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Uso de lignina Kraft na dieta de fémeas suinas em gestacao e lactacao

RESUMO

O estudo foi conduzido com 0 objetivo de avaliar os efeitos da inclusdo de lignina Kraft
na dieta de fémeas gestantes sobre o desempenho, digestibilidade de nutrientes da racao,
quantificacdo microbioldgica das fezes, concentracdo fecal de &cidos graxos de cadeia
curta, pardmetros hematoldgicos e bioquimicos séricos e na dieta de fémeas lactantes
sobre seu desempenho e da leitegada, composicdo do colostro e leite e atividade de
enzimas do sistema antioxidante no soro das porcas. Foram utilizadas 75 matrizes suinas
do dia 0 de gestagéo a 20 dias de lactagéo, distribuidas em delineamento em blocos ao
acaso com trés tratamentos e a ordem de parto foi adotada como fator de bloco, os
tratamentos foram: C = Controle (dieta basal sem adicdo de lignina); LKO0,5 = dieta basal

+0,5% de lignina Kraft e LK1,0 = dieta basal + 1,0% de lignina Kraft. As matrizes foramalojadas em gaiolas
individuais durante o periodo de gestacdo e celas de parto durante a lacta¢do. Durante o periodo de gestacéo
as fémeas foram alimentadas de forma restrita edurante a lactagdo a vontade, e agua a vontade em ambas as
fases. A inclusdo de lignina Kraft ndo afetou o desempenho das matrizes suinas durante a gestacao e lactacéo,
assim como da leitegada e composicdo bromatolégica do colostro e do leite. Houve diminuicdolinear no
coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta e de energia bruta, coma inclusdo de lignina na dieta.
A inclusdo de lignina Kraft aumentou linearmente a concentracdes de bactérias acido-laticas na microbiota
intestinal, porém ndo modificou aconcentracdo fecal de &cidos graxos de cadeia curta. Para os parametros
sanguineos, houve aumento linear de eosindfilos e hemoglobina corpuscular média e diminuicdo de linfocitos
sanguineos com o aumento da inclusdo de lignina na dieta das fémeas. Também,o aumento da inclusdo de
lignina na dieta aumentou linearmente a concentracdo de creatinina e diminuiu linearmente a atividade da
enzima catalase no soro. De maneira geral, a inclusdo de 1% de lignina se mostrou vantajosa, pois
apesar de diminuir a digestibilidade da dieta, ndo interferiu no desempenho das fémeas e leitegada,
além de modular positivamente a colonizacdo de bactérias acido-laticas na microbiota intestinal no

terco final de gestacdo das porcas e reduzir a atividade da catalase no sistema antioxidante.

Palavras-chave: suinos, reproducéo, prebioticos, compostos naturais, microbiota



Use of Kraft lignin in the diet of pregnant and lactating sows

ABSTRACT

The study was conducted with the objective of evaluating the effects of the inclusion of
Kraft lignin in the diet of pregnant females on performance, nutrient digestibility of the
feed, microbiological quantification of feces, fecal concentration of short-chain fatty
acids, hematological and serum biochemical parameters. and in the diet of lactating sows
on their performance and litter, colostrum and milk composition and activity of enzymes
of the antioxidant system in sow whey. A total of 75 sows from day 0 of gestation to 20
days of lactation were used, distributed in a randomized block design with three
treatments and the farrowing order was adopted as a block factor, the treatments were: C
= Control (basal diet without addition of lignin); LKO0.5 = basal diet + 0.5% Kraft lignin
and LK1.0 = basal diet + 1.0% Kraft lignin. Sows were housed in individual cages during
the gestation period and farrowing cells during lactation. During the gestation period the
females were fed ad libitum and during lactation ad libitum, and ad libitum water in both
phases. The inclusion of Kraft lignin did not affect the performance of sows during
pregnancy and lactation, as well as the litter and bromatological composition of colostrum
and milk. There was a linear decrease in the coefficient of apparent digestibility of crude
protein and crude energy, with the inclusion of lignin in the diet. The inclusion of Kraft
lignin linearly increased the concentrations of lactic acid bacteria in the intestinal
microbiota but did not change the fecal concentration of short-chain fatty acids. For blood
parameters, there was a linear increase in eosinophils and mean corpuscular hemoglobin
and a decrease in blood lymphocytes with increasing inclusion of lignin in the diet of
females. Also, increasing dietary lignin inclusion linearly increased creatinine
concentration and linearly decreased serum catalase enzyme activity. In general, an
inclusion of 1% of lignin proved to be advantageous, because despite decreasing the
digestibility of the diet of the females and the diet, in addition to positively modulating
the colonization of lactic acid bacteria in the intestinal microbiota at the end of gestation

of the sows and reduce catalase activity in the antioxidant system.

Keywords: swine, breeding, prebiotics, natural compounds, microbiota.
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CONSIDERACOES INICIAIS

As matrizes suinas utilizadas na suinocultura foram desenvolvidas para
precocidade reprodutiva, maior peso corporal e hiperprolificidade. No entanto, a
intensificacdo do potencial reprodutivo proporcionou aspectos negativos, como menor
peso ao nascimento dos leitdes, que desencadearam alta variabilidade do peso dentro da
leitegada e maior mortalidade durante a fase de maternidade e menor peso ao desmame
(KOKETSU et al., 2017).

A fémea suina hiperprolifica possui maiores desafios durante as fases de gestacdo
e lactagdo, visto que ocorre uma alta demanda de energia para garantir a producéo
adequada de leite para atender a necessidade de um maior nimero de leitdes, o que
ocasiona uma alta mobilizacdo de reservas corporais durante a lactacdo, que afeta
diretamente a condicdo corporal da fémea, alem da sua eficiéncia reprodutiva na gestacéo
subsequente (ZANGERONIMO et al., 2013).

A suplementacdo da fémea no terco final da gestacdo é uma estratégia nutricional
capaz de reduzir as perdas produtivas geradas pelo estado metabolico, melhorar o
desempenho da leitegada ao nascimento e desmame. Dentre eles aminoacidos, como
arginina, glutamina, leucina, triptofano, glicina e taurina, acidos graxos essenciais - AGE
como linoleico (LA), docosahexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA), assim como
acido ascorbico e L-carnitina (CHAVES, 2017; NUNTAPAITOON et al., 2018; WEI et
al., 2019; SUN; KIM, 2020; KROGH et al., 2020; HONG et al., 2020). Além destes
observa-se a inclusdo de aditivos zootécnicos para modulacdo da microbiota intestinal
(CHENG et al., 2015; LI et al., 2015; GU et al., 2019).

Segundo 0 MAPA (2004), os aditivos zootécnicos equilibradores de microbiota
devem ter estabilidade na microbiota intestinal normal do hospedeiro, além de reduzir a
carga bacteriana no trato gastrintestinal - TGI e, por consequéncia indireta do seu modo
de acdo, melhorar a digestibilidade de nutrientes. Entre ele estdo 0s probidticos,
prebioticos e simbidticos.

Os prebidticos sdo carboidratos, polissacarideos ndo amilaceos — PNA,
oligossacarideos ndo digestiveis - OND e fibras dietéticas (solGveis e insollveis) que
servem como substrato de uma ou mais col6nias de bactérias no TGI, favorecendo a sua
multiplicacdo em detrimento das bactérias prejudiciais. Os prebidticos mais importantes

usados na suinocultura sdo os oligossacarideos funcionais, sendo o
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mananoligossacarideos (MOS) e frutooligossacarideo (FOS) mais estudados (GIBSON;
ROBERFROID, 1995).

Os prebidticos adicionados a dieta modulam a microbiota intestinal afetando
diretamente a sua atividade metabolica (ROBERFROID et al., 2010). Além da
seletividade de col6nias bacterianas fermentadoras, que proporcionam maior produgéo de
AGCC, que atuam na atividade antibacteriana especificas (LIU et al., 2021), o aumento
da producdo de AGCC tem correlagdo positiva com a apoptose de células inflamatdrias,
e sao fontes importantes de energia para as células epiteliais do intestino, responsavel por
funcdes imunomoduladoras e anti-inflamatdrias que atuam na inibir de proliferacdo de
bactérias patogénicas (LIU et al., 2021).

