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RESUMO

HUDSON, C. S. Z. Avaliagdo nutricional da fibra de mandioca em alimento
extrusado para gatos. 2019. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A industria de alimento para cdes e gatos busca por formula¢cdes que contenham
ingredientes de boa qualidade e que atendam as demandas nutricionais dos
animais. As fibras dietéticas sdo importantes componentes nos alimentos dos
animais e podem promover a saude intestinal por meio da modificacdo da microbiota
e de seus metabdlitos de acordo com a sua capacidade de fermentacéo. A fibra de
mandioca (FM) é um ingrediente ainda pouco explorado pela industria de alimentos
extrusados para caes e gatos e informacdes sobre a inclusdo dessa fibra, seus
efeitos na digestibilidade dos nutrientes, microbiota intestinal e caracteristicas fecais
ainda sado pouco elucidados. Esse estudo teve por objetivo avaliar os efeitos de
diferentes niveis de inclusdo da FM em alimento extrusado para gatos sobre a
digestibilidade aparente dos nutrientes, palatabilidade, microbiota, pH, teor de
amoénia, acido sialico e escore fecal. Seis alimentos extrusados foram produzidos
compondo os tratamentos: dieta controle sem adicdo de fonte de fibra (CON); trés
dietas com inclusdes crescentes de FM (4; 8 e 12% de matéria seca — resultando em
dietas com 5,5; 6,5 e 7,5% de fibra dietética total [FDT], respectivamente); dieta com
6% de polpa de beterraba (PO) e dieta com 4% de celulose (CEL). As quantidades
da polpa de beterraba e celulose adicionados a dieta foram correspondentes para
atingir a mesma quantidade de FDT da dieta com 12% de FM (aproximadamente
7,5% de FDT). O estudo foi conduzido em um delineamento em blocos casualizados
no tempo, com trés blocos de 12 animais cada e seis repeticdes por tratamento. Os
resultados foram comparados pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade e analise
de regressao polinomial foi realizada para avaliar os efeitos de inclusao crescente da
FM. Foi observado diferenca entre os tratamentos para o0 coeficiente de
digestibilidade para matéria organica (MO), fibra bruta (FB), extrativo n&o
nitrogenado (ENN) e energia metabolizavel (EM) (p < 0,05). Nao houve diferenca
das caracteristicas fecais exceto para a MS fecal (p = 0,02). A microbiota fecal
diferiu entre as dietas onde observou-se maior abundancia dos géneros

Bifidobacterium, Blautia e Peptoclostridium nos grupos FM 12%, PO e CON e menor



género de Helicobacter em todos os grupos quando comparado ao CON. A FM de
mandioca foi a Ultima escolha no teste de palatabilidade. O estudo mostra que a
inclusdo de FM no alimento extrusado de gatos pode ser utilizado em até 12% na
matéria seca como uma fonte de fibra sem que prejudique a digestibilidade dos

nutrientes e as caracteristicas fecais.

Palavras-chave: digestibilidade, palatabilidade, microbiota, acido sialico, felinos.



ABSTRACT

HUDSON, C. S. Z. Nutritional evaluation of cassava fiber in extruded diets for
cats. 2019. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The dog and cat food industry searchs for formulations that contain good quality
ingredients that meet the nutritional demands of the animals. Dietary fibers are
important components in animal feed and can promote intestinal health by modifying
the microbiota and its metabolites according to their fermentation capacity. Cassava
fiber (CF) is an ingredient still little explored by dog and cat food industry and
information on the inclusion of this fiber, its effects on nutrient digestibility, intestinal
microbiota and fecal characteristics are still poorly understood. This study aimed to
evaluate the effects of different levels of inclusion of CF in extruded cat food on
apparent nutrient digestibility, palatability, microbiota, pH, ammonia content, sialic
acid and fecal score. Six extruded foods were produced composing the treatments:
control diet without added fiber source (CON); three diets with increasing CF
inclusions (4, 8 and 12% dry matter [DM] - resulting in diets with 5.5, 6.5 and 7.5%
total dietary fiber [TDF], respectively); diet with 6% beet pulp (BP) and diet with 4%
cellulose (CEL). The amounts of beet pulp and cellulose added to the diet were
matched to achieve the same amount of TDF as the 12% FM diet (approximately
7.5% TDF). The study was conducted in a randomized block design with three blocks
of 12 animals each and six replications per treatment. Results were compared by the
5% probability Duncan test and polynomial regression analysis was performed to
evaluate the effects of increasing inclusion of CF. Differences were observed
between treatments for digestibility coefficient for organic matter (OM), crude fiber
(CF), non-nitrogenous extractive (NNE) and metabolizable energy (ME) (p <0.05).
There was no difference in fecal characteristics except for fecal DM (p = 0.02).
Faecal microbiota differed between diets where there was greater abundance of
genera Bifidobacterium, Blautia and Peptoclostridium in CF 12%, BP and CON
groups and smaller genus of Helicobacter in all groups when compared to CON. CF
was the last choice in the palatability test. The study shows that the inclusion of CF in
extruded cat food can be used up to 12% in DM as a fiber source without impairing

nutrient digestibility and fecal characteristics.



Keywords: digestibility, palatability, microbiota, sialic acid, feline
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19
1 INTRODUCAO

O aumento na populacdo de caes e gatos domésticos com o passar dos
anos, trouxe também uma mudanc¢a de comportamento em relacdo aos proprietarios
quanto & escolha da alimentagdo de seus pets. E perceptivel o aumento da
conscientizac&o frente aos beneficios do alimento industrializado (HAFEZ, 2002). A
procura por produtos de melhor qualidade auxilia o desenvolvimento e produgéo de
alimentos com maior valor agregado pela industria (AMBROZINI, 2007).

A industria de alimentos para cdes e gatos busca por formulagbes que
contenham ingredientes de boa qualidade e que atendam as demandas nutricionais.
Os objetivos para as recomendagdes nutricionais envolvem aspectos como idade,
porte, raca, estilo de vida, longevidade, estado imunolégico, beleza da pele e pelos,
funcdo digestiva, saude oral e prevencdo e tratamento de doencas nutricionais e
metabdlicas. Nesse aspecto, 0s nutrientes e ingredientes ganharam destaques,
inclusive coprodutos agroindustriais que conquistam cada vez mais espago no
mercado pet food.

Os carboidratos sao importantes componentes nos alimentos dos animais e
sua capacidade de fermentacdo pode promover a saude intestinal através da
modificacdo da microbiota e seus metabdlitos. Algumas fibras alimentares podem
ser classificadas como alimento funcional devido a sua capacidade de interferir de
maneira positiva em uma ou mais funcdo do organismo (ROBERFROID, 2000). A
manipulacdo da composi¢éo nutricional e escolha dos ingredientes de um alimento é
capaz de modular a composi¢cao da microbiota intestinal, sua atividade metabdlica e
a formacéo dos produtos de fermentacdo, como por exemplo, os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC). Essas mudancas podem aumentar a saude gastrointestinal
desses animais e promover saude e bem-estar (GOMES, 2013).

A fibra de mandioca é um ingrediente ainda pouco explorado pela industria
de alimentos extrusados para caes e gatos e informacdes sobre a inclusdo dessa
fibra e seus efeitos na salde do trato gastrointestinal destas espécies ainda séo
pouco elucidados. A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € consumida por
aproximadamente 500 milhdes de pessoas no mundo. Mais de 80 paises produzem
mandioca e o Brasil participa com mais de 15% da produgdo mundial (MATSUURA,

FOLEGATTI, 2003). A producédo da mandioca no Brasil é a sétima em area cultivada
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e a primeira em importancia social por gerar renda e emprego, além disso, esta
presente na agricultura de todos os estados brasileiros (BRABO, 2017).

A cultura da mandioca foi amplamente disseminada devido a fatores como
facilidade de cultivo, ndo exigéncia de solos muito férteis e técnicas sofisticadas,
diversidade genética, resisténcia a pragas, capacidade de regeneracado, elevada
tolerancia a periodos de estiagem e possibilidade de cultivo junto a outras culturas
(MATSUURA; FOLEGATTI, 2003). O processamento deste tubérculo para a
producdo de alimentos para humanos gera elevada quantidade de subprodutos
industriais ricos em fibra, como é o caso da raspa de mandioca, um residuo gerado
a partir da extracdo da fécula. A mandioca apresenta uma composi¢ao quimica com
teores de 60 a 70% de umidade, 25 a 35% de amido, 1 a 2% de fibras e 0,5% de
lipideos (ABREU; MATTIETTO, 2016). Apdés a colheita da mandioca ocorre a
recepcdo das raizes, seguidas pelas etapas de lavagem, descascamento,
desintegracédo (onde séo obtidas as fibras grandes), extracdo da fécula e obtencéo
das fibras pequenas, purificagdo, secagem e acondicionamento (ABREU;
MATTIETTO, 2016).

Dessa maneira 0 objetivo desse estudo foi avaliar o coeficiente de
digestibilidade aparente dos nutrientes, palatabilidade as caracteristicas fecais
através do pH, concentracdo de amoénia, acido sidlico e composi¢do da microbiota
fecal de gatos alimentados com alimentos extrusados contendo diferentes inclusbes

de fibra de mandioca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Propriedades fisico-quimicas das fibras

A composicao da fibra apresenta uma estrutura quimica Unica, assim como
propriedades fisicas caracteristicas. Essas propriedades possuem influéncia sobre a
ingestdo do alimento, tempo de transito intestinal, volume fecal, capacidade de
retencdo de agua, fermentabilidade, absorcdo de nutrientes e microbiota intestinal.
Essas caracteristicas determinam o comportamento bioldégico e consequentemente o
impacto sobre o sistema gastrointestinal através da modulacdo de componentes

nocivos no lumen do célon, contribuicdo na manutencao do equilibrio da microbiota
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do intestino grosso e na integridade da mucosa intestinal (ZENTEK, 1996;
BROWNLEE, 2011). Por outro lado, as fibras na dieta também podem influenciar na
reducdo da palatabilidade e ocasionar desordens intestinais, como flatuléncias e
diarreias (NRC, 2006).

As principais fontes de carboidratos fermentéaveis na alimentagéo de cées e
gatos sdo oriundos de cereais, leguminosas e outros ingredientes vegetais. As
fontes e a solubilidade dos carboidratos fermentaveis sdo os principais fatores na
determinacao da fermentabilidade (NRC, 2006). As fibras solGveis sdo fermentaveis,
embora em proporcdes diferentes, e tendem a ser melhor substrato energético para
0S microorganismos gastrointestinais, quando comparado as fibras insolaveis, por
apresentarem maior capacidade de fermentacdo (NRC, 2006). Pectina, beta glucano
e inulina, entre outras, representam as fibras solUveis, enquanto as insoluveis
incluem principalmente lignina, celulose e hemicelulose (MEYER; TUNGLAND,
2001). A fibras ndo fermentaveis apresentam um valor calorico de 0 kcal/g, enquanto
aguelas de fermentacao completa chegam a 2 kcal/g (MEYER; TUNGLAND, 2001).

