.
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O filo Desulfobacterota, apresenta como representantes que sao baceterias
anaeroébias e redutoras de sulfato (XU et al., 2023). Encontra-se neste filo as familias
Enterobacteriaceae e Victivallaceae e o0s géneros Parasutterella e Slackia
(RODZIEWICZ; SZEWCZYK; BRYL, 2024). Na literatura, é relatado que os
representantes desse filo atuam de maneira pro-inflamatéria causando efeitos
deletérios no intestino. (RODZIEWICZ; SZEWCZYK; BRYL, 2024). No presente
estudo, foi demonstrado que a dieta que contém DDGS causou uma tendencia
reducdo de representantes deste filo nas fezes de gatos. Uma possivel explicacédo
pode estar relacionada ao fato da fibra poder se ligar e carrear componentes da dieta

como os sulfatos, substrato das bactérias presentes nesse filo.

Tabela 7 — Andlise descritiva da abundéancia relativa (%) dos grupos controle — TO e
teste — T1 nos diferentes géneros de bactérias.

Géneros Tratamentos p-
Controle (TO) Teste (T1) Valor
g__Bacteroides 4,85 4,71 1,000
g__Blautia 7,88 7,40 0,442
g__Catenibacterium 4,53 6,26 0,161
g__ Collinsella 10,72 8,70 0,505
g__Dialister 2,84 5,90 0,021
g__Holdemanella 3,94 5,99 0,105
g__Megasphaera 6,81 5,80 1,000
g__ Peptoclostridium 5,84 7,60 0,234
g___ Solobacterium 6,25 4,84 0,442
g___ Subdoligranulum 4,16 3,56 0,574
Others 42,15 39,24 0,382

Fonte: Autor (2023).

Com relacao a frequéncia relativa dos genéros de encontrados nas fazes dos
gatos, foi encontrado diferenca significativa apenas para o género Dialister (p = 0,021),
um género representate do filo Firmucutis. Sendo a maior quantidade de bacterias
deste género encontrada no tratamentos T1 (5,90%) em comparacédo ao TO (2,84%).
Sabe-se que algumas espécies englobadas no género Dialister apresentam funcao
importante no metabolismo de glicose, além disso é considerado um género nao
fermentativo, com cepas assacaroliticas (ZHANG et al., 2017). Bacterias

correlacionadas a este género geralmente sao encontradas cavidade oral,
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periodontite, abscessos cerebrais, bacteremia de origem vaginal e fezes humanas
(CONTRERAS et al., 2000; ROUSEE et al., 2002; PIERRE; DUBREUIL; LEVY et al.,
2006; MOROTOMI et al., 2008; ZHANG et al., 2017).

Em um estudo realizado in vitro, foi observado que a goma guar proporcionou
significativamente aumento de bactérias do género Dialister. Neste estudo,
pesquisadores observaram o efeito de diferentes tipos de fibra sobre a microbiota fecal
e na produgcdo de AGCC em amostras fecais humanas (YANG et al., 2013). Vale
ressaltar que a goma guar obteve menor grau de fermentabilidade no estudo em
guestao (p<0.05), o que pode que essa bactéria utilize como substrato, produtos com
fermentabilidade baixa a moderada, similar as caracteristicas do DDGS.

Em outro estudo, também in vitro, foi observado o aumento de bactérias do
género Dialister quando foi inoculado acido ferulico na solucdo (GONG et al., 2019).
Neste estudo, os pesquisadores perceberam uma correlacdo negativa entre 0s
representantes desse género com o pH, e uma correl¢ao positiva com a producéo de
acido acético, propionico e butirico. O aumento de bactérias do género em questao,
também demonstrou correlacdo positiva com a diminuicdo plasmatica de interleucina
6, componente pro-inflamatdrio, em humanos (MARTINEZ et al., 2012). Portanto, este
género esta relacionado a melhoras de parametros relacionados a saude intestinal e

imunologica dos individuos.

Produtos de fermentacdo (AGCC, AGCR, fenol, indol e amdnio)

Para as concentragcdes de AGCC, houve diferenca significativa entre os
tratamentos e o propionato foi o Unico dos AGCC gque apresentou significancia entre
eles (Tabela 8).

Tabela 8 - Concentracdes de acidos graxos volateis (AGV) (umol/g)

Item Controle Teste EPM  p-Valor
Acetato 173,78 214,89 13,60 0,136
Propionato 69,38 123,18 9,55 0,001
Butirato 68,11 54,81 7,65 0,627
AGCC 301,36 392,88 23,58 0,048
Isobutirato 7,35 5,35 0,54 0,066
Valerato 35,10 31,43 3,26 0,598
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Isovalerato 13,19 10,28 0,93 0,128
AGCR 47,69 47,06 3,32 0,928

Na literatura encontra-se relatos que bactérias do género Dialister, que foram
significantemente maiores no tratamento com DDGS, proporcionaram aumento de
AGCC com concomitante diminuicdo do isobutirato. Os pesquisadores realizaram
um ensaio in vitro, com fezes humanas (GONG et al., 2019). No presente estudo
encontrou-se resultados semelhantes, com aumento de AGCC, principalmente
propionato, e uma tendéncia a diminuicdo de isobutirato o que também aconteceu
nesse estudo.