Na literatura, os estudos com o uso de prebidtico em fémea suina durante a
gestacdo e a lactacdo sdo escassos. No entanto, os estudos com probidticos trazem
respostas positivas sobre o desempenho da porca durante a gestacdo e a lactacdo,
parametros sanguineos, composicdo do leite €, como consequéncia, melhor desempenho
dos leitdes desmamados (ALEXOPOULOS et al., 2004; CHENG et al., 2015; LI et al.,
2015; GU et al., 2019), demonstrando que a melhora da saude intestinal das porcas pode
aumentar sua capacidade lactacional e a qualidade do leite (TAN et al., 2015; SUN et al.,
2015). Sendo o leite a Unica fonte de energia para 0s neonatos, a melhora na sua
composicao e producdo sdo fundamentais para a sobrevivéncia e crescimento pos-natal
dos leitdes (NUNTAPAITOON et al., 2019).

Assim como 0s probioticos, os prebidticos podem contribuir na promocéao de
salde de matrizes. O uso de inulina em porcas gestantes promoveu 0 aumento na
concentracdo de butirato, importante fonte de energia para os enterdcitos, alem de reduzir
o0 tempo de transito da digesta no final da gestacdo, melhorando a consisténcia desidratada
das fezes (ZHOU et al., 2018). Outro prebiotico avaliado no terco final da gestacéo de
porcas, o isomaltooligossacarideo — ISO, oligossacarideo funcional, foi eficiente na
reducdo da duracdo do parto (GU et al., 2021) e 0 MOS na reducéo no intervalo desmame-
estro de matrizes (DUAN et al., 2016).

Em geral, os prebidticos sdo carboidratos, sendo os PNA, OND e a fibra dietética
ndo sollveis presentes na composicao da parede celular de diversos vegetais, na forma de
polimeros de carboidratos e polimero de fenilpropano no caso da lignina.

Durante a polpacdo da madeira para a fabricacdo de papel, ocorre a separacdo de
componentes como celulose e as hemiceluloses, polissacarideos de estrutura

semicristalina que conferem sustentagéo a parede celular, e a lignina.
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De acordo com o processo quimico de extracdo, a lignina gerada apresenta
compostos fendlicos na sua composicao, que possui atividade antimicrobiana (HAUPTLI;
LOVATTO, 2006; MUELLER-HARVEY, 2010), propriedade benéfica na modulacao da
microbiota intestinal e estimulacdo do sistema imune (BAURHOO; PHILLIP; RUIZ-
FERIA, 2007a; FERREIRA, 2020) e propriedade antioxidantesemelhantes & vitamina E
(ANOUAR et al., 2009; AYYACHAMY et al., 2013; BEZERRA, 2019). Alguns estudos
desse composto na dieta de algumas espécies animais(BAURHOO; PHILLIP; RUIZ-
FERIA, 2007; WANG et al., 2009; WANG,;

MCALLISTER; LORA, 2017; YOSSA et al., 2018), demonstraram acdo benéfica sobre
a microbiota intestinal, melhora no aproveitamento dos nutrientes e desempenho dos
animais. Entretanto, seus efeitos em dietas de matrizes suinas gestantes e lactantes e suas
possiveis agdes prebioticas e sistémica ainda ndo sdo conhecidas, necessitando portanto,

de mais estudos.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1  NUTRICAO DURANTE AS FASES DE GESTACAO E LACTACAO DA
FEMEA SUINA

A nutricdo da fémea suina tem evoluido consideravelmente nos ultimos anos para
acompanhar a evolucdo genética dos animais, buscando maximizar a produtividade da
fémea com o maior nimero de leitdes nascidos vivos, menor intervalo desmama-estro,
maior peso ao nascimento e ao desmame dos leitdes. A alta produtividade das fémeas
demanda maior exigéncia nutricional para atender a demanda metabdlica e os desafios
durante a gestacdo e a lactacdo (PEREIRA et al., 2020).

Inadequados programas de alimentacdo durante estes periodos trazem como
consequéncias falhas reprodutivas, como baixa produtividade, aumento da taxa de
descarte e reposicdo do plantel, fatores que comprometem o rendimento econdmico do
sistema produtivo (ABCS, 2014). Os esforcos devem ser direcionados para minimizar as
perdas durante as fases mais criticas do ciclo reprodutivo, permitindo o aproveitamento
com maior eficiéncia do potencial genético da matriz ao longo da sua vida produtiva.

A nutricdo das porcas em gestacdo esta direcionada para redugdo de perdas
gestacionais, assim como o adequado crescimento dos fetos, desenvolvimento da

glandula mamaria e recomposi¢do da condicdo corporal da porca em decorréncia da
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lactacdo anterior. O programa nutricional da fémea durante a gestagdo leva em
consideracdo o periodo gestacional e suas alteragdes metabolicas, a heterogeneidade
ligada & ordem de parto entre matrizes e a condi¢do corporal e metabolica resultante da
lactagdo anterior. Considerando o periodo gestacional, divide-se a gestacdo em primeiro
terco, que compreende os 30 primeiros dias; segundo terco, periodo intermediério entre
os 30 dias e 75 dias de gestacdo; e terceiro e Gltimo terco, entre 0s 75 dias e 0 momento
do parto (ABCS, 2014).

O terco inicial de gestacdo da matriz (0 a 30 dias) é o mais importante para a
viabilidade da gestacdo, pois é neste periodo que ocorre grande parte das perdas
embrionarias (FLOWERS, 2020). As perdas embrionarias afetam principalmente as
marrds (fémeas na primeira gestacdo) e primiparas (fémeas de segunda gestacdo) devido
a menor capacidade fisica uterina, no qual as perdas ocorrem antes da implantacao
embrionaria e o principal fator na determinacdo no tamanho da leitegada ao nascimento.
Ja em fémeas multiparas as perdas embrionarias estdo relacionadas ao estado catabodlico
lactacional, em que a grande mobilizacdo corporal (proteina e gordura) da fémea é
direcionada para a producéo de leite (FLOWERS, 2020).

A organogénese, placentacdo, vascularizagdo e regulacdo do sangue Utero-
placenta sdo afetadas pelo estado nutricional das matrizes, pois fémeas magras, no
primeiro terco da gestacdo, reduzem a transferéncia de nutrientes e oxigénio para a
placenta, ocasionando a reducdo no crescimento fetal (BASINI et al., 2018). No entanto,
fémeas em condicédo corporal obesas, quando alimentas a vontade, aumentam o fluxo de
nutrientes para a corrente sanguinea, elevando a atividade hepatica e a metabolizacéo da
progesterona circulante, o que reduz a sintese de proteina uterina especifica, ocasionando
aumento da mortalidade embrionaria nos primeiros quinze dias (PRUNIER; QUESNEL,
2000).

A fase intermediaria da gestacéo (31 aos 85 dias) tem como objetivo a recuperacao
das reservas corporais das fémeas magras que tiveram maior mobilizacdo corporal durante
a lactacdo anterior e leve restricao em fémeas obesas. O ajuste nutricional pode ser feito
por meio da manipulacdo da quantidade de racéo ofertada as fémeas, de forma que a fémea
alcance a condicdo corporal adequada (YOUNG et al., 2005).

Durante este periodo, além de recuperacdo das fémeas ocorre o estabelecimento
das fibras musculares dos fetos, que refletird no maximo de desenvolvimento pds-natal,
assim como a eficiéncia desse crescimento nas fases seguintes até o abate (KIM et al.,

2018), pois o nivel de hipertrofia (tamanho de fibras) e hiperplasia (nimero de fibra) que
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determina a massa corporea final do suino ao abate ir& depender das fibras musculares
formadas durante o desenvolvimento fetal (BRITO et al., 2020).

No ultimo terco da gestagdo (86 dias aos 114 dias — parto), & necessario o aumento
do aporte de energia para matriz, pois € neste periodo que ocorre a intensificacdo do
crescimento fetal devido ao periodo de maior formacao de fibras musculares secundarias,
entre 0s 55 e 95 dias (ZHU et al., 2008), maior desenvolvimento das glandulas mamarias,
entre 76 e 90 dias de gestacdo, que sofre ainda um aumento de 30% entre os dias 100 e
110 dias de gestacdo (JI; HURLEY; KIM, 2006; VANKLOMPENBERG et al., 2013).