A celulose, hemiceluloses e lignina também comp&em os componentes nao
viscosos da fibra vegetal, enquanto pectinas e gomas formam o0s componentes
viscosos. Ambos possuem um papel na diluicho da dieta, funcédo intestinal e
utilizacdo de nutrientes pelos animais monogastricos (FAHEY et al.,, 1990b).
Polissacarideos viscosos, geralmente possuem alta capacidade de ligagdo com a
agua. Quanto maior a capacidade da fibra em se ligar a agua, maior a facilidade de
degradacao pela microbiota (DE BRITO et al., 2008). As fibras solGveis apresentam
maior capacidade de hidratacdo em comparacdo a menos sollveis, e seu efeito na
fisiologia da digestao intestinal ocorre de acordo com a sua composi¢cao quimica e
guantidade de fibra dietética presente (ZENTEK, 1996). As fibras insolaveis
aumentam a viscosidade do lumen no intestino (EASTWOOD, 1992) e esta
associado a um esvaziamento gastrico mais lento, aumento do tempo do transito
intestinal e reducdo da absorcéo de nutrientes (SCHNEEMAN, 1987; EASTWOOD,
1992). Algumas fontes de fibras como goma xantana, pectina e goma guar, podem
apresentar caracteristicas mistas, pois sdo sollveis e apresentam elevada
viscosidade (MEYER; TUNGLAND, 2001). A inulina é uma fibra ndo viscosa e
soltvel com pouco efeito sobre 0 esvaziamento gastrico, porém apresenta efeito na
producdo de AGCC, tendo assim influéncia sobre a microbiota intestinal e
modulacdo do pH intestinal (MEYER; TUNGLAND, 2001). A fibra dietética também
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pode apresentar influéncia sobre o peso das fezes (EASTWOOD et al., 1984) e esse
mecanismo se deve a capacidade de retencdo da agua pela fibra, principalmente
pelas ndo fermentaveis (ROBERTSON; EASTWOOD, 1981; EASTWOOD, 1992).

O quadro 1 apresenta algumas fibras dietéticas comumente utilizadas na
formulacdo de alimento extrusado para cédes e gatos e seus respectivos grau de
solubilidade e fermentabilidade e o quadro 2 apresenta a composicdo quimica e

algumas dessas fibras.

Quadro 1. Fibras dietéticas utilizadas na formulacdo de alimento extrusado para

cées e gatos e seus respectivos grau de solubilidade e fermentabilidade.

Tipo de fibra Solubilidade | Fermentabilidade
Carboximetilcelulose Alta Baixa
Celulose Baixa Baixa
Farelo de arroz Baixa Moderada
Goma arabica Alta Moderada
Goma guar Alta Alta
Goma xantana Alta Baixa
Metilcelulose Alta Baixa
Pectina Alta Alta
Polpa de beterraba Baixa Moderada

Fonte: (REINHART; SUNVOLD, 1996)

Quadro 2. Composicdo quimica de diferentes fontes de fibras avaliadas (g/kg

ingerido)
Tipo de fibra Ms | PB |EE |Mm|FDT| FPra | Fibra
insoluvel |soluvel
Carboximetilcelulose | 937 | - - |195]| 740 - 740
Cana-de-acucar 982 | 17 | 13| 56 | 908 908 -
Celulose 936 | - |0,4/0,4|920 914 15
Polpa de beterraba 905 | 75 |5,5| 64 | 620 371 245

Fonte adaptada: (CALABRO et al., 2013)

A polpa de beterraba como fonte de fibra na dieta de gatos é amplamente
utilizada pela industria e apresenta 6tima qualidade. E formada pela combinagio de

fibras solGveis e insoluveis, sendo considerada uma fonte de fibra de baixa
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solubilidade, ndo viscosa e de fermentabilidade moderada (NRC, 2006). A polpa de
beterraba contém entre 60 a 80% de fibra dietética total, sendo aproximadamente
80% desse total insoluvel (FAHEY et al., 1990b; SUNVOLD et al., 1995a, 1995b,
1995c). Essas caracteristicas resultam na reducdo do tempo do transito intestinal,
aumento do volume fecal e reducdo da digestibilidade na matéria seca (NRC, 2006).
No estudo realizado por Fahey e colaboradores (1990b), observou-se que a inclusao
de niveis crescentes de polpa de beterraba (0%, 2,5%, 5,0%, 7,5%, 10% e 12,5% de
FDT) na dieta de cées resultou em um maior volume de fezes, maior frequéncia de
defecacdo e reducdo no tempo de retencdo no TGl nos caes alimentados com
12,5%. Nesse mesmo estudo houve reducdo na digestibilidade da matéria seca
conforme o aumento da porcentagem de polpa de beterraba. Dessa forma foi
concluido uma aceitacdo e recomendacédo da adicao de niveis de até 7,5% de polpa
de beterraba para a alimentacdo de caes por nao ter apresentado importante
reducdo na digestdo dos nutrientes e pouca alteracao na qualidade fecal.

A celulose é um dos componentes mais comuns das paredes celulares das
plantas. E um polissacarideo linear composto por unidades de glicose e unidas por
ligacdo do tipo beta, dessa forma sdo mais resistentes a acdo das enzimas
digestivas quando comparadas a liga¢des do tipo alfa. E considerada como fibra de
baixa solubilidade e baixa fermentabilidade (CASE et al., 2011). A avaliacdo dos
resultados da fermentacao in vitro pela microbiota canina mostrou que a celulose foi
a menos fermentavel quando comparada a outros diferentes tipos de fontes de fibras
(SUNVOLD et al., 1995c, 1995b). A capacidade de retencdo de agua da celulose
exerce como efeito reducdo do tempo de transito intestinal e aumento da massa
fecal (MEYER; TUNGLAND, 2001). A capacidade de retencdo de agua aumenta
proporcionalmente ao aumento do comprimento das fibras que a compdem.

A celulose € um ingrediente comumente presente nos alimentos extrusados
para cées e gatos junto a uma pequena quantidade de lignina, de modo que apenas
50 a 90 % dessa celulose é analisada como fibra bruta (MEYER; TUNGLAND,
2001). Em um estudo realizado por Kienzle e colaboradores (2001), avaliou-se o
efeito da celulose adicionadas em trés niveis (7, 15 e 20% de fibra bruta na matéria
seca) em trés diferentes dietas basais (dieta com elevado extrato etéreo, dieta com
elevado amido contendo amido cru e dieta com elevado amido contendo amido
cozido) sobre a digestibilidade aparente de cdes adultos. Os niveis de inclusédo de

celulose tiveram pouco efeito sobre a digestibilidade aparente do extrato etéreo. Em
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contrapartida, a digestibilidade aparente da proteina bruta, energia e de potassio,
sodio e cloro foram reduzidas pela celulose em todas as dietas. A excrecdo de
matéria seca fecal aumentou em acordo com o aumento da fibra presente na dieta, e
0S niveis mais elevados de inclusdo de celulose ndo modificaram o formato das

fezes, porém eram menos firmes.

2.2 Microbiota intestinal

Conway (1994) classifica o conceito de “saude intestinal” como complexo e
inclui no minimo trés componentes principais, que sdo a dieta, a mucosa intestinal e
a microbiota intestinal. Semelhante a outros mamiferos, o intestino de caes e gatos
apresenta padrdo de colonizacdo microbiano. O tubo digestivel €& estéril ao
nascimento e passa a ser colonizado por bactérias presentes no ambiente e obtidas
através do contato materno. Fatores como idade, saude, dieta e ambiente
contribuem para mudancgas sucessivas no processo de coloniza¢gdo na composi¢cao
das populacdes (FAHEY; BARRY; SWANSON, 2008). Através da competicdo por
nutrientes, controle das concentragdes de oxigénio, pH e produgcédo de substancias
antimicrobianas, a microbiota intestinal apresenta um importante papel na digestéo,
metabolismo do hospedeiro e na defesa natural contra patdgenos (NRC, 2006).

A populacdo microbiana do TGl de cades e gatos adultos é altamente
complexa com grande variabilidade de espécies e interacfes para manutencdo do
ecossistema. Inclui bactérias, arqueas, fungos, protozoarios e virus. As bactérias
sao o grupo mais abundante e metabolicamente ativo. A quantidade total microbiana
é estimada entre 102 e 10'* organismos, representando uma proporcédo dez vezes
maior que o namero de células do préprio hospedeiro (FRANK et al., 2007; HANDL
et al., 2011; SUCHODOLSKI, 2011). Os filos Firmicutes, Bacteroidetes e
Fusobacteria compBem em maior parte a microbiota intestinal de cées
(aproximadamente 95%), seguido pelo Proteobacteria e Actinobacteria, que
constituem entre 1 a 5% do total de bactérias identificadas (MIDDELBOS et al.,
2010; HANDL et al., 2011). Nos gatos foi observado uma maior prevaléncia do filo
Firmicutes seguido por Actinobacteria e Fusobacteria (HANDL et al., 2011). Ritchie
et al. (2008) e Suchodolski et al. (2008) por sua vez, avaliaram diversos segmentos
intestinais de cdes e gatos saudaveis e encontraram os filos Firmicutes,

Bacteroidetes e Proteobacteria em maiores quantidades. Outros estudos realizados
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para avaliacdo da microbiota de amostras fecais de gatos mostraram que os filos
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes sdo 0s principais grupos
de bactérias presentes em suas fezes (DESAI et al., 2009; RITCHIE et al., 2010), e a
ordem Clostridiales foi a ordem bacteriana mais prevalente (DESAI et al., 2009;
RITCHIE et al.,, 2010; HANDL et al., 2011). A microbiota analisada nas fezes dos
felinos tende a ser mais diversificada por apresentar um maior niumero de género e
espécies bacterianas, quando comparado ao cao (HANDL et al., 2011).