Como ja relatado nesse estudo, a bactérias do género Dialister, sdo
consideradas nao fermentativas, contudo, elas podem atuar de forma indireta na
producdo de AGCC. Por exemplo, essas bactérias podem degradar substratos
complexos, liberando metabdlitos que podem ser utilizados por outros membros da
microbiota intestinal para produzir AGCCs. O propionato é utilizado como substrato
da gliconeogénese (BLOEMEN et al., 2010; BYRNE et al., 2015), auxilia na reducéo
do consumo através do estimulo para secre¢do do GLP-1 e é fonte de energia para
0 hospedeiro (NRC, 2006), portanto o DDGS pode ser considerado um ingrediente
gue pode auxiliar na saude de gatos.

Outros trabalhos apoiam os resultados obtidos através deste estudo, Risolia et
al., (2019) ao avaliarem a inclusdao de DDGS em dieta para caes, verificaram
aumento da concentracdo de AGCC, principalmente de &cido acético e propibnico.
Silva et al., (2016) também avaliaram dieta para cdes contendo DDGS, e verificaram
aumento na producao de AGCC. Ambos os estudos verificaram reducéo no pH fecal,
indicando um possivel efeito prebidtico. Corroborando com estes estudos, Kawauchi
et al., (2011) atribui esse possivel efeito devido aumento dos AGCC, o que vai de
encontro com os resultados do presente estudo. Sendo assim, a inclusdo do DDGS

para gatos também pode ser um indicativo de efeito prebidtico.

Tabela 9. Concentracgdes de fenol, indol e aménio (umol/g)

Item Controle Teste EPM p-Valor
Fenol 0,13 0,15 0,09 0,108
4-MetilFenol 1,40 1,25 0,09 0,354
4-EtilFenol 0,96 1,72 0,19 0,044
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Total Fenol 2,08 3,12 0,28 0,062

Amonio 113,41 89,04 6,98 0,080
Indol 0,58 0,47 0,09 0,630
7-Metilindol 0,36 0,26 0,03 0,272
3-Metillndol 0,16 0,15 0,02 0,830
2,3-Dimetilindol 0,17 0,11 0,01 0,691
Total Indol 1,02 0,70 0,09 0,084

Em relacdo aos compotos putrefativos, fenois, indois, amonio e AGCR, que séo
produtos gerados a partir da fermentacdo de proteinas e tem potencial de gerar
doencas, houve diferenca significativa entre os tratamentos para o 4-EtilFenol e trés
tendéncias relacionadas ao isobutirato (Tabela 8), fenol total, a concentracao fecal
de amonio (Tabela 9).

Quando fermentados, os compostos nitrogenados, tanto endégenos, quanto
ndo digeridos, produzem substancias que aumentam o odor fecal e estdo
relacionados a inflamc¢ao. Englobam-se dentro dessas substancias amoénia, aminas
alifaticas, acidos graxos ramificados (como isobutirato e isovalerato), fendis (como
fenol, p-cresol e 4-etilfenol), inddis (como indol, 3-metilindol, 2-metilindol, 2,3-
metilindol e 2,5-metilindol) e compostos sulfurados volateis (FLICKINGER et al.,
2003; KUZMUK et al., 2005).

Em relacéo a maior presenca de compostos fendlicos (4-EtilFenol [p=0,044] e
fenol total [p=0,62]) para o tratamento com a inclusdo do DDGS, hiposteniza-se que
este produto, que possui alto nivel proteico, pode ter gerado aumento da proteina
nao digerida no intestino grosso. Logo, aumentando substrato para bactérias
proteoliticas gerando o aumento dos niveis encontrados.

Apesar do aumento dos compostos fenélicos, o DDGS também proporcionou
reducao do isobutirato (Tabela 8), um AGCR, e uma tendéncia a redu¢cdo do amonio
(Tabela 9). Tais compostos aumentam o odor fecal, entdo a sua redugdo € uma
caracteristica benéfica atribuida a adicdo do DDGS. Uma possivel explicacdo para
a diminuicdo destes compostos esta relacionada ha um possivel ambiente
desfavoravel para as bactérias fermentadoras dos aminoécidos que geram AGCR e
amonio. Os resultados obtidos em relacdo ao AGCC (Tabela 8), auxiliam na

elucidacao desta hipotese, uma vez que, sabe-se que a maior presenca de AGCC,
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como a encontrada para o T1 (DDGS), diminui o pH intestinal, o que dificulta a
proliferacdo de microrganismos proteoliticos (EPHRAM et al, 2020).

Portanto, apesar do DDGS ser um ingrediente com alto teor proteico, a
fermentacdo intestinal da sua porcdo fibrosa, pode proporcionar um ambiente
intestinal favoravel a producao de AGCC, e desfavoravel para a producédo de AGCR
e aménio. Contudo, o teor proteico ainda pode influenciar o nivel de producédo dos
compostos fendlicos

CONCLUSAO

Com o presente estudo é possivel concluir que o DDGS nédo afetou os
resultados de digestibilidade aparente dos nutrientes. Além disso, a dieta com
DDGS, causou aumento significativo de um género de bactérias benéficas para
saude intestina. O que refletiu em uma quantidade maior de AGCC, e diminui¢édo de
AGCR e aménio. Com isso, as evidéncias do presente estudo mostram que essa
fonte proteica, no nivel de inclusado testado, é seguro e adequado para inclusdo em

formulacdes para gatos adultos sadios.
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