Entretanto, o excesso de energia prejudica a formacdo da glandula mamaria e
ocasiona queda na producdo de leite durante a lactacdo. O estado energético da fémea
gestante influenciard no seu desempenho durante a lactacdo seguinte. O excesso de
energia pode causar obesidade ao parto, diminuicdo nas contragdes uterinas que
aumentam a duragéo do parto, reduzindo a vitalidade dos leitdes, além de sensibilidade a
insulina que promove a reducdo do consumo voluntario e ocasionando perdas corporais
significativas durante a lactacdo (FLORES et al., 2007).

Devido a precocidade das matrizes atuais, 0 seu crescimento ainda acontece
durante os dois primeiros ciclos reprodutivos e existe diferenca entre marrds e fémeas
primiparas, o que exige manejo nutricional diferente para essas duas categorias, uma vez
que suas exigéncias nutricionais sdo diferentes. Marras, na primeira gestacdo, possuem
maiores exigéncias nutricionais, pois estdo em desenvolvimento corporal e gestacional.
Fémeas magras na sua primeira lactacdo, sofrem maiores mobilizacdo de reservas
corporais, devido a alta demanda de nutriente direcionados para producéo de leite, além
de comprometimento de seu desempenho na gestacdo subsequente (FOXCROFT et al.,
2017).

Segundo Rostagno et al. (2017), as exigéncias de porcas em gestacdo sdo divididas
em dois periodos (0-85 e 86-114) e diferentes entre marras e porcas, sendo que a exigéncia
é de 3.150 kcal/kg de energia metabolizavel para marrds e porcas, de 0,5 % a 0,7% de
lisina digestivel para marrés e de 0,3% a 0,6% de lisina digestivel para porcas.

A suplementacdo com fibra no periodo pré-lactacdo contribui com a estabilidade
da glicose, niveis de insulina e concentracdo de leptina no sangue, alem de melhorar a
capacidade e o tamanho do trato gastrintestinal, adaptando a porca a volumes maiores da
dieta na lactagdo (QUESNEL et al., 2009). A suplementacdo com fibra também reduz a
duracdo do parto, o que € benéfico para reduzir o risco de hipoxia fetal e nimero de leitbes
mortos (LANGENDIJK; PLUSH, 2019).
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Dentre as estratégias utilizada na nutri¢cdo de porcas em gestacao € a inclusdo de
fibra dietética (solivel e insoluvel) no terco final de gestagdo (WANG et al., 2016).
Avaliando inclusdo de fibra insoltvel (casca de soja) em dietas de porcas gestantes, Mou
et al. (2020) observaram menor nimero de leitdes totais e vivos em comparacdo a dietas
ricas em fibra soltvel (polpa de beterraba), apesar de ambas as dietas serem isonutritivas
e com proporgdes iguais de fibra dietética. Também, o uso dessa mesma fibra dietética na
dieta de porcas em gestacdo proporcionou efeitos benéficos para o sistema imunolégico
materno e o status redox (LIU et al., 2020).

Além do efeito no desempenho produtivo das fémeas, a inclusdo de fibra contribui
para a saude das fémeas no terco final de gestacdo, em que a inclusdo de fibra em
proporc¢des de fibra soltvel e insoltvel iguais reduz as concentracdes de colesterol e low
density lipoprotein — LDL (LI et al., 2021) por meio da producéo de AGCC, que inibem
a sintese de colesterol e reduzem a resposta inflamatoria (JOVANOVSKI et al., 2018).

Matrizes alimentadas com inulina e celulose (alta inclusdo de fibra) no final da
gestacdo apresentam maiores concentracdes circulantes de estrogeno e hormonio
luteinizante — LH (LI et al., 2021), sendo que a concentracdo de estrégeno circulante e o
tamanho da leitegada possuem correlacao positiva, além de que maiores concentracées de
LH desencadeiam a producdo de progesterona, diretamente associada a manutengdo da
gestacdo e sobrevivéncia embrionaria (FLOWERS, 2020).

Um dos principais objetivos do programa nutricional de matrizes suinas em
lactacdo € maximizar a producédo de leite para o melhor desenvolvimento de sua prole e
reduzir as perdas de reserva corporal, para que a fémea tenha um desempenho subsequente
satisfatério (ZANGERONIMO et al., 2013). Um dos desafios de maior destaque durante
a lactacdo € o consumo insuficiente da dieta devido a resisténcia a insulina em porcas, 0
que prejudica diretamente o consumo na lactacdo (MOSNIER et al., 2010) para atender a
alta demanda de producéo de leite, 0 que ocasiona alto grau de mobilizacédo de reservas
corporais para compensar o déficit energético e nutricional (SOBESTIANSKY et al.,
1998; SMITS et al., 2011; TANGHE; SMET, 2013).

A reducdo no consumo voluntario de racdo na lactacdo (ARENTSON-LANTZ et
al., 2014), ocasiona maior catabolismo e queda na producao de leite (KIM et al., 2001).
FEémea obesa no momento do parto acarreta dificuldade de parto, aumento da duracéo
deste, maior nimero de natimortos e aumento de mortalidade por esmagamento dos
leitGes durante a lactacdo (HASAN et al., 2019).

Fémeas em lactagdo tém sua exigéncia aumentada devido & producdo de leite,
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sendo a necessidade de energia de 3.400 kcal/kg de energia metabolizavel e 1,12% de
lisina digestivel (ROSTAGNO et al., 2017).

Considerando a importancia da lactacdo, além dos moduladores nutricionais ja
utilizados na suinocultura, como a somatotropina (PST) que proporciona aumento no
nimero de leitGes e peso ao nascimento (GATFORD et al., 2010), L-carnitina e L-
arginina, que modificam a particdo de energia e o fluxo de nutrientes ao nivel da placenta
e tecido (CHE et al., 2013; LINDEMANN; LU, 2018), pode-se incluir ainda outros
aditivos durante a lactacdo, que proporcionem alteracBes benéficas na microbiota
intestinal e seus efeitos sistémicos no desempenho e salde da matriz e leitegada, com

destaque para os prebidticos (ZHOU et al., 2018).

1.2 MICROBIOTA INTESTINAL DE SUINOS

O trato gastrintestinal dos mamiferos apresenta uma comunidade diversificada e
complexa de microrganismos, com cerca de 500 a 1.000 especies, entre protozoarios,
fungos, virus e bactérias (ISAACSON; KIM, 2012). As principais funcfes da microbiota
intestinal para seu hospedeiro incluem atividades metabolicas importantes para o
crescimento animal (GREEN et al., 2006), maturacdo do epitélio intestinal (LE
BOURGOT et al., 2014), sistema imune (MAZMANIAN; ROUND; KASPER, 2008;
SHIN et al., 2019) e funcdes relacionadas a distdrbios metabdlicos (JANSSEN et al.,
2015; HASAN et al., 2018).

Em um sequenciamento de DNA para estruturar a comunidade bacteriana
predominante em porcas, foram encontrados 245 géneros, dos quais, 0s dez géneros mais
abundantes, que representam aproximadamente 74% das sequéncias, foram Treponema,
Oscillibacter, Lactobacillus, Clostridium, Bifidobacterium, Streptococcus, Fibrobacter,
Clostridium, Roseburia e Ruminococcus (NIU et al., 2019). No mesmo estudo, foi
identificada uma correlagéo positiva entre bactérias especificas e digestibilidade aparente
de nutrientes. A microbiota intestinal pode ser modulada conforme o estado sanitario,
composicao genética do hospedeiro e a dieta (SOMMER; BACKHED, 2013).

A composi¢cdo da microbiota intestinal em suinos também é passivel de ser
moldada pela genética do hospedeiro, no qual em um estudo foram apontadas diferencas
no género de bactérias fecais de trés diferentes racas de suinos (PAJARILLO et al., 2014).
Porém, a dieta tem sido avaliada como principal modulador da microbiota, visto que a

composicdo microbiana e a dieta co-evoluiram e estdo ligadas a melhor absorcdo e
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digestdo dos alimentos no TGI, o que justifica que alteragdes na dieta do hospedeiro
resultam em colonizacdo bacteriana metabolicamente adaptavel a diferentes substratos
fornecidos na dieta (MORAES et al., 2014).