A técnica de cultivo bacteriano tradicional foi por muito tempo utilizada na
caracterizacado da composi¢cao da microbiota intestinal canina e felina (BENNO et al.,
1992; MENTULA et al., 2005), porém apresenta como limitacdo a incapacidade de
cultivo e classificacdo correta da grande maioria dos microrganismos intestinais
(GREETHAM et al., 2002), uma vez que a predominancia se da pelas bactérias
anaerébias e fica mais propenso a danos durante o manuseio da amostra
(SUCHODOLSKI, 2011). Outras limitacdes dessa técnica ocorrem por ndo haver
informacgdes suficientes sobre a necessidade 6tima de crescimento da maioria dos
microrganismos levando a uma baixa recuperacdo das bactérias intestinais por
cultura, além de que muito dos microrganismos vivem em interacfes de mutualismo,
dificultando assim seu crescimento nesse meio (SUCHODOLSKI, 2011).

As técnicas moleculares atualmente disponiveis permitem uma melhor
caracterizacdo do complexo ecossistema do TGl de mamiferos e tornou-se método
padrao para investigacdo da microbiota intestinal de caes e gatos (SUCHODOLSKI,
2011). A hibridizacao fluorescente in situ e 0 sequenciamento e deteccéo pelo RNA
ribossébmico 16S permitem uma maior classificagdo do microbioma intestinal e, em
alguns casos, uma estimativa da quantidade de espécies que anteriormente eram
apenas caracterizadas como sendo entéricas (FAHEY; BARRY; SWANSON, 2008).
Para a analise molecular, o DNA ou RNA é extraido de amostras do intestino, como
fezes, fragmento de bidpsia ou conteddo luminal. A identificacdo filogenética ou
impresséao digital molecular, é feita através da amplificacdo de primers universais
(bacterianos, fungicos ou arcaicos) que visam regides conservadas dentro desses
genes e quando sequenciadas permitem a identificacdo filogenética dos organismos
presentes. Na identificacdo de bactérias e arqueas, 0 RNA ribossémico 16S (16S
rRNA) é o gene comumente utilizado (SUCHODOLSKI, 2011). Embora as técnicas
moleculares sejam mais detalhadas, também apresentam limitacdes. Proporcdes de

grupos bacterianos podem ser superestimados na andlise por 16S rRNA ou por
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gPCR, sendo necessario uma avaliagdo mais cuidadosa ao relacionar diretamente
resultados moleculares com contagem absoluta de células (SUCHODOLSKI, 2011).

As técnicas de avaliacdo moleculares, apesar de fornecerem maiores
informacgdes sobre a composi¢do do microbioma intestinal, ndo fornecem informacéao
a respeito de suas propriedades funcionais. A microbiota é diferente em cada
espécie e cada animal de forma individual (SIMPSON et al., 2002; SUCHODOLSKI
et al., 2004; HANDL et al., 2011). Apesar dessas diferencas filogenéticas, os
produtos de fermentacdo do metabolismo do microbioma intestinal sdo semelhantes
entre os individuos. Embora algumas influéncias ambientais, como por exemplo a
dieta, possam levar a alteracBes nos grupos bacterianos, essas mudancas néo
estdo diretamente associadas a alteragées importantes na fisiologia intestinal de
animais saudaveis (SUCHODOLSKI, 2011). A fermentacdo microbiana promove a
saude no colon, como a inibicdo do crescimento de patdgenos, aumento da
absorcdo mineral e producdo de vitaminas (biotina e vitamina K) (MEYER;
TUNGLAND, 2001; GROSS et al., 2010).

2.3 Produtos de fermentacéao

As duas principais fungcbes do intestino sao a digestdo e absorgcéo de
nutrientes e a protecdo do corpo. O TGI possui um importante papel imunolégico na
protecdo contra o meio ambiente externo (FERGUSON, 1994; CUNNINGHAM-
RUNDLES; LIN, 1998). A mucosa intestinal possui elevadas taxas de proliferacéo e
renovacdo celular e esse processo pode utilizar de 10 a 20% da necessidade
energética e até 50% da necessidade de proteina (ROEDIGER, 1990). Dessa
maneira, o0 fornecimento adequado de nutrientes para o TGI auxilia o
desenvolvimento e funcionamento deste 6rgdo durante a vida do animal. A maior
parte das bactérias intestinais podem ser divididas em espécies que exercem efeitos
prejudiciais (Staphylococci, Clostridia e Veillonellae) ou espécies que beneficiam o
hospedeiro (Bifidobacteria, Lactobacilli e Eubacteria) (GIBSON; ROBERFROID,
1995). Diarreia, infeccao, produtos de putrefacdo e favorecimento a carcinogénese
sdo exemplos de efeitos patogénicos, enquanto a defesa contra patdégenos,
prevencao a infeccéo e reducéo do colesterol sérico estdo entre os efeitos benéficos
(MORTENSEN; CLAUSEN, 1996).
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As fibras fermentaveis sao resistentes a digestdo hidrolitica no intestino
delgado, chegam ao célon onde sédo fermentados pela microbiota local, em que os
gases formados (diéxido de carbono, hidrogénio e metano) sdo excretados, e forma-
se um suprimento adequado de matéria organica para o intestino grosso (GIBSON;
ROBERFROID, 1995). Além das fibras fermentaveis, o amido resistente, PNAs,
células epiteliais desprendidas, muco, enzimas e outras secrecfes intestinais,
também s&o fontes de substratos a fermentacdo microbiana (MORTENSEN;
CLAUSEN, 1996) (SUCHODOLSKI; SIMPSON, 2013). A fermentacdo desses
compostos pela microbiota resulta na producédo dos AGCC, formados por dois a seis
atomos de carbono, sendo principalmente acetato, propionato e butirato, e em
guantidades menores, isobutirato, valerato, isovalerato e hexanoato. Resultam na
reducdo do pH do codlon e possui influéncia sobre a composicdo e a atividade
metabdlica microbiana (ROEDIGER, 1980; ROBERFROID; GIBSON; DELZENNE,
1993; CAMPBELL; JR FAHEY, 1997). Em algumas situacbes os produtos de
fermentacdo produzidos por uma espécie de bactéria podem servir como substrato
para crescimento de outras espécies (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Os produtos
de fermentacdo produzidos dependem da composicdo quimica do substrato
disponivel para fermentacéo (VICKERS et al., 2001).

As fibras fermentaveis ao alcancarem o célon, tornam-se disponiveis para
fermentacdo bacteriana e ao fornecerem a matéria organica adequada para o
intestino grosso tendem a elevar os niveis de microbiota do género Bifidobacteria e
Lactobacillus (BROWNLEE, 2011). A microbiota do célon interage com o hospedeiro
através de seus produtos de fermentacdo que possuem efeitos positivos e negativos
sobre a fisiologia intestinal (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Alguns desses
metabdlitos, (indois, ambnia e aminas), tendem a prejudicar a mucosa, enquanto
outros, como o0s AGCC e consequente reducdo do pH apresentam potencial
benéfico ao hospedeiro (MORTENSEN; CLAUSEN, 1996; CAMPBELL; JR FAHEY,
1997).

A absorcdo parece ocorrer principalmente pela parede intestinal por
transporte passivo (FLEMING et al., 1991). Esse transporte dos AGCC do lumen
para o interior das células aumenta a concentracdo luminal de bicarbonato (HCO3),
0 que possui efeito na manutencdo do pH intraluminal (ROBERFROID; GIBSON,;
DELZENNE, 1993). Os AGCC possuem a capacidade de gerar efeitos troficos e

metabolicos na funcéo intestinal, em especial o butirato (KRIPKE et al., 1989). Os
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AGCC séo absorvidos para a circulagdo sanguinea do hospedeiro e sé&o
metabolizados pelo figado. Em ratos, foi demonstrado que o acetato possui a
capacidade de modular a permeabilidade das células intestinais de forma benéfica,
reduzindo a translocacdo sistémica de endotoxinas derivadas da microbiota
intestinal (FUKUDA et al., 2012). O propionato € convertido no figado em succinil
coenzima A, enquanto o butirato reduz o dano oxidativo ao DNA, induz apoptose de
células danificadas e participa como principal fonte de energia para os colondcitos
(ROEDIGER, 1980; FIRMANSYAH; PENN; LEBENTHAL, 1989; SUCHODOLSKI;
SIMPSON, 2013), com influéncia sobre a proliferacdo celular, diferenciacdo e
metabolismo dessas células (SCHEPPACH et al., 1992). O butirato e 0 acetato que
permanecem no lumen intestinal possuem a capacidade de aumentar a funcédo da
imunoglobulina A, elevar a secrecdo de mucina e consequentemente reduzir a
adesdo e translocacdo de bactérias (BARCELO et al.,, 2000). Em concentracdes
extremamente baixas ou elevadas, € esperado que os AGCC elevem o teor de agua
nas fezes, enquanto concentracbes moderadas geralmente reduzem esse teor fecal
de agua (NRC, 2006).

Os AGCC facilitam a absorcdo de sodio, cloro e 4gua para o célon, além de
possuir capacidade para alterar a motilidade do célon em algumas espécies
(GROSS et al.,, 2010). Cherbut et al. (1998), demonstrou em roedores que o0
fornecimento de altas concentracBes de butirato e propionato (niveis maiores que
100mM) resulta em reducgdo da atividade peristéltica e aumento da atividade tdnica
do cdlon. Esses efeitos tendem a beneficiar a absorcao epitelial, pois aumentam o
tempo de exposicao do fluido luminal.

Apesar dos gatos serem carnivoros estritos e o célon constituir uma
propor¢do muito pequena do comprimento do trato gastrointestinal (< 20%), os gatos
mantém um maior comprimento intestinal e uma maior area de superficie de
absorcao durante o desenvolvimento intestinal quando comparado aos caes (MALO;
BUDDINGTON; REINHART, 2000). Kienzle (1993), demonstrou que os AGCC nessa
espécie estdo presentes em maiores quantidades nos segmentos intestinais distais
em comparacao aos proximais, comprovando assim a presenca de fermentagéo
microbiana no TGl distal. Sendo assim, fontes de fibras de rapida fermentacdo séo
fermentadas em uma regido mais proximais do TGl quando comparado a fontes de
fermentacdo mais lenta. Dessa maneira a taxa de fermentacdo tem influéncia sobre

a porcao intestinal em que a fermentacdo ir4 ocorrer (SUNVOLD et al., 1995a). O
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estudo realizado por Sunvold e colaboradores (1995a), mostrou que certas fontes de
fibra podem ser fermentadas no TGI de gatos, resultando em diferentes por¢gdes dos
AGCC. A composicdo quimica dos substratos € determinante para caracterizar a
fermentacdo do substrato. Os diferentes comprimentos dessas fontes de fibra
resultam em proporc¢des diferentes da producédo de AGCC (SUNVOLD et al., 1995c)
e outros metabdlitos imunomoduladores.