As bactérias gram negativas, como a Escherichia coli e Salmonella, destacam-se
como principais agentes infecciosos na producdo de suinos (ALBERTON, 2012). Néo
apenas causam infec¢des entéricas, como deprimem o sistema imune, tornando os animas
susceptiveis a outras infeccdes. As diferentes cepas de Escherichia coli estdo diretamente
ligadas a doencas entéricas em leitbes nas fases de aleitamento e periodo p6s-desmame,
afetando o desempenho e satde dos animais (FAIRBROTHER et al., 2005).

Os locais de maior colonizacdo das cepas de E. coli sdo o intestino delgado
(duodeno) e o grosso (ceco), em que ocorre a adesdo das fimbrias a mucosa, causando
uma degeneracdo dos enterdcitos devido ao contato com a TIR (Translocated intimin
receptor). A TIR é injetada no citoplasma celular, particularmente nos filamentos de
actina, levando a um encurtamento das microvilosidades dos enterdcitos e a formacéo de
um pedestal no qual a fimbria bacteriana se fixa, ocasionando a perda da capacidade
absortiva do epitélio intestinal (FAIRBROTHER et al., 2005), desenvolvimento de
diarreias neonatais e pos-desmame associadas a ma absorcdo de nutrientes e outras
infecgdes oportunistas.

As cepas E. coli patogénicas sdo responsaveis por 70% dos casos de infeccéo
urinaria em porcas e a E. coli uropatogénica esta diretamente ligada as infec¢coes do trato
urinario e influenciam negativamente os indices produtivos (PORTO; SILVA, 2005). As
infecgdes do trato urinario sdo ocasionadas por algumas vias de contaminacao, entre elas,
a ambiental, no qual as particularidades anatdbmicas da fémea contribuem com a
contaminacdo (ALBERTON, 2012). A microbiota do trato urogenital da fémea suina
normal é desprovida de fatores de patogenicidade e sua presenca é sempre um fator de
protecdo contra infecgbes por outros agentes patogénicos originarios das fezes, pele e
ambiente (ALBERTON, 2012).

As bactérias acido-lacticas (BAL) sdo caracterizadas por organismos gram-
positivos e estritamente fermentadores de acido lactico, entre elas, os géneros de maior
destaque sdo: Enterococcus, Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Tetragenococcus, Oenococcus, Vagococcus, Streptococcus e Weissella
(GARCIA-HERNANDEZ et al., 2016). As BAL desempenham papel importante na
fermentagdo de acgucares, producdo de bacteriocinas e peptideos bacterianos que agem

contra bactérias patogénicas no TGI. Uma das fungdes das BAL é a produgdo de &cidos
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organicos com efeito antimicrobiano, como &cido acético, acido butirico e &cido
propiénico. O modo de acdo frente a patdgenos estd na inibicdo do metabolismo e o
desenvolvimento de bactérias patogénicas como E. coli. As bacteriocinas sdéo compostos
produzidos por ribossomos de bactérias e apresentam atividade bactericida contra um
espectro de bactérias estritamente relacionado as espécies produtoras. Os principais
mecanismos de acdo sdo a alteracdo da atividade enzimatica, inibicdo da germinacdo de
esporos e inativacao de transportadores anidnicos através da formacao de poros seletivos
(FERRONATTO et al., 2017).

1.3  ADITIVOS USADOS NA DIETA DE SUINOS

O emprego de aditivos na alimentacdo animal € uma pratica mundialmente
conhecida e segue normas técnicas rigidas estabelecidas pela legislacao internacional de
grande referéncia, como O Codex Alimentarius, criado em 1963, pela Organizagédo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (ANVISA, 2016).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
estabeleceu, em 1974, a Lei 6.198 de 26 de dezembro de 1974, pelas regras dispostas no
Decreto n° 6.296/07 para fiscalizacdo de todo produto e estabelecimento destinado a
alimentacdo animal. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e 0 MAPA,
por meio da Instrugdo Normativa (IN) 13/2004, estabelecem os procedimentos basicos
que precisam ser adotados para a avaliacdo de uso, registro e comercializacdo de aditivos
na alimentacdo animal. O conceito de aditivos pela IN 13, posteriormente modificada pela
IN 15/2009 de 26 de janeiro de 2009, define que:

[...] aditivo destinado a alimentacdo animal é toda substancia,
microrganismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente ao
produto, que ndo é utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou
ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentagdo animal ou dos produtos animais, melhore o
desempenho dos animais sadios ou atenda as necessidades nutricionais
(MAPA, 2004).

De acordo com a IN 13/04, os aditivos devem “ser utilizados em quantidades
estritamente necessarias a obtengdo do efeito desejado” e podem ser classificados de

acordo com suas fungdes e propriedades nas seguintes categorias:
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A) Aditivos tecnoldgicos: substancia adicionada ao produto destinado a
alimentacdo animal com fins tecnoldgicos, como: adsorventes, aglomerante,
antiaglomerantes, antioxidantes, antiumectantes, conservantes,
emulsificantes, estabilizantes, espessantes, gelificantes, entre outros.

B) Aditivos sensoriais: substancia adicionada ao produto para melhorar ou
modificar propriedades organolépticas, como corantes e pigmentantes,
aromatizantes e palatabilizantes.

C) Aditivos nutricionais: substancias utilizadas para manter ou melhorar
propriedades nutricionais do produto, como as vitaminas, oligoelementos ou
seus compostos, aminoacidos e seus derivados.

D) Aditivos zootécnicos: substancia adicionada para influir positivamente na
melhora do desempenho dos animais, como enzimas, equilibradores de flora
e melhoradores de desempenho.

E) Aditivos anticoccidianos: substancia destinada a eliminar ou inibir

protozoarios.

Atualmente, a maior preocupacdo em relacdo aos melhoradores de crescimento
antimicrobianos € a sua inclusdo em larga escala nas dietas, para reduzir os prejuizos
econémicos da queda de desempenho em periodos criticos, como, por exemplo, 0
desmame dos suinos (VIEITES et al., 2020).

Desde entdo, diversas portarias vém proibindo o uso de antimicrobiano como
melhoradores de crescimento, entre eles, nitrofuranos, furazolidonas, cloranfenicol,
avoparcina (IN 9 de 27/06/2003), olaquidox como promotor do crescimento (IN 11 de
24/11/2004), colistina (IN 45 de 22/11/2016), tilosina, lincomicina e tiamulina (IN 1 de
13/01/2020).

Destacam-se como novas estratégias o uso de compostos bioativos naturais, como
0s prebioticos, probidticos, simbidticos, acidos organicos e fitogénicos (STELLA et al.,
2020).

Os probidticos, prebioticos e simbioticos sdo classificados, segundo a IN 13, como
aditivos zootécnicos, assim como 0os melhoradores de crescimento. Como alternativa aos

antibidticos devem apresentar modo de acdo que proporcionem estabilizacdo da
microbiota intestinal normal e influenciem beneficamente os hospedeiros (MAPA, 2004).
Além disso, 0 uso de probidticos, prebioticos e simbidticos pode potencializar o

desenvolvimento da microbiota intestinal benéfica do hospedeiro. Segundo Gibson e
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Roberfroid (1995), probidticos sdo microrganismos vivos que conferem efeito benéfico a
satde do hospedeiro, como modulac¢do da microbiota intestinal, protegdo contra invasores
patogénicos por meio da estimulagdo do sistema imunolégico, quando administrados em
quantidades adequadas. Os principais microrganismos utilizados como probi6ticos sdo as
bactérias que pertencem aos géneros Lactobacillus, Bifidumbacterium, Enterococcus,
Streptococcus, Bacillus e leveduras.

Pesquisas sobre os efeitos dos probidticos no desempenho reprodutivo de suinos
séo relativamente limitados. No entanto, alguns estudos mostraram microrganismos
probidticos (Bacillus, Lactobacillus e Streptococcus) que melhoraram a qualidade do
colostro, qualidade e quantidade do leite, tamanho e vitalidade da leitegada e o peso
corporal dos leitdes (ALEXOPOULOQOS et al., 2001; ALEXOPOQULOS et al., 2004).

Outra alternativa para a modulacéo da microbiota intestinal € o uso de prebidticos.
Segundo Roberfroid et al. (2010), prebioticos sdo componentes alimentares
(carboidratos) ndo digeriveis no intestino delgado, que estimulam o crescimento seletivo
de bactérias benéficas no TGI, entre eles a lactulose, inulina e oligossacarideos como o
fructooligossacarideo (FOS), mananoligossacarideos (MQOS), pectooligossacarideo
(POS) e xilooligossacarideo (XOS).