A quebra da proteina pela microbiota residente envolve a hidrolise de
polipetideos a peptideos e aminoacidos, que se tornam disponiveis para assimilacao
ou desaminacdo para producdo de AGCC (incluindo isobutirato e isovalerato),
amonia, acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), fendis, indois, aminas
biogénicas, diéxido de carbono e hidrogénio (MORTENSEN; CLAUSEN, 1996), e
aumentam a quantidade de materiais residuais nitrogenados que entram na corrente
sanguinea (SMITH; MACFARLANE, 1997). Os catabolitos da proteina, além de
resultarem em mau odor das fezes, também podem ser téxicos quando em altas
concentragbes (KUZMUK et al.,, 2005). A avaliacdo das caracteristicas fecais €
fundamental quando se trata de um novo ingrediente a ser utilizado na nutricdo de
cdes e gatos. Fezes amolecidas ou excessivamente ressecadas podem ser
indicativo de desordem, e podem ocorrer se fontes ou niveis de incluséo de fibras
forem usadas de maneira inadequada a dieta.

Os indo6is e fenois fazem parte dos compostos organicos volateis. Os
compostos organicos sao definidos como qualquer composto quimico que contenha
ao menos um atomo de carbono e um de hidrogénio em sua estrutura. Os
compostos organicos volateis (COVs) sao definidos como compostos organicos que
séo facilmente vaporizados a temperatura ambiente (NRC, 2002). S&o gerados pelo
metabolismo de microrganismos intestinais como produtos finais dos componentes
ingeridos pelo animal (GARNER et al., 2007). As proporc¢des de fendis e inddis estao
relacionadas com o pH fecal, sendo que os fendis sdo produzidos em presenca de
pH baixos, enquanto os fendis em pH mais elevado (HWANG et al., 2016). O estudo
in vitro realizado por Bansal e colaboradores (2010), mostrou que o indol derivado de
microrganismos possui a capacidade de diminuir a expressdo de agentes pro
inflamatorios, através da IL-8, induzir a expressao dos genes de mucina e aumentar
a expressao génica que fortalece a resisténcia das juncdes oclusivas. Apesar disso,

o efeito do indol sobre as células epiteliais do intestino ainda € pouco conhecido.
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A formacdo dos AGCC tem como efeito a protonacdo de amonia
potencialmente toxica para produzir NH4+ que nao é difusivel e, consequentemente,
reduz os niveis de aménia no sangue. Em humanos, a amodnia quando em
concentragbes elevadas, pode induzir a encefalite hepéatica e coma hepatico nos
pacientes com cirrose ou outras alteracdes do figado (ARAYA-KOJIMA et al., 1995).
O estudo realizado por Araya-Kojima e colaboradores (1995), mostrou que tanto as
bifidobactérias quanto bactérias nocivas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Clostridium perfringes e algumas Bacteroides), estdo envolvidas em mudancas nas
concentracbes de amébnia. Porém, a avaliacdo realizada no estudo mostrou que a
Bifidobacteria produz pequena quantidade quando comparada a producdo de
amonia pelas bactérias nocivas. A rapida fermentacdo, principalmente de alguns
dissacarideos, compete com a degradacédo proteica no colon e é capaz de alterar a
capacidade do intestino grosso de producao de amonia para absor¢édo de amoénia e
excrecao de nitrogénio (MORTENSEN; CLAUSEN, 1996).

2.4 Acido sialico

A mucosa do TGI estad exposta a diversos agentes agressivos, como as
proprias enzimas digestivas, toxinas e alimentos e a avaliacdo de possiveis
prejuizos a fisiologia digestiva de cées e gatos é importante para conhecimento de
provaveis impactos de novos ingredientes sobre o trato gastrointestinal. A camada
de muco que recobre o TGl é formada predominantemente por glicoproteinas
sintetizadas e secretadas pelas células caliciformes. A fracdo de carboidratos
presente na camada de muco € composta basicamente por galactose, fucose, N-
acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina e acido sialico (AS). Os AS sdo uma
familia de acuUcares carboxilados composta por nove carbonos e comumente
encontrados como monossacarideos nas posicdes terminais de oligossacarideos
(VARKI, 1992).

A producédo de AS no lumen intestinal esta associada a producdo de muco
como mecanismo de defesa e atua no tamponamento e lubrificacdo do TGl em
situacdes adversas ao ambiente intestinal (JOURDIAN et al.,, 1971; MERTZ;
WALSH, 1991). Esta envolvido em diversas funcdes fisiolégicas e contribui para

adesdao celular, inibicdo enzimatica e funcdo hormonal, entre outros. O aumento da
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sua excrecao nas fezes frequentemente estad associado a uma fragilidade celular,
infec¢des bacterianas e senescéncia celular (PIRGOZLIEV et al., 2005).

Entende-se que a perda excessiva do AS nas fezes aumenta a perda
endogena de nutrientes e prejudica a absorcdo devido a formacdo de uma barreira
entre o alimento e as enzimas (ROCHA, 2014). O trabalho realizado por Larsen et al.
(1993), verificou que o aumento das concentracdes de fibras solUveis nas dietas
fornecidas para ratos também aumentou as concentracdes de AS presente nos
contetdos intestinais. Dessa maneira, pode-se concluir que houve aumento da
producdo de mucoproteina com 0 aumento da viscosidade da dieta.

Dessa forma o AS presente nas fezes permite indiretamente a avaliagdo do
quanto um ingrediente pode ser prejudicial a mucosa intestinal, pois sua producao é
feita pelo tecido de revestimento das paredes internas dos intestinos e sua liberacao
ocorre no lumen intestinal quando essa parede é lesionada (JOURDIAN; DEAN;
ROSEMAN, 1971).

A industria pet food tem procurado fontes de fibra para incluir nos alimentos
extrusados, uma vez que apesar de nao essenciais, as fibras proporcionam
beneficios importantes em alimentos para cdes e gatos, tais como melhora no
transito gastrointestinal, efeito na saciedade, melhora na qualidade das fezes,
prevencdo de disturbios intestinais inflamatérios ou degenerativos, regulacdo da
microbiota, entre outros. O objetivo da dieta a ser comercializada leva a escolha do
tipo de fibra que seré utilizada. As fibras que apresentam fermentagcdo moderada
tem sido as mais investigadas, uma vez que conseguem aliar os beneficios, sem
prejudicar a qualidade fecal ou digestibilidade. No entanto, as fibras de moderada
fermentabilidade disponiveis no mercado atualmente sédo poucas, tais como a polpa
de beterraba. Neste sentido, neste estudo sera investigado o efeito da fibra de
mandioca sobre a digestibilidade dos nutrientes e a palatabilidade de dietas para
gatos, assim como seus efeitos sobre a microbiota, pH, aménia e acido sialico das
fezes, visando o desenvolvimento e avaliagdo de uma nova fonte de fibra a ser

empregada em pet food.
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo de
Felinos Domésticos do Departamento de Zootecnia, Universidade Estadual de
Maringd (UEM, Maringd — PR). O procedimento experimental teve aprovacdo da
Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Maringa
(Protocolo n°® 8373141118), assim como da CEUA da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia de Sao Paulo (Protocolo n® 5833181218).

3.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 36 gatos sem raca definida, adultos, esterelizados, sendo
18 machos e 18 fémeas, com peso médio de 4,07 + 0,20 kg e 4 anos de idade,
clinicamente sadios, vacinados e submetidos a controle preventivo periédico para
ecto e endoparasitas. Todos os animais foram provenientes do Laborat6rio de
Nutricdo e Metabolismo de Felinos Domésticos localizado na Fazenda Experimental
Iguatemi (distrito pertencente a Maringa — PR).

O experimento seguiu o delineamento em blocos casualizados no tempo,
composto por trés blocos incluindo 12 unidades experimentais (gatos), seis
tratamentos (racbes) e dois animais por tratamento em cada bloco, de forma a
totalizar seis repetigdes por tratamento. Cada bloco teve a duracéo de 23 dias onde,
do dia 0 ao dia 5 foi realizado periodo de adaptacao as dietas, do dia 6 ao dia 11
executado ensaio de digestibilidade e do dia 20 ao dia 23 feita coleta de fezes

frescas para mensuragéo de pH, amdnia, acido sialico e microbiota (Figura 1).

Adaptacao Digestibilidade Saude intestinal
|
|
0 56 11 20 23
~ % - Coleta total de
‘-Adaptagaoas digtas ‘ fezes para ensaio o - Coleta de fezes frescas
de digestibilidade para determinacdo das
Avaliagcdo da concentragdes de pH
producéo, escore e fecal, aménia, acido
MS fecal sialico e microbiota

Figura 1. Procedimentos realizados em cada etapa dos periodos experimentais.
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Durante todo o experimento, os gatos foram alimentados em dois periodos,
manha (8:00) e tarde (14:00). No periodo de adaptacdo, os gatos permaneceram em
gaiolas de adaptacéo individualizadas e o alimento ficou a disposi¢cdo por uma hora
nestes periodos, sendo realizado controle do consumo diario. Apdés o periodo de
alimentacdo os animais eram soltos em gatil coletivo com 49 m? para a pratica de
exercicio e socializacdo (24 m? de area coberta e 25 m? de area de solario). Para o
ensaio de digestibilidade, os gatos permaneceram alojados individualmente em
gaiolas metabdlicas de aco inox com dimensfes 0,6 m x 0,5 m x 1 m, equipadas
com aparato para coleta separada de fezes e urina. A quantidade total do alimento
era dividida em duas refeicGes diarias e fornecida no horario das 08:00 e 14:00 e o
fornecimento de agua era ad libitum.

A quantidade de racdo fornecida foi calculada individualmente de acordo
com a energia metabolizavel da racdo e a necessidade energética do animal atravées
do célculo 75 x kg®®’ para os gatos (MERENDA, 2017; FEDIAF, 2018). Os animais
foram pesados semanalmente e a quantidade de racdo ajustada quando necessario
com objetivo de manter o peso ao longo do estudo.

As sobras eram recolhidas e o consumo registrado. Durante todo o
experimento a agua foi fornecida a vontade. As fezes foram coletadas de uma a

duas vezes ao dia, pesadas, identificadas e armazenadas em freezer (-15°C).