As principais caracteristicas buscadas em compostos prebioticos sdo: a) nao
devem ser metabolizados ou absorviveis no trato digestério; b) servem como substrato
para um grupo ou mais de bactérias intestinais benéficas e estimulam o crescimento e
metabolismo destas; c) provocam alteracdo na microbiota intestinal do hospedeiro,
favorecendo a salde do hospedeiro; e d) promovem efeitos benéficos sistémicos ao
hospedeiro (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID, 2007).

De acordo com Silva e Nonberg (2003), o principal modo de acdo dos prebidticos
¢ a modulacdo benéfica da microbiota natural presente no hospedeiro, por meio da
especificidade de sua fermentacdo, estimulando o crescimento e a estabilidade das
populacdes por meio da producdo de &cidos organicos, em especial, acético e lactico, a
producdo de substdncias bacteriocinas e enzimaticas que resultam na inibicdo da
proliferacdo de microrganismos nocivos.

Outro modo de acdo bastante elucidado é a exclusdo competitiva por sitios de
ligacdo na mucosa, no qual prebioticos especificos com capacidade de adesdo no sitio de
ligacdo, ocupam este espaco, antes ocupado por bactérias indesejadas. Tornam, assim,
esses sitios indisponiveis, levando a reducdo da capacidade de fixacdo de algumas

colbnias de bactérias patogénicas e, por fim, sua eliminacdo (GIBSON; ROBERFROID,
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1995).

A microbiota colonizada no TGI est& diretamente ligada a produgdo de AGCC,
com destaque para bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. As bactérias
do género Bifidobacterium produzem maior concentracdo de acido acético no intestino
durante o processo de fermentacdo (HOOPER et al., 2002). No entanto, a incluséo de
probidticos e prebidticos como moduladores da microbiota do TGI trazem resultados
controversos sobre alteracdes do padréo de producdo de AGCC.

Os prebioticos podem ser polissacarideos ndo amilaceos — PNA, oligossacarideos
ndo digeriveis — ODN (carboidratos que compreendem 2 a 10 monossacarideos) e fibras
dietéticas solUveis e insoltveis. Na nutricdo de suinos, os prebidticos OND vém sendo
preferencialmente estudados, entre eles os frutoligossacarideos (FOS) (BUDINO et al.,
2013; ALVARENGA, 2019; KIM et al., 2019), p-glucano (ALVARENGA, 2019),
galactoligossacarideos (GOS) (MCDONNELL et al., 2016) e os mananoligossacarideos
(MOS) (ASSIS et al., 2014), visto que bactérias gram-negativas como Salmonella e E.
Coli s@o incapazes de fermentar os oligossacarideos e tém seu crescimento reduzido na
presenca destes produtos.

Positivamente, observa-se que o uso de prebidticos na racdo de leitbes
desmamados tem efeito semelhante ao uso de antibioticos melhoradores de desempenho,
(BUDINO et al., 2010). O uso de B-glucano melhora o desempenho (MENDES et al.,
2010) e os parametros pro-inflamatorios de leitbes na fase de creche (LI et al., 2005). A
suplementacédo na dieta de oligossacarideo de alginato modificou a microbiota intestinal
e promoveu aumentou nas concentracdes de acetato, propionato e butirato no contetdo
cecal (WANG et al., 2020).

Por outro lado, outros trabalhos ndo encontraram efeitos sobre a microbiota
intestinal e conteido de AGCC quando se usou na dieta de leitbes desmamados mistura
de diferentes prebidticos, como mananoligossacarideo, B-glucano, frutoligossacarideo e
galactoligossacarideo (ALVARENGA, 2019) ou lignina Kraft (FERREIRA et al., 2021).

Em porcas, a inclusdo de 5% de inulina (flutooligossacarideos com alto grau de
polimerizacdo), durante todo o periodo de gestacdo, melhorou a resisténcia a insulina e

tolerancia a glicose materna, fonte de energia para nutricdo placentaria, alterou o
metabolismo lipidico e a producdo de AGCC com aumento do acido propiénico (ZHOU
et al., 2018).

De acordo com Duan et al. (2016), a suplementacdo de mananoligossacarideo

(MOS) na concentracdo de 400 mg/ kg na dieta dos 86 dias de gestacdo até o desmame
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das porcas ndo afetou o nimero de leitdes vivos e 0 peso ao nascimento, mas foi suficiente
para reduzir o intervalo desmame-estro da fémea e melhorar o desempenho dos leitdes ao
desmame.

Em outros estudos, a inclusdo de isomaltooligossacarideo (IMO), na dieta de
porcas em gestacdo, ndo afetou o nimero de leitdes nascidos totais, vivos e mumificados,
nem a espessura toucinho das porcas (GU et al., 2019) e pardmetros de hemograma,
exceto para VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa) e AGNE (4&cido graxo ndo
esterificado) (WU et al., 2020). Por outro lado, o uso de IMO na dieta de porcas do 85°
dia de gestacao até o fim da lactacdo reduziu a duracdo do parto, aumentou o contetido de

agua das fezes e a taxa de transito do intestino delgado, reduzindo a ocorréncia de
constipacdes (GU et al., 2021), melhorando, assim, o desempenho reprodutivo das porcas.

A suplementacgdo prebidtica durante a gestacdo e a lactacdo das porcas também
pode estar associada a maior concentracdo de 1gG do colostro, melhorando a imunidade
passiva dos leitbes (GRAUGNARD et al., 2015). Entretanto, essa melhora ndo foi
observada nas concentracdes séricas de IgA e IgG no colostro e 1gG, IgA e IgM do leite
com a incluséo de mananoligossacarideo (MOS) na concentracdo de 400 mg/kg no terco
final de gestacdo de porcas. No entanto, a suplementacéo foi mais efetiva ao desmame
dos leitdes, em que as concentracfes séricas de IgA e IgG foram maiores, resultando na
melhora do crescimento e imunidade da leitegada ao desmame (DUAN et al., 2016).

A suplementacao de porcas com MOS dos 86 dias de gestacdo a 20 dias pds-parto,
associada a suplementacao dos leitdes do 7° ao 35° dia de vida, foi positiva para a reducéo
das concentracdes de citocinas pro-inflamatérias IL-2, 1L-4 e IFN no soro dos leitdes e
aumento nas concentracdes de citocina anti-inflamatoria (IL-10) (DUAN et al., 2019).

Os prebidticos podem ser obtidos da extracdo de compostos naturais em sementes
e raizes de alguns vegetais como a chicdria, cebola, alho, alcachofra, aspargo e cevada
(SILVA, 2000). Como evidenciado por Chang et al. (2021), com a inclusdo de acido 5-
aminolevulinico, composto extraido de plantas, foi apresentado efeito na sintese de ferro,
composicao, diversidade e funcdo da microbiota intestinal de porcas aos 85 dias de
gestacdo até o desmame. Ainda aplicando o sequenciamento de genes, observaram a
reducdo de cepa patogénicas e o0 aumento a abundancia relativa de cepas probidticas
(Streptococcus). Dessa forma, outras possibilidades de estudos de compostos naturais,
compostos secundarios de plantas e moléculas bioativas podem ser desenvolvidas, com

possivel atividade biologica e agdo antioxidante e antimicrobiana.
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1.4  ESTRESSE OXIDATIVO EM PORCAS

Durante a gestacdo a alimentacdo restrita associada ao aumento da demanda de
oxigénio e nutrientes para o desenvolvimento fetal no terco final resultam em aumento de
20-30% nas taxas metabodlicas em porcas (AGGARWAL; UPADHYAY, 2012).
Sindromes metabdlicas severas e estresse térmico elevado ocasionam estresse oxidativo
(KIM et al., 2013), além de alteracdes na diversidade e composicao bacteriana de porcas
(HE et al., 2020). O processo de estresse oxidativo é caracterizado pelo acumulo de
oxigénio ativo, superoxido e peroxido de hidrogénio produzidos pela placenta e glandula
mamaria durante o periodo de gestacdo. A quantidade de espécies reativas de oxigénio
(ERO) produzida, excedendo a capacidade de neutralizacdo dos antioxidantes, causa
danos oxidativos as proteinas, lipidios e DNA e, eventualmente, destréi a funcéo celular
(CADENAS, 1997).

Este excesso de ERO em matrizes suinas aumenta o risco de morte pré-natal,
diminuiu o desempenho reprodutivo, como numero total de nascidos, niUmero de nascidos
vivos e ganho de peso da leitegada (WHANG et al., 2020), além de reducdo no consumo
de racdo das porcas durante a lactacdo. Isto leva a um balanco energético negativo
prolongado, maior perda da condicao corporal e reducéo da producdo de leite (ALBERA,;
KANKOFER, 2010; KIM et al., 2013).

Para eliminar o excesso de radicais livres, o sistema antioxidante apresenta dois
mecanismos de defesa, sendo o sistema enzimatico e ndo-enzimatico. O sistema
antioxidante enzimatico inclui as enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT), que atuam como detoxificadoras do agente antes
que ele cause a lesdo. O sistema antioxidante ndo-enzimatico € representado pelo &cido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), entre outros, e tem a
funcdo de reparar a lesdo ja ocorrida (CADENAS, 1997).

A aplicacdo de estratégias nutricionais pode reduzir os efeitos do estresse
oxidativo, assim como a modificacdo da microbiota intestinal, por estar diretamente
interligada a capacidade antioxidante e a funcdo imunoldgica de porcas no final da
gestacdo (HAYAKAWA et al., 2016).

A suplementacgdo 1,6% de inulina (uma fibra soltvel) na racéo das porcas de 80 a
109 dias de gestagé@o proporcionou aumento na capacidade antioxidante total do soro (T-
AOC), superoxido dismutase total (T-SOD) e atividades de GSH-Px das porcas,
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melhorando o estado oxidativo (LI et al., 2020).

A incluséo de prebidticos no terco final da gestacdo pode contribuir para a melhora
na capacidade de defesa antioxidante de porcas. Xie et al. (2016) observaram melhora no
desempenho reprodutivo de porcas com a suplementacao de oligossacarideo de quitosana
na dieta durante o final da gestacdo. Em resposta, aumentou a capacidade de defesa
antioxidante da placenta durante o fim da gestacéo e da leitegada.

1.5  LIGNINA KRAFT NA DIETA DE SUINOS

Os compostos naturais secundarios de plantas como saponinas, taninos e
polifendis vém sendo avaliados como alternativas ao uso de antibi6ticos como
melhoradores de desempenho, devido a sua capacidade antimicrobiana natural
(HOSTETTMANN et al., 1996; HERPIN; CHEEKE, 2004; HAUPTLI; LOVATTO,
2006; MUELLER-HARVEY, 2010).

A lignina é um polimero aromatico composto por unidades de 4-fenilpropano, sua
estrutura complexa decorre da grande diversidade, quando se passa de uma espécie
vegetal para outra ou, até mesmo, dentro da mesma espécie e quando sao analisadas partes
diferentes do vegetal, sendo que madeiras de fibras longas (coniferas) apresentam 25 a
33% da biomassa seca de lignina e madeiras de fibras curtas (folhosas) e gramineas com
18 e 34% lignina. As diferencas na constituicdo dessas substancias sdo devidas,
principalmente, as diferencas de fatores ambientais como temperatura, intensidade de luz,
disponibilidade de agua e latitude, além do tempo de colheita e armazenamento (SALIBA
et al., 2001).

A lignina esta presente na parede celular de plantas e arvores, confere suporte
estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra pragas e doencas (VANCE et al., 1980)
e atua como componente essencial da madeira, promovendo o fortalecimento da parede
celular e facilitando o transporte de agua (HATFIELD; VERMERRIS, 2001). A lignina
extraida da madeira apresenta 11 fragmentos fendlicos (ZEMEK et al., 1979), sendo o
cumarico, ferulico, eugenol, isoeugenol e siringaldeido como principais.

No entanto, diferentes meios extracdo da celulose produzem diferentesfragmentos
de lignina. No processo de extracdo sulfurico, o acido sulfurico é usado paraconverter a
lignina em lignossulfonatos. O processo de extracdo Kraft, que usa hidroxidode sédio e
sulfeto de sodio para extrair lignina da celulose das fibras da madeira, produzindo assim

fragmentos de lignina purificada (CHEN et al., 2020).
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Portanto, a lignina Kraft apresenta efeitos bioldgicos que diferem da lignina
nativa. Por esse motivo, a lignina Kraft ndo representa uma barreira para digestédo de
nutrientes para animais monogastricos e ruminantes, pois durante o processo Kraft, o preé-
tratamento da madeira com hidréxido de sodio e sulfeto de sodio quebra a ligacédo alfa-0-
4 e beta 0-4 da sua macroestrutura, liberando unidades de fenilpropano com compostos
fendlicos de baixo peso molecular (125 a 155 g / mol). Ainda durante a extracdo da lignina
da madeira, o &cido pirolenhoso é liberado. Este acido é conhecido por atividade
antimicrobiana contra varios microrganismos, além de atividade antioxidante
(UGARTONDO et al., 2008; DONG et al., 2011; MA et al., 2013).

Os compostos fendlicos liberados na polpacdo da madeira sdo bem conhecidos
como substdncias fungitdxicas, antibacterianas e antiviréticas (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015). Os mais importantes e com atividade bioldgica séo o guaiacol
e siringol. Diversas finalidades sdo descritas em literatura, como propriedades analgesicas
(PARKE et al., 2009); antioxidante (ANOUAR et al., 2009; AYYACHAMY et al., 2013)
e antimicrobiana (LI; GE, 2012).

O mecanismo proposto por Fujisawa et al. (2002) pressupfe que a acdo do
guaiacol estd baseada na transferéncia de H * do grupo fenélico OH, em que o guaiacol
reage com o HxO. e as peroxidases, regando novos produtos. As propriedades
antimicrobianas dos compostos fendlicos da lignina conferem durabilidade natural de
muitas espécies de madeira e esta relacionada a potencial toxicidade para microrganismos
degradadores. Os compostos fendlicos sdo utilizados como conservantes de alimentos e
atuam na inibicdo do crescimento microbiano (DAVIDSON; BRANEN, 1981),
possibilitando potencial em melhorar a salde intestinal em animais.

Zemek et al. (1979), em um dos primeiros estudos in vitro, mostraram que 0S
componentes fenolicos da lignina foram capazes de inibir crescimento de microrganismos
como Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus licheniformis e Aspergillus
niger.

Apesar da variacdo na concentracdo inibitéria minima, devido a diferentes
fragmentos fendlicos presentes, a eficiéncia da lignina purificada ja mostrou resultados
positivos na reducdo das concentracdes de acidos graxos volateis no ceco e no intestino
grosso de frangos (RICKE et al.,, 1982), propriedades antibacterianas contra 0s
microrganismos E. coli e Pseudomonas em camundongos (OH-HARA et al., 1990) e

propriedades antitumorais em camundongos (SAKAGAMI et al., 1991).



31

Em outras espécies de animais, Phillip et al. (2000) mostraram melhor ganho de
peso corporal de bezerros da raca Holandesa, quando alimentados com lignina Alcell na
dieta. Em gansos, a suplementacdo de lignina purificada a partir de fibras vegetais
melhorou o ganho de peso diario, mas com efeito negativo na eficiéncia alimentar (YU et
al., 1998). Os autores atribuiram esse efeito a uma taxa mais rapida de passagem da
digesta pelo TGI, afetando diretamente o desempenho animal.

Em frangos de corte, a inclusdo de 12,5g/ kg MS na dieta de lignina purificada da
extragdo Alcell mostrou maiores concentragGes intestinais de Lactobacilos e
Bifidobactérias (BAURHOO; PHILLIP; RUIZ-FERIA, 2007a), porém, em nivel mais
elevado (25 g/kg de MS) de lignina na dieta, inibiu o crescimento destas bactérias
(BAURHOO et al., 2007b).

Os prebioticos tambem podem desempenhar papéis importantes na melhoria da
morfologia intestinal. A altura de vilosidades é geralmente correlacionada com melhor
saude intestinal e maior eficiéncia de digestdo e absor¢do. Em frangos de corte, 0 uso da
lignina na deita aumentou a altura das vilosidades e o nimero de células caliciformes
(BAURHOO; PHILLIP; RUIZ-FERIA, 2007a).