3.2 Dietas experimentais

Foram produzidas seis dietas experimentais contendo 0S mesmo
ingredientes e valor nutricional semelhante, apenas divergindo na concentracao de
fibras: dieta controle sem adicdo de fibra (CON), trés dietas com inclusbes
crescentes de fibra de mandioca (FM - 4%, 8% e 12% na matéria seca — resultando
em dietas com 5,5%, 6,5% e 7,5% de FDT respectivamente), uma dieta com
inclusdo de polpa de beterraba (PO) 6% na matéria seca e a sexta dieta com
inclusdo de celulose (CEL) a 4%. As dietas com polpa de beterraba e celulose
apresentaram o mesmo teor de FDT da dieta FM 12% (aproximadamente 7,5%). A
escolha da comparacdo com polpa de beterraba e celulose se deve ao fato de ja
serem ingredientes utilizados em alimentos extrusados para gatos e apresentarem

fermentabilidade moderada e baixa, respectivamente.
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A fibra de mandioca utilizada neste estudo (Fiber Vita MF 125, Kemin
Nutrisurance Nutricdo Animal Ltda, Vargeao-SC) apresentou 35,01% de FDT sendo
32,42% a fracao insolivel e 2,59% de fibra alimentar solavel.

As dietas experimentais foram formuladas de acordo com as
recomendacgdes nutricionais para gatos adultos da European Pet Food Industry
Federation (FEDIAF, 2018) e a composicdo quimica esta descrita na tabela 1. As
racbes foram produzidas na Fabrica Danés Alimentos (Apucarana — PR), em
extrusora experimental (Inbramag®) e sistema completo de extrusdo, com o0s
mesmos principios de operacdo que 0s equipamentos comerciais e capacidade de
producdo de 1000kg/h.

Os ingredientes utilizados nas dietas foram misturados e moidos em moinho
de martelos, utilizando-se peneira com furos de 0,8 mm. Um lote Unico de
ingredientes foi usado nos seis tratamentos experimentais para minimizar as
diferencas. As racfes foram processadas em extrusora de rosca simples. O pré-
condicionador foi mantido a temperatura de 90°C. Na sequéncia as ragbes foram
secas em secador horizontal de duas passagens, operando a temperatura de 105°C.
As fontes de fibras foram incorporadas em todos os tratamentos antes da extrusao.
Foram avaliadas a temperatura e adicdo de agua no condicionador. Na extrusora
foram mensuradas: velocidade da rosca (Hz), amperagem (A) e produtividade (kg/h).
Foi avaliada a densidade dos extrusados (g/l), dureza em durémetro (kgf/cm?), indice
de expansao (IE, largura dos extrusados/diametro da matriz) e a friabilidade através
do uso do friabilométro para avaliacdo da resisténcia do kibble a agentes externos
como o atrito. Através da microscopia eletrbnica de varredura foi realizado a
avaliacdo da porosidade dos extrusados (mm?), mensurada pelo software ImageJ®.
A tabela 2 apresenta a média das variaveis e caracteristicas do extrusado das dietas
experimentais. A area total e area média dos poros e numero de poros dos

alimentos extrusados encontram-se apresentados na tabela 3.
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Tabela 1. Férmula e composi¢édo quimica analisada das dietas experimentais.

Formula das dietas experimentais

FM %
Ingrediente (%) COM 4 8 12 PO CEL
Milho gréo 51,45 46,72 42,61 40,99 44,88 47,18
Farinha de visceras Low Ash 25,00 25,31 25,59 25,70 25,44 25,45
Gluten de milho 60% 6,68 6,68 6,68 6,68 6,68 6,68
Gordura de aves 6,00 6,08 6,15 6,22 6,11 6,05
Concent. proteico de soja 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Fonte de fibra - 4,35 8,11 11,87 6,04 3,79
Palatabilizante em po 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Calcéario Calcitico 1,16 1,15 1,15 1,15 1,15 1,15
Premix gatos? 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Cloreto de potéassio 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54 0,54
Sal comum 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de colina 60% 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27
L-taurina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Antifangico 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Antioxidante sintético 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Composicao quimica analisada na matéria seca

Umidade (%) 7,94 8,45 8,40 9,85 8,82 7,18
Proteina bruta (%) 31,03 32,05 31,44 32,22 32,53 31,19
Extrato etéreo (%) 11,55 10,91 10,95 11,14 12,44 10,20
Fibra bruta (%) 1,43 3,15 2,87 3,80 2,80 4,32
Matéria mineral (%) 7,29 7,23 7,34 7,85 7,57 6,90
Extrativo ndo nitrogenado (%) 40,76 46,66 39,00 35,13 35,85 40,22
Fibra dietética total (%)? - 5,50 6,50 7,50 7,50 7,50

Fibra insoltvel (%)? - 5,09 6,02 6,94 5,87 6,69

Fibra soltvel (%) - 0,41 0,48 0,56 1,63 0,81
Energia bruta (kcal/g) 4,88 4,67 4,84 4,83 4,88 4,84

! Adicéo por quilograma de produto: Magnésio 110mg, Cobre 16,4mg, lodo 2,18mg, Ferro
84,78mg, Manganés 11,23mg, Selénio 0,54mg, Zinco 137,37mg, Vitamina A 11892,86Ul,
Vitamina D 1189,28 Ul, Vitamina E 85,63mg, Tiamina 5,47mg, Riboflavina 14,27mg, Niacina
26,16mg, Vitamina B4 2900mg, Acido pantoténico 23,79mg, Piridoxina 3,57mg, Acido félico
430mcg, Vitamina B7 71mcg, Vitamina B12 52,3mcg, Vitamina K 2380,15mcg, Vitamina C

100mg.
2 Calculado no ingrediente
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variaveis de extrusdo e caracteristicas das dietas

ltem M C4)

CON 4 8 12 PO CEL
Condicionador
Temperatura (°C) 91,40 91,70 90,10 95,90 88,60 92,80
Adicao de agua (L/h) 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00 12,00
Extrusora
Amperagem (A) 20,00 25,00 20,00 28,00 30,00 22,00
Velocidade darosca (Hz) 34,00 45,00 45,00 45,00 45,00 45,00
Produtividade (kg/h) 95,67 93,00 88,68 93,36 99,24 92,76

Caracteristica do extrusado

Densidade (g/L)
indice de expansé&o
Dureza (kgf/cm?)
Friabilidade (g/kg)

383,50 341,30

1,51
6,39
0,06

1,58
7,02
0,03

349,10 364,50 369,50 323,80

1,59
6,25
0,11

1,59
7,16
0,07

151
6,36
0,05

1,62
7,15
0,07

Tabela 3. Area total, area média dos poros e numero de poros das dietas

experimentais.

FM (%)

CON

8

12

PO

CEL

Iltem

Area total (mm?/kibble)

Numero de poros

Area média dos poros (mm?)

46,16 51,70 52,87 52,68 55,01 51,83
27,00 29,00 35,00 36,00 32,00 29,00

1,70

1,78

1,51

1,46

1,72

1,79




37

3.3 Parametros avaliados

3.3.1 Coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes, producdo e

gualidade fecal

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo método de coleta total de
fezes, considerando-se as recomendacfes da (AAFCO, 2004). As dietas foram
oferecidas por um periodo de adaptacdo de cinco dias, seguidos de seis dias de
coleta total de fezes, obtendo-se um conjunto de fezes e urina de cada animal. A
agua foi fornecida a vontade. O consumo alimentar foi registrado diariamente,
pesando-se as quantidades oferecidas e recusadas de alimento a cada refeicdo. As
fezes foram colhidas integralmente duas vezes ao dia, as 08:00 e 14:00, pesadas e
acondicionadas em freezer (-15° C) para posterior analise.

Ao final do periodo de coleta, as fezes foram descongeladas
homogeneizadas, compondo uma amostra Unica por animal e periodo, pesadas e
secas em estufa de ventilagdo forcada (320-SE, FANEM, S&o Paulo) a 55°C durante
72 horas. As fezes pré-secas e as racdes foram, entdo, moidas em moinho bola e
moinho faca com peneira de 1 mm, respectivamente (MOD 340, ART LAB, Séao
Paulo), para proceder-se as analises laboratoriais.

Nas fezes e racdes foram determinados, segundo a metodologia descrita
pela Association of the Official Analytical Chemists (AOAC, 1995), os teores de
matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo por hidrélise acida (EEHA),
matéria mineral (MM) e fibra bruta (FB). Para cada uma das analises a avaliacao foi
feita em duplicata e repeticao realizada caso houvesse diferenca superior a 5% entre
as duplicatas.

A energia bruta (EB) das fezes e racdes foram determinadas em bomba
calorimétrica isoperibdlica (Parr Instrument Company, EUA, modelo 6200). A energia
bruta da urina foi estimada utilizando a proteina digestivel consumida na dieta
multiplicada pelo fator 0,86 (kcal) (FEDIAF, 2018). Os extrativos nao-nitrogenados
(ENN) foram calculados pela diferenca entre MS e a soma da PB, EEHA, FB e MM.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os
coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca, proteina bruta, matéria
organica, extrato etéreo hidrolise acida, extrativos nao-nitrogenandos e fibra bruta

das ragOes. Estes célculos foram realizados com a seguinte férmula:
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CDAN (%) = nutriente ingerido (q) — nutriente excretado (g) x 100

nutriente ingerido (g)

Foram avaliadas, também, a producdo e qualidade das fezes através do
escore fecal durante o ensaio de digestibilidade. O escore das fezes produzidas
foram avaliadas sempre pelo mesmo avaliador, segundo a metodologia proposta por
CARCIOFI et al. (2008), em que 0 = fezes liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma,;
2 = fezes macias, mal formadas e umidas; 3 = fezes macias, formadas e umidas que
marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e consistentes e que ndo aderem ao piso; 5
= fezes bem formadas, duras e secas, considerando-se normal valores entre 3 e 4. A

matéria seca das fezes foi determinada pela seguinte formula:

MS fecal = 12 MS x 100, onde:
22 MS
12 MS = matéria seca a 55 °C das fezes in natura

22 MS = matéria seca a 105°C das fezes pré-secas a 55°C.

3.3.2 Avaliagao da microbiota fecal

Para avaliacdo da microbiota fecal foi empregado o kit comercial “ZR Fecal
DNA MiniPrep®” da Zymo Research para extrair o DNA das amostras seguindo-se o
protocolo recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado por
espectrofotometria a 260nm utilizando-se o espectrofotdmetro NanoDrop® 2000
(ThermoScientific). Para avaliar a integridade do DNA extraido, todas as amostras
foram corridas por eletroforese em gel de agarose 1%, coradas com uma solucéo de
brometo de etideo 1% e visualizadas com luz ultravioleta em transiluminador de luz
ultravioleta.

Foi amplificado um segmento de 250 bases da regido hipervariavel V4 do
gene ribossomal 16S rRNA utilizando-se os primers universais 515F e 806R e as
seguintes condi¢des de PCR: 94°C por 3 min; 18 ciclos de 94°C por 45 seg, 50°C
por 30 seg e 68°C por 60 seg; seguido de 72°C por 10 min. A partir destes

amplificados foi construida a biblioteca metagenémica utilizando-se o kit comercial
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“‘Nextera DNA Library Preparation Kit” da Illlumina®. Os amplificados foram reunidos
em pools e posteriormente sequenciados no sequenciador “MiSeq” da lllumina®
(DEGNAN; OCHMAN, 2012).

As leituras ou ‘“reads” obtidos no sequenciador foram analisadas na
plataforma QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (CAPORASO et al.,
2010, 2011) seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remocédo de sequéncias de
baixa qualidade, remocdo de quimeras e classificacdo taxondmica. As sequéncias
foram classificadas em géneros bacterianos através do reconhecimento de unidades
taxonOmicas operacionais (OTUs), neste caso, a identidade (>97%) entre as
sequéncias quando comparadas contra uma base de dados. Para comparar as
sequéncias foi utilizada a atualizacéo (SILVA 132) do ano 2018 do banco de dados
de sequéncias ribossomais SILVA database (YILMAZ et al.,, 2014). Para gerar a
classificacdo das comunidades bacterianas por identificacdo de OTUs, foram
utilizadas 10.958 leituras por amostra, isso com a finalidade de normalizar os dados
e ndo comparar amostras com diferente nUmero de leituras, evitando dessa forma
um viés na taxonomia.

Um resumo das sequencias utilizadas na classificacdo taxondmica esta
detalhada na Tabela 4. A amostra referente ao animal do bloco 2 recebendo a dieta
com celulose, ndo gerou leituras no sequenciamento, assim, foi descartada de

analises posteriores.

Tabela 4. Resumo das sequéncias usadas na classificacao taxondémica.

Numero de amostras 35
Numero de OTUs 6.009
Numero de leituras 383.530
Minimo de leituras por amostra 10.958
Maximo de leituras por amostra 10.958

3.3.3 Avaliagdo das caracteristicas fecais

Com o objetivo de verificar as alteragbes do padrédo fermentativo da
microbiota frente aos diferentes tratamentos realizados, mensurou-se nas fezes o pH

e foram determinadas as concentracdes de aménia e acido sidlico.
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3.3.3.1 Determinagéo do pH fecal

Para a determinacdo do pH das fezes 2 g de amostra fresca foram diluidas
em 6 ml de agua miliQ (na proporcao 1v:3v). O pH fecal foi medido por meio de um
pHmétro digital (pHmétro Digimed DM 22, Sédo Paulo, SP, Brasil). Esse
procedimento foi realizado através da coleta de trés dias consecutivos e empregou-

se a média das trés afericdes obtidas.

3.3.3.2 Determinacédo da concentracao fecal de aménia

A concentracdo de amonia (NHs) nas fezes foi determinada através de
metodologia adaptada por FELIX et al. (2013) e realizada no Laboratério de Estudos
em Nutricdo Canina (LENUCAN) do Departamento de Zootecnia, na Universidade
Federal do Parana (Curitiba - PR). Foram incubadas 3 g de fezes em baldo de vidro
de 500 ml. Adicionou-se 100 ml de agua destilada em cada tubo a cada cinco
minutos durante 60 minutos e os tubos foram vedados. Em seguida, para o inicio da
destilacao, foi acrescentado a solucao trés gotas de alcool octilo (1-octanol) e 2 g de
oxido de magnésio que foram destilados em aparelho Macro-Kjeldahl e recuperado
em Becker contendo 25 ml de &cido bérico. A partir dessa solucdo contida no Becker
a amonia foi titulada através do uso de acido sulfarico 0,1 N normalizados. A
concentracdo de amoénia fecal foi corrigida para matéria seca (MS) fecal. A avaliacdo
foi realizada em duplicada para cada uma das amostras. A concentracao de amonia

fecal foi calculada através da equacéao:

Amoniaco-N (g/kg) = N x fator de corre¢cdo x 17 x (volume de &cido) / peso da

amostra (g)

N = concentracdo de 4cido sulfarico usado para titulacéo
Fator de correcdo = estabelecido no momento da preparacéo do acido
17 = peso molecular NH3

Volume de &cido = volume de acido necessério para a viragem da titulacéo
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3.3.3.3 Determinacéo do &cido siélico

Para a avaliacdo de &cido sialico amostras de fezes frescas foram coletadas
e refrigeradas (-15°C). Para a andlise foi realizada a liofilizacdo (Alpha 1-4 LO plus,
Christ, Osterodeam Hans, Alemanha) e apds esse processo o material foi moido. As
amostras pesadas (0,02g) e feitas em duplicatas. Acrescentou-se 0,5ml de agua em
cada tubo com amostra, foi adicionado 0,1ml da solucdo de &cido periddico e
agitado. ApGs esse procedimento as amostras permaneceram por 20 minutos na
agua com gelo e nesse momento foi acrescentado 1,25ml de solucéo de resorcinol.
As amostras foram agitadas, tampadas e permaneceram no gelo por mais 5
minutos. Em seguida foram levadas ao banho maria a 100°C durante 20 minutos e
logo apds colocadas imediatamente no isopor com gelo. Foi pipetado 1,25ml de
solucdo metil-2-propanol e novamente agitado. As amostras foram colocadas
novamente em banho maria a 37°C por 3 minutos e em seguida centrifugadas
durante 5 minutos a 1500rpm. A mensuracao foi feita por espectofotometria e lida
em absorbancia de 630nm. A absorbancia era diretamente proporcional a presenca
de acido sialico na aliquota. Foi seguida a metodologia proposta por Jourdian et al.
(1971).

3.3.4 Teste de palatabilidade

Para a avaliacao da palatabilidade foram usados 30 gatos adultos, sem raca
definida, 17 machos e 13 fémeas, sadios, treinados a escolher entre dois alimentos,
sem vicios e alojados individualmente. A palatabilidade foi determinada observando
a primeira escolha do animal e a ingestdo dos alimentos e comparadas em pares,
através de seis comparacdes (A vs. B): dieta controle x fibra de mandioca 5,5%;
dieta controle x fibra de mandioca 7,5%; dieta controle x polpa de beterraba; dieta
controle x celulose; dieta fibra de mandioca 7,5% x polpa de beterraba, e fibra de
mandioca 7,5% x celulose.

Cada teste de palatabilidade foi realizado em dois dias consecutivos. Os dois
alimentos comparados foram oferecidos em dois potes diferentes, porém com cores
e tamanhos idénticos, quatro vezes ao dia por um periodo de 20 minutos (08:00,

10:00, 14:00 e 16:00). A posicao do pote foi trocada na terceira oferta do dia,
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evitando viés pelo posicionamento. A quantidade da dieta oferecida e residual foram
mensuradas utilizando o célculo de preferéncia do alimento e a primeira escolha foi
determinado pelo registro do primeiro pote ao qual o gato se aproximou no momento
gue os alimentos foram apresentados.

A razdo de ingestdo (RI) foi calculada em funcdo da ingestdo relativa
(quantidade oferecida menos sobras) das dietas A e B: [dieta ingerida g A ou B /

total da dieta consumida g (A + B).

3.4 Anéalise estatistica

O experimento foi conduzido segundo delineamento em blocos casualizados
no tempo. Os dados foram analisados quanto a pressuposicdo de normalidade dos
erros pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade e a andlise de regressao
polinomial foi realizada para avaliar os efeitos lineares ou quadraticos da adicao de
teores crescentes de FM na dieta de gatos (5,5; 6,5 e 7,5%). Essas analises foram
realizadas através do programa SAS (versao 9.3).

Para as avaliacbes da microbiota fecal e determinagcdo de diferenca
estatistica entre os taxons nos tratamentos realizados foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis (P < 0,05). As analises foram feitas no programa estatistico de
metagendmica STAMP: statistical anaylisis of metagenomic profiles (PARKS et al.,
2014). As médias referentes a biodiversidade entre tratamentos foram comparadas
através do indice de Chaol e ao numero de unidades taxondmicas operacionais
observadas (OTUSs) pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).

4 RESULTADOS

O peso corporal dos animais nao apresentou alteracdo ao longo do estudo e
nao houve diferenca dos pesos apresentados entre os tratamentos (p = 0,9109),
dessa forma também ndo houve necessidade de reajuste da quantidade do alimento
fornecido ao longo do experimento. Na pesagem inicial os animais apresentaram
peso médio de 4,11kg (x0,20) e na pesagem final foi observado peso médio de
4,04kg (0,20).
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4.1 Digestibilidade aparente dos nutrientes, ingestdo de alimento e

variaveis fecais

N&o houve diferenca para a ingestdo de nutrientes (g/animal/dia) entre os
tratamentos realizados (Tabela 5) para MS, MN, EEA, PB e EB (p > 0,05). Foi
encontrado diferenca entre os tratamentos para os CDAs de MO, FB, ENN e EM (p <
0,05) com efeito linear. O efeito quadratico foi encontrado apenas no CDAFB
(Tabela 6).



Tabela 5. Peso e ingestédo diaria de nutrientes durante o ensaio de digestibilidade.

Dietas
FM (%) Contrastes

CON 4 8 12 PO CEL CV(%) p Linear Quadratico
Peso corporal (kg) 4,07 4,11 4,01 4,37 4,09 3,81 20,15 0,9109 - -

Ingestao de nutrientes (g/animal/dia)
Matéria seca 49,05 50,79 51,49 50,01 49,80 4994 13,48 0,9924 0,7688 0,5548
Matéria organica 4939 5147 52,09 51,12 50,48 50,09 13,49 10,9863 0,6391 0,5817
Proteina bruta 1653 17,78 1768 17,88 17,77 16,78 1355 0,8644 0,3587 0,5811
Extrato etéreo acido 6,15 6,05 6,16 6,18 6,80 549 13,53 0,2217 0,9009 0,8501
Matéria mineral 3,88 4,01 4,13 4,36 4,14 3,71 13,54 0,4346 0,1261 0,8173
Fibra bruta 0,70 1,60° 1,48° 190%* 1,40° 2,16 14,48 <0,0001 <0,0001  0,0119
Extrativos ndo nitrogenados 21,75 26,532 22,11° 19,87° 19,66° 22,29° 13,48 0,0058 0,0680 0,0060
Energia bruta ingerida (kcal) 2,60 2,60 2,72 2,70 2,66 2,60 13,48 10,9802 0,5275 0,9251

ab.c_médias nas linhas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Duncan, considerando todos os tratamentos aplicados (p<0,05).

44
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Tabela 6. Coeficiente de digestibilidade aparente (CDA, %) e energia metabolizavel (kcal/g MS) das dietas experimentais.