Valencia e Chavez (1997) mostraram que a inclusdo de 1,25% lignina purificada
na dieta de leitdes desmamados nao afetou o desempenho, mas reduziu o nivel plasmatico
de triglicerideos, demostrando a propriedade hipolipémica, quando fornecida a leitGes
desmamados. No entanto, Ferreira et al. (2021) observaram resultados semelhantes a
adicdo de antimicrobianos no desempenho de leitGes desmamados com a inclusdo de 0,5
% de lignina Kraft na dieta. Esses achados sugerem que diferencas nas concentracdes de
lignina, bem como nas espécies animais, podem contribuir para as respostas encontradas
sobre a inclusdo de lignina na nutricdo animal.

A natureza fenodlica contida na lignina Kraft frente a oxidacdo levou a estudos
sobre a capacidade da lignina em sequestrar radicais livres e, consequentemente, de
estabilizar as reagdes induzidas por oxigénio e ERO (DIZHBITE et al.,, 2004;
UGARTONDO et al., 2009), aléem de promover a funcdo de protecdo da molécula de
DNA (MARTINEZ et al., 2012). Apesar do uso de prebi6ticos ser comum na dieta de
suinos, os efeitos da inclusdo de lignina na dieta de leitGes ainda sdo variaveis e nas dietas
de porcas em gestacdo e lactacdo ainda ndo foi descrita em literatura, assim como a
melhora na atividade antioxidante.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos dos teores de lignina

Kraft na dieta de matrizes suinas gestantes e lactantes sobre o seu desempenho e da
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leitegada, digestibilidade aparente dos nutrientes da ragdo, composi¢éo do colostro e leite,
quantificacdo microbioldgica das fezes, concentragdo de acidos graxos de cadeia curta nas
fezes, perfil hematoldgico, concentracdo de bioguimico séricos e atividade enzimaética
antioxidante do soro.
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CAPITULO 2

O capitulo 2, intitulado “Efeito da lignina Kraft sobre desempenho, microbiota intestinal
e sistema antioxidante de fémeas suinas” foi redigido conforme as normas do periddico

Animal Feed Science and Technology.



46

Efeito da lignina Kraft sobre desempenho, microbiota intestinal e sistema

antioxidante de fémeas suinas
Resumo:

O estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar os efeitos da inclusdo de lignina Kraft
na dieta de fémeas gestantes sobre o desempenho, digestibilidade de nutrientes da ragéo,
quantificacdo microbioldgica das fezes, concentracdo fecal de acidos graxos de cadeia
curta, parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos e na dieta de fémeas lactantes
sobre seu desempenho e da leitegada, composicdo do colostro e leite e atividade de
enzimas do sistema antioxidante no soro das porcas. Foram utilizadas 75 matrizes suinas
do dia O de gestacdo a 20 dias de lactagdo, distribuidas em delineamento em blocos ao
acaso com trés tratamentos e a ordem de parto foi adotada como fator de bloco, os
tratamentos foram: C = Controle (dieta basal sem adicdo de lignina); LKO,5 = dieta basal
+0,5% de lignina Kraft e LK1,0 = dieta basal + 1,0% de lignina Kraft. As matrizes foram
alojadas em gaiolas individuais durante o periodo de gestacao e celas de parto durante a
lactacdo. Durante o periodo de gestacdo as fémeas foram alimentadas de forma restrita e
durante a lactacdo a vontade, e 4gua a vontade em ambas as fases. A incluséo de lignina
Kraft ndo afetou o desempenho das matrizes suinas durante a gestacéo e lactacao, assim
como da leitegada e composic¢ao bromatologica do colostro e do leite. Houve diminuicéo
linear no coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta e de energia bruta, com
a inclusdo de lignina na dieta. A inclusdo de lignina Kraft aumentou linearmente a
concentragdes de bactérias acido-laticas na microbiota intestinal, porém ndo modificou a
concentracdo fecal de acidos graxos de cadeia curta. Para 0s parametros sanguineos,
houve aumento linear de eosindfilos e hemoglobina corpuscular média e diminuicdo de
linfécitos sanguineos com o aumento da incluséo de lignina na dieta das fémeas. Também,
0 aumento da inclusdo de lignina na dieta aumentou linearmente a concentracdo de
creatinina e diminuiu linearmente a atividade da enzima catalase no soro. De maneira
geral, a inclusdo de 1% de lignina se mostrou vantajosa, pois apesar de diminuir a
digestibilidade da dieta, ndo interferiu no desempenho das fémeas e leitegada, além de
modular positivamente a colonizacdo de bactérias acido-laticas na microbiota intestinal
no terco final de gestacdo das porcas e reduzir a atividade da catalase no sistema

antioxidante.

Palavras-chave: aditivos; fémea suina; antimicrobiano; saude
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Effect of Kraft lignin on performance, intestinal microbiota and antioxidant system

of sows
Abstract:

The study was conducted with the objective of evaluating the effects of the inclusion of
Kraft lignin in the diet of pregnant females on performance, nutrient digestibility of the
feed, microbiological quantification of feces, fecal concentration of short-chain fatty
acids, hematological and serum biochemical parameters. and in the diet of lactating sows
on their performance and litter, colostrum and milk composition and activity of enzymes
of the antioxidant system in sow whey. A total of 75 sows from day 0 of gestation to 20
days of lactation were used, distributed in a randomized block design with three
treatments and the farrowing order was adopted as a block factor, the treatments were: C
= Control (basal diet without addition of lignin); LKO0.5 = basal diet + 0.5% Kraft lignin
and LK1.0 = basal diet + 1.0% Kiraft lignin. Sows were housed in individual cages during
the gestation period and farrowing cells during lactation. During the gestation period the
females were fed ad libitum and during lactation ad libitum, and ad libitum water in both
phases. The inclusion of Kraft lignin did not affect the performance of sows during
pregnancy and lactation, as well as the litter and bromatological composition of colostrum
and milk. There was a linear decrease in the coefficient of apparent digestibility of crude
protein and crude energy, with the inclusion of lignin in the diet. The inclusion of Kraft
lignin linearly increased the concentrations of lactic acid bacteria in the intestinal
microbiota, but did not change the fecal concentration of short-chain fatty acids. For blood
parameters, there was a linear increase in eosinophils and mean corpuscular hemoglobin
and a decrease in blood lymphocytes with increasing inclusion of lignin in the diet of
females. Also, increasing dietary lignin inclusion linearly increased creatinine
concentration and linearly decreased serum catalase enzyme activity. In general, an
inclusion of 1% of lignin proved to be advantageous, because despite decreasing the
digestibility of the diet of the females and the diet, in addition to positively modulating
the colonization of lactic acid bacteria in the intestinal microbiota at the end of gestation

of the sows and reduce catalase activity in the antioxidant system.

KEYWORDS: additives; female swine; antimicrobial; health
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1. Introducgéo

De maneira geral, 0 uso de prebidticos na dieta de suinos contribuem para a
modulacdo da microbiota intestinal, estimulacdo de respostas sistémicas positivas na
salde e desempenho dos suinos (Budifio et al., 2013; Wan et al., 2016; Xie et al., 2016;)
atividade antioxidante para porcas lactantes (Li et al., 2020), composi¢cdo do leite e
desempenho da leitegada (Barros et al., 2008).

A lignina Kraft gerada durante reacdo da madeira com hidréxido de sédio (NaOH)
+ sulfeto de sédio (Na2S) no processo de polpacédo da celulose da madeira de Eucalyptus
urograndis para a fabricacdo de papel, apresenta efeito biolégico, devido ao processo de
purificacdo, pois libera compostos fendlicos de baixo peso molecular (125 a 155 g/ mol),
0s quais possuem atividade antimicrobiana com possivel acao prebiotica (Baurhoo et al.,
2007, Krzysztof et al., 2019, Xin e Ho, 2020).

Os grupos funcionais hidroxila e metoxi presentes na estrutura da lignina,
possuem atividade antioxidante com capacidade de eliminar ou estabilizar as reacoes
induzidas por radicais livres nas células sob estresse oxidativo (Ayyachamy et al., 2013;
Espinoza-Acosta et al., 2016; Bezerra et al., 2020; Liao et al., 2020; Solihat et al., 2021;
Zheng et al., 2021).