Dietas
Item (%) FM (%) Contrastes
CON 4 8 12 PO CEL CV(%) p Linear Quadratico
Matéria seca 84,08 8271 8267 80,85 81,80 79,31 4,05 0,2200 0,1096  0,8663
Matéria organica 87,65 86,19 8577 8366 8501 8254 342 0,0651 00235 0,7814
Proteina bruta 87,26 86,09 86,43 86,21 86,84 8480 3,87 10,8588 0,6408 0,7272
Extrato etéreo &cido 92,67 91,62 92,81 9145 91,97 8929 260 0,1660 05826  0,8730
Matéria mineral 38,74 38,09 4357 47,91 4248 3574 23,72 0,3291 0,0653  0,5237
Fibra bruta 4569 38,682 24,30® 19,94°¢ 584°¢ 17,07°° 84,80 0,0004 0,0261  0,0002
Extrativos n&do nitrogenados 89,912 88,48% 87,45%¢ 84,75° 86,60*¢ 86,40° 299 0,0354 0,0016 0,5585
Energia bruta 88,16 86,11 86,49 8481 86,02 8329 3,35 0,0978 0,0598  0,8661
Energia metabolizavel 4,062 3,77° 3,95 3,.87°¢ 395% 381P¢ 322 0,3345 0,0480  0,0580

ab.c.d_médias nas linhas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Duncan, considerando todos os tratamentos aplicados (p<0,05).
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4.2 Microbiota fecal

A classificagdo taxonOGmica identificou 76 géneros bacterianos em todos o0s
tratamentos. Nos tratamentos PO e CON, os géneros mais abundantes foram
Peptoclostridium, Blautia e Collinsella. Nos tratamentos FM 4%, FM 12% e CEL
foram Collinsella, Bifidobacterium e Peptoclostridium. Enquanto para FM 8%,

obervou-se maior abundéancia de Bifidobacterium, Olsenella e Collinsella (Figura 2).

Géneros mais abundantes por tratamento

Celulose ,
S PO
—_—

FM 12% | r——
_—

FM 8% e — —
-

FM 4% S ——————————
e

Controle
—_—

P. Beterraba :

Figura 2. Distribuicdo dos géneros mais abundantes por tratamento.

Pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05), foram identificados 30 géneros com
abundéancia significativamente diferente entre os tratamentos. Essa comparacéo
detalhada mostrou aumento do género Peptoclostridium nos grupos que receberam
como tratamento FM 12%, CON e PO guando comparados aos outros tratamentos
(Figura 3). Também foi observado menor abundancia do género Helicobacter em
todos os grupos quando comparado com CON (Figura 4). Ao avaliar o género
Bifidobacterium percebe-se menor abundéancia nas dietas CON e PO (Figura 5),
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enquanto para género Clostridium a abundancia foi maior nos tratamentos FM 12%

e PO (Figura 6).
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Figura 3 — Diferenca na presenca de Peptoclostridium entre os tratamentos pelo

teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Sdo apresentados os valores da média e do

desvio padréao.
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Figura 4 - Diferenca na presenca de Helicobacter entre os tratamentos pelo teste de

Kruskal-Wallis (P < 0,05). Sdo apresentados os valores da média e do desvio

padrao.
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Figura 5 - Diferenga na presenca de Bifidobacterium entre os tratamentos pelo teste

de Kruskal-Wallis (P < 0,05). Sdo apresentados os valores da média e do desvio

padrao.
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Clostridium sensu stricto 1 . .
95% confidence intervals
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Figura 6 - Diferenca na presenca de Clostridium entre os tratamentos pelo teste de
Kruskal-Wallis (P < 0,05). Sado apresentados os valores da média e do desvio
padrao.

Ao avaliar o agrupamento das amostras por tratamento na andlise de
componentes principais (PCA), foi observado que as amostras das comunidades
bacterianas dos grupos PO, CON e FM 12% formaram um grupo mais proximo
(Figura 7).

p-value
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Figura 7 — Andlise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades

bacterianas por tratamento.

Ao avaliar indicadores de biodiversidade (indice de Chaol e numero de
OTUs) das comunidades bacterianas, foi observado aumento significativo da
biodiversidade do grupo PO nos dois indices quando comparado aos outros grupos
(Figura 9).

0.15
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Figura 8 — Indicadores da biodiversidade das comunidades bacterianas de cada
tratamento. A. indice de Chaol. B. Nimero de OTUs observados. Teste de Kruskal-
Wallis (P < 0,05).



52

4.3 Caracteristicas das fezes

As caracteristicas das fezes dos gatos estdo apresentadas na tabela 7. Os
tratamentos ndo diferiram entre si em relacdo ao pH, concentracdo de amoénia na
matéria seca, acido sialico, producao fecal e escore fecal (p > 0,05). Os tratamentos
realizados apresentaram diferenca para MS fecal (p = 0,0206) também com efeito
linear (p = 0,0018), de modo que o aumento da incluséo de fibra resultou em uma

reducdo da MS fecal.

Tabela 7. Caracteristicas fecais e urinarias dos gatos nos diferentes tratamentos.

Dietas

ltens FM (%) o

CON 4 8 12 PO CEL Cv p -
pH fecal 6,26 6,33 6,09 6,02 5,88 5,98 512 0,1293 O
MS fecal (%)* 38,43% 38,56% 34,80% 30,45° 37,55% 33,773 12,50 0,0206 0
Amonia (mg/kg)? 75,00 82,00 63,00 60,00 62,00 52,00 27,47 0,0643 O
Acido sialico® 3,45 4,05 3,81 4,36 4,19 3,84 20,94 0,6549 O
g fezes MS/gato/dia 43,78 47,55 49,02 52,46 50,19 55,62 22,74 05745 O
Escore fecal 4,22 4,29 4,21 4,28 4,36 3,72 10,82 0,1951 O
mL urina/ gato/dia 18,90 23,50 21,00 21,88 23,10 14,81 40,59 0,4876 O
Energia bruta urina 6,42 6,60 6,56 6,64 6,62 6,12 14,70 0,9317 O

a.b.c.d . médias nas linhas sem uma letra em comum diferem pelo teste de Duncan,
considerando todos os tratamentos aplicados (p<0,05).
1 Na matéria seca; ?umol/g amostra
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Para a analise dos valores da razdo de ingestdo (RIl) do alimento, os

resultados variam de 0 (hdo houve consumo da dieta) a 1 (consumo total da dieta).

Esse estudo levou em consideracdo que valores entre 0,48 a 0,52 nao indicaram

preferéncia expressiva por nenhum dos alimentos, conforme descrito por Félix et al.

(2010). Também foi levado em consideracdo no estudo o primeiro alimento que o

animal se aproximou (olfato) e o primeiro alimento ingerido por ele (paladar). Os

dados estdo descritos na tabela 8.

Tabela 8. Resultado do teste de palatabilidade.

Comparacao Tratamento Olfato Paladar RI p
CON 0,58 0,68 0,72
CON vs. FM 4,3% <0,0001
FM 4,3% 0,42 0,32 0,28
CON 0,45 0,72 0,73
CON vs. FM 11,9% <0,0001
FM 11,9% 0,55 0,28 0,27
CON 0,60 0,38 0,28
CONvs. PO <0,0001
PO 0,40 0,62 0,72
CON 0,40 0,50 0,41
CON vs. CEL 0,0047
CEL 0,60 0,50 0,59
PO 0,43 0,53 0,62
PO vs. FM 11,9% 0,0021
FM 11,9% 0,57 0,47 0,38
CEL 0,47 0,74 0,83
CEL vs. FM 11,9% <0,0001
FM 11,9% 0,53 0,26 0,17

! RI = razédo de ingestao.
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5 DISCUSSAO

5.1 Digestibilidade dos nutrientes

A ingestdo de FB e ENN (p < 0,05) é resultado da inclusao de fibra na
formulacéo ter correlacdo inversa a inclusdo do milho como ingrediente, resultando
assim na reducdo do amido presente na composi¢cédo da dieta conforme o aumento
da fibra.

A determinacdo da digestibilidade aparente permite avaliar se determinado
nutriente atende as exigéncias minimas nutricionais dos animais, entretanto a
inclusdo de diferentes niveis e tipos de fibras pode ter influéncia sobre esse
coeficiente. No presente estudo o aumento de teor de fibra de mandioca no alimento
nao prejudicou a digestibilidade da MS, PB, EEA, MM, EB e MO (p > 0,05).

O aumento do nivel de fibra insolivel na dieta tende a reduzir a
digestibilidade da MS (SUNVOLD et al.,, 1995c), porém essa reducdo nao foi
observada nesse estudo mediante o aumento da inclusdo de FM, que possui maior
fracdo de fibra insolivel na sua composi¢do. Fahey et al. (1990a, 1990b, 1992)
observou que cdes que consumiam dietas contendo fibra apresentaram uma menor
digestibilidade da MS e MO quando comparado aos que consumiram a mesma dieta
sem adicao de fibra. Sunvold et al. (1995a) também encontrou valores menores na
digestibilidade da MS e MO em gatos alimentados com dieta contendo celulose
guando comparado a uma dieta sem adi¢céo de fibra. Embora o presente estudo nao
tenha encontrado diferenca para CDAMS (p = 0,2200), a reducao linear para
CDAMO esta em acordo com os estudos citados anteriormente.

O resultado encontrado no CDA da FB (p = 0,0004) mostrou que ao
aumentar a concentracdo de fibra de mandioca houve uma redugdo na
digestibilidade dessa fibra, porém sem afetar o CDA de outros nutrientes. Diferentes
metodologias para analise das fibras nas fezes sugerem que os métodos analisam
substancias bastante diferentes, possivelmente incluindo compostos polissacarideos
microbianos e pelos ingeridos em diferentes proporcdes, levando assim a
interferéncia da analise da fibra nas fezes (DE-OLIVEIRA et al., 2011). Os pelos nas
fezes ndo séo solubilizados e s&o quantificados como fibras (DE-OLIVEIRA et al.,
2011).
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Além das fontes de fibras, os ingredientes na dieta podem afetar os
resultados encontrados nesse estudo. O milho foi o principal ingrediente utilizado
para a formulacdo das dietas e pode ter contribuido para a concentracédo de FDT da

dieta base para a producao das dietas experimentais (BARRY et al., 2010).

5.2 Microbiota fecal

A composicéo da dieta € capaz de determinar a natureza e a atividade da
microbiota intestinal. O alimento pode influenciar a microbiota intestinal de duas
formas, sendo a primeira através do fornecimento de microrganismos resistentes a
digestdo e ao atingir o célon crescem e se tornam metabolicamente ativos. A
segunda maneira € através da inclusdo de substratos ndo digeriveis que alcan¢cam o
colon e servem como fonte de estimulo ao crescimento e metabolismo das bactérias
residentes no local (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

No presente estudo, os diferentes tratamentos avaliados levaram a
mudanc¢as na composicédo da microbiota intestinal dos felinos. Os principais géneros
encontrados foram pertencentes aos filos Firmicutes (Blautia, Peptoclostridium,
Helicobacter, Clostridium) e Actinobacteria (Bifidobacterium, Collinsella e Olsenella).

O género Peptoclostridium apresentou-se em maior quantidade nos grupos
FM 12%, CON e PO, o género Helicobacter no grupo CON, o género Clostridium nos
grupos FM 12% e PO, e houve reducédo do género Bifidobacterium nos grupos CON
e PO. O aumento da contagem de bactérias do género Bifidobacterium indica uma
maior ocorréncia de bactérias benéficas, pois seus produtos de fermentacdo
contribuem para a salude do trato gastrointestinal (SUCHODOLSKI, 2011). A
reducdo da contagem fecal de bifidobactérias esta relacionada ao crescimento de
Clostridium perfringes no intestino grosso (ZENTEK et al., 2003), o que foi
encontrado no tratamento com PO, porém néo foi relacionado ao grupo FM 12%.

No trabalho realizado por Middelbos e colaboradores (2007), ao avaliar as
fezes de cdes, a dieta contendo celulose (2,5% de inclusdo) apresentou a menor
concentracdo de bactérias em comparacdo a dieta controle (sem adicao de fibra),
polpa de beterraba, frutoligossacarideos e parede de levedura (todos com incluséo
de 2,5% na matéria seca). Nesse mesmo estudo a concentracdo de bifidobactérias

da dieta com polpa de beterraba foi semelhante quando comparado a dieta contendo
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frutoligossacarideos. Esse achado difere do presente estudo em que houve reducao
do género Bifidobacterium no grupo PO quando comparado aos demais tratamentos.

Estudos realizados por Tereda al. (1992, 1993) demonstraram que a adigcéo
de um oligossacarideo ndo digerivel e sintético (lactossucrose 1,5g/cdo/dia e
175mg/gato/dia) na dieta de cées e gatos, aumentou o numero de Bifidobacteria e
reduziu o numero de Clostridium perfringes em amostras fecais. Esse resultado
sugere que a alteracdo da atividade fermentativa pela microbiota intestinal pode
ocorrer com diferentes quantidades de fibra fermentavel.

A inclusdo de 12% da FM na formulagdo levou a um comportamento
semelhante quando comparada a PO (fibora de fermentacdo moderada), porém a
semelhanca de comportamento com a dieta CON (sem adicdo de fibra) foi um
resultado inesperado encontrado nesse estudo. Ainda assim, por apresentar maior
fermentacdo em comparacdo as outras fibras, os animais que receberam a
alimentacdo com PO apresentaram uma maior biodiversidade em comparagcao aos
demais tratamentos. Esse aumento da biodiversidade pode ser associado como um
indicador geral de saude intestinal (VALDES et al., 2018).

5.3 Caracteristicas fecais

Os diferentes tratamentos avaliados nesse estudo, embora apresentassem
tipos e concentracdes diferentes de fibras, ndo diferiram entre si em relacdo as
caracteristicas fecais avaliadas (pH fecal, aménia, acido siélico, producdo fecal,
matéria seca fecal e escore fecal) (p > 0,05).

Apesar do pH fecal ndo ter apresentado diferenca significativa entres os
tratamentos (p = 0,1293), a dieta PO apresentou o pH mais baixo, resultado
esperado por ser uma fonte de fibra mais fermentavel quando comparado aos
demais tratamentos. O aumento da fermentacdo tende a reduzir o pH nas fezes
(HERSCHEL et al., 1981).

N&o foram observadas diferencas para a concentracdo de amoénia fecal. A
amonia é considerada um composto putrefativo que induz aumento do turnover das
células epiteliais do intestino e apresenta toxicidade aos colonécitos (CUMMINGS et
al., 1979). O aumento da concentracdo de carboidrato da dieta pode reduzir as

concentracbes de amonia através da estimulacdo da fermentacdo do carboidrato
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que por sua vez estimula a sintese proteica bacteriana, fazendo uso da amonia
produzida nessa via (KUZMUK et al., 2005).

Bastos e colaboradores (2018), avaliaram dados provenientes de
experimentos realizados entre 2013 e 2017 que analisaram AS nas fezes de cées e
gatos. O estudo observou correlacdo positiva entre o teor de fibra da dieta e a
producado de AS nas fezes de gatos (p < 0,05), contrario ao encontrado nesse estudo
em que ndo houve diferenga do AS nos tratamentos realizados (p = 0,6549). No
caso das fibras solluveis, por causarem aumento da viscosidade da digesta, também
pode aumentar a secrecdo de muco proteinas na mucosa intestinal em ratos
(LARSEN; MOUGHAN; WILSON, 1993) e consequentemente ter influéncia sobre a
analise do &cido sialico. O Helicobacter pylori possui a capacidade de formacéo de
um muco anormal no TGl por ter a caracteristica de digerir o muco gastrico
(SLOMIANY et al., 1987) e resultar na redugcdo da viscosidade e aumento da
permeabilidade (SAROSIEK; SLOMIANY; SLOMIANY, 1988), porém essa
associacdo nado foi encontrada no presente estudo, em que a dieta CON que
apresentou maior abundancia do género Helicobacter ndo apresentou diferenca para
concentracgdo fecal do acido sialico.

Em relacdo a MS fecal (p = 0,0206) houve reducdo do seu teor com o
aumento da incluséo de fibra de mandioca e na comparagéo da dieta CON com 0s
niveis de FM apresentou efeito linear (p = 0,018). Resultado semelhante foi
encontrado na comparagdo da inclusdo de cana-de-agucar (7,32% na MS - fibra
pouco fermentavel) quando comparada a dieta controle (sem adicao de fibra), polpa
de beterraba (4,31% na MS) e farelo de trigo (4,31% na MS) sobre a o aumento da
MS fecal (FISCHER, 2011). O escore fecal ndo foi afetado com os diferentes
tratamentos (p = 0,1951).

5.5 Palatabilidade

Os principais métodos de avaliacdo da palatabilidade dos alimentos sdo a
aceitacdo e a preferéncia alimentar (FELIX; OLIVEIRA; MAIORKA, 2010). O teste de
aceitacdo permite a avaliacdo da palatabilidade do alimento de forma suficiente para
que o animal o consuma em quantidades satisfatorias e seja capaz de suprir suas
necessidades nutricionais e manter a saude e peso corporal (CRANE; GRIFFIN;

MESSENT, 2010). A preferéncia alimentar é avaliada através do confronto de dois
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alimentos e observacdo da primeira escolha do animal e a quantidade ingerida.
Dessa forma entende-se que o primeiro alimento que o animal apresentou interesse
e aquele mais consumido é o mais palatavel (FELIX; OLIVEIRA; MAIORKA, 2010).

Os animais apresentaram maior razao de ingestao da dieta CON, PO e CEL
quando comparadas a FM 4% e 12%. A preferéncia pela PO e CEL foi maior
também quando comparada a dieta CON. A maior razdo de ingestdo da dieta CON
quando comparada as FM 4% e 12% pode ser devido a mudancas na propriedade
do aroma (KOPPEL et al., 2015) e ao sabor mais amargo que a inclusao de fibra
pode ocasionar no alimento, o que ndo € uma preferéncia para os gatos que
costumam rejeitar esse sabor (BRADSHAW et al., 1996, KOPPEL et al., 2015).

As dietas experimentais utilizadas neste estudo foram isonutricionais e
receberam a mesma inclusdo de niveis de palatabilizante e gordura, minimizando a
interferéncia de outros fatores além do teor e fonte de fibra utilizadas na sua
producdo. O efeito da fibra na palatabilidade pode afetar a ingestdo. Dietas
volumosas, com baixa densidade energética, sdo na maioria das vezes, menos
atraentes do que alimentos mais densos em energia (DREWNOWSKI, 1998). Dessa
maneira, os efeitos da diluicdo de energia pela fibra dietética podem reduzir a
ingestao de energia diminuindo a palatabilidade geral da dieta. Além disso as fontes
de fibra podem influenciar na aparéncia, aroma e textura do alimento extrusado
devido a sua interacdo com o amido (ROBIN; SCHUCHMANN; PALZER, 2012).

Ao avaliar as caracteristicas do extrusado, a inclusdo de FM 12% apresentou
um maior nimero de poros em relacdo as demais dietas, isso pode influenciar na
textura do produto e consequentemente na crocancia e na mastigacdo (BASTOS et
al., 2019).

E importante considerar a possibilidade de presenca do acido cianidrico, fator
antinutricional, na fibra de mandioca usada para formulacdo dos tratamentos, e uma
possibilidade pela nédo preferéncia desse tratamento pelos gatos. No presente
estudo ndo foi realizada a analise da presenca desse &cido, porém sabe-se que
pode estar presente quando o tecido da planta é danificado e o processo de hidrélise
que ocorre libera cianeto (MONTAGINAC; DAVIS; TANUMIHARDJO, 2009). Isso
acontece principalmente devido ao mau processamento, quando a mandioca e suas
partes sdo moidas ou trituradas permitindo essa reacdo enzimatica (ABREU,;
MATTIETTO, 2016).
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A auséncia de protocolos oficiais para ensaios de palatabilidade, faz com

gue os estudos publicados sobre palatabilidade de alimentos para caes e gatos,

utilizem protocolos proprios ou adaptados de outros autores, tornando dificil a

comparacdo dos resultados entre esses estudos (FELIX; OLIVEIRA; MAIORKA,
2010).

6 CONCLUSOES

A incluséo de fibra de mandioca em até 12% da matéria seca nao interferiu
na ingestdo de nutrientes e na digestibilidade dos nutrientes. Apesar dos
tratamentos com fibra de mandioca terem apresentado resultados negativos para a
palatabilidade, durante o ensaio ndo houve interferéncia sobre o consumo alimentar.
A avaliacdo da microbiota fecal sugere a possibilidade de fermentacéo pela fibra de
mandioca, porém com isso ainda permanece inconclusivo devido a auséncia da
analise dos acidos graxos de cadeia curta. A fibra de mandioca apresentou
resultados semelhantes as fontes de fibras frequentemente utilizadas na nutricdo de
gatos (polpa de beterraba e celulose), podendo ser considerada adequada como
ingrediente para fabricagéo de alimento extrusado para gatos. Conclui-se que a fibra
de mandioca é uma fonte possivel de ser utilizada na alimentacéo de gatos, sendo

seu uso seguro com incluséo de até 12%.
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