Em camundongos, a lignina se mostrou eficiente em amenizar os danos da diarreia
induzida por Escherichia coli, com melhora na consisténcia das fezes, além de efeito
protetor ao dano intestinal nas células induzidas pela infeccdo, como reducdo de
alteracdes histologicas (Yun et al., 2021). Em frangos de corte, a lignina aumentou a
concentracdo de Lactobacillus e reduziu a concentracdo de Escherichia coli no ceco
(Baurhoo et al., 2007). Porém, Ferreira et al. (2021) ndo conseguiram mostrar o efeito da
lignina sobre a microbiota intestinal de leitdes desmamados. Recentemente, Bezerra et al.
(2020) observaram maior atividade de peroxidases e estabilizacdo dos niveis de H202no0
soro de cordeiros alimentados com lignina Kraft.

Em porcas durante os periodos periparto e a lactacdo, ha ocorréncia de
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a capacidade
de atuacdo do sistema antioxidante (Tan et al., 2016), o que pode afetar negativamente o
balango energético, escore corporal, producdo de leite e, consequentemente, o
desempenho da leitegada (Kim et al., 2013). No terco final da gestacdo ou durante a
lactacdo trazem efeitos na composicao do leite e, consequentemente, no desempenho da

leitegada, levando em conta que o colostro e leite sdo as unicas fontes de nutrientes aos
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leitbes lactentes e de suma importancia para a sua sobrevivéncia e desenvolvimento
(Barros et al., 2008, Frese et al., 2015, Wang et al., 2015).

Em matrizes suinas, ndo sdo conhecidos os efeitos da inclusdo de lignina Kraft
sobre o desempenho, pardmetros sanguineos e microbiota intestinal. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo de lignina Kraft na dieta de fémeas
gestantes sobre o desempenho, digestibilidade de nutrientes da ragdo, quantificacéo
microbioldgica das fezes, concentracao fecal de acidos graxos de cadeia curta, parametros
hematol6gicos e bioquimicos séricos e na deita de fémeas lactantes sobre seu desempenho
e da leitegada, composicdo do colostro e leite e atividade de enzimas do sistema

antioxidante no soro das porcas

2. Material e métodos

Todos os procedimentos aplicados neste experimento foram aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA/FMVZ da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (protocolo CEUA 0105/2020).

2.1.  Alojamento e animais

Foram utilizadas 75 matrizes suinas de linhagem Topigs Norsvin do Brasil®
TN70, sendo um grupo do mesmo lote durante todo experimento, em uma granja
comercial localizada no municipio de Coronel Macedo — SP. Durante a gestagéo as feméas
foram alojadas em gaiolas de gestacdo individual de ferro de 2,3 x 1,0 x 0,65, equipadas
com comedouro tipo calha de concreto e bebedouro tipo chupeta, piso parcialmente
ripado de concreto com inclinacdo para escoamento dos dejetos, em galpaode gestacéo de
alvenaria, construido no sentido Leste-Oeste, com muretas de 1,5 m, cortinas de lona e
sombrite nas laterais. Ao 110° dia de gestacdo as matrizes foram transferidas para
maternidade e alojadas em celas de parto, cuja area em média era de 3,54m?, sendo 1,26m?
de area disponivel para a matriz, com area de comedouro de concreto e bebedouro tipo
chupeta, com agua a vontade, piso de concreto ao centro e ripado de plastico nas laterais.
A cela de parto era composta de um escamoteador de madeira, com sistema de
aquecimento para 0s neonatos por meio de piso aquecido. E as salas de maternidade
apresentavam o sistema de resfriamento adiabatico com ventilacdo refrigerada

direcionada acima da cabeca das matrizes.
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2.2.  Delineamento experimental e dietas

As matrizes suinas foram distribuidas em delineamento de blocos casualizados
com trés tratamentos e vinte e cinco repeti¢des, os blocos foram definidos de acordo com
a ordem de parto (fémeas de 2° parto e fémeas a partir do 3° parto), considerando cada
matriz uma unidade experimental. As dietas foram: C= Dieta basal sem adi¢éo de lignina
Kraft; LKO,5= Dieta basal + 0,5% de lignina Kraft e LK1,0= Dieta basal + 1,0% de
lignina Kraft.

A lignina utilizada no experimento foi extraida pelo método Kraft (reagcdo da
madeira com hidroxido de sédio (NaOH) + sulfeto de sodio (NazS)) no processo de
polpacdo da celulose da madeira de Eucalyptus urograndis. A lignina Kraft era composta
por lignina (94,60%), compostos fendlicos guaiacila (1,16%) e siringila (1,82%), pH de
3,35, massa molar de 1148 e 2742Da, umidade (1,92%), cinzas (2,42%), 61,1% de
carbono total, 31,3% de oxigénio, 5,5% de hidrogénio, 1,7% de enxofre e 0,4% de
nitrogénio e 0,99% de carboidratos.

Todas as fémeas receberam agua a vontade e foram alimentadas de forma restrita
em um Unico trato diario um programa nutricional de duas fases na gestacéo (dieta de
gestacdo do 0 ao 85° dia de gestacéo e dieta pré-parto do 86° ao parto até o dia anterior a
data de parto prevista), pesadas diariamente e individualmente para cada fémea durante a
gestacdo, de acordo com os tratamentos (Tabela 1). A dieta de lactacdo foi fornecida a
partir do dia 1° pos-parto até o desmame a vontade e com aumento gradual até o 7° dia de

lactacdo, ajustado conforme o consumo da fémea.

Tabela 1. Quantidade de racdo oferecida aos animais, de acordo com o programa de
alimentacdo das fémeas

Gestacéo Gestacéo Pré — parto
Dias de fornecimento 0 ao 31°dia 32° a0 85° dia 86° ao parto
Quantidade (kg) 2,400 2,000 3,000

Todas as dietas foram isonutritivas e formuladas de modo a atender as exigéncias

nutricionais minimas, de acordo com Rostagno et al. (2017), conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Composicdo percentual e valores nutricionais calculados das dietas de
gestacdo, pré-parto e lactagdo

Ingrediente (%) Gestacgao Pré-parto Lactacéo
Milho, moido 71,840 69,550 53,030
Farelo de soja (45%) 18,000 21,000 33,000
Fibral 4,500 3,500 -
Oleo de soja 0,650 0,650 5,250
Acucar - - 3,000
Fosfato Bicélcico 2,100 2,100 2,150
Calcério 0,700 0,800 1,080
Bicarbonato de sodio 0,200 0,150 0,170
Sal 0,400 0,400 0,490
L- Lisina HCI (78%) 0,100 0,150 0,100
L- Treonina (98%) 0,080 0,100 0,030
L-Triptofano (98%) - - 0,030
DL- Metionina (99%) 0,030 0,050 0,020
Adsorvente? 0,200 0,200 0,200
Acidificante® - - 0,050
Emulsificante® - 0,150 0,200
Premix Mineral e vitaminico 0,200 0,200 0,200
Inerte (caulim) ou Lignina® 1,500 1,500 1,500
Total 100 100 100
Valores Nutricionais Calculados
Energia Met. (EM, kcal/kg) 3.046 3.070 3.397
Proteina Bruta (%) 14,200 15,480 19,66
Fibra Bruta (%) - - 2,667
Calcio (%) 0,843 0,887 1,029
Fésforo Disponivel (%) 0,471 0,476 0,502
Sédio (%) 0,170 0,180 0,279
Lisina digestivel (%) 0,673 0,785 1,028
Metionina digestivel (%) 0,231 0,264 0,292
AAS digestivel (%) 0,447 0,495 0,569
Treonina digestivel (%) 0,542 0,601 0,673
Triptofano digestivel (%) 0,139 0,154 0,229
Valina digestivel (%) 0,583 0,634 0,817
Isoleucina digestivel (%) 0,507 0,559 0,749

LAditivo como fonte de fibra bruta Fibermill®,?Adsorvente TNmegafix®, 2Acidificante Liposorb®; Aditivo
emulsificante Fysal Dry®; SInerte (caulim) ou % Lignina maxima utilizada para compor as dietas experimentais
em substitui¢do ao inerte de acordo com cada tratamento: C= Dieta basal sem lignina; LKO0,5 - Dieta basal+ 0,5% de
lignina e LK1,0 - Dieta basal + 1% de lignina.
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2.3. Desempenho das matrizes suinas e leitegada

Foi mensurado o peso individual da fémea no dia O de fornecimento das dietas
experimentais, na transferéncia para a maternidade (110° dia de gestagéo quatro dias antes
do parto previsto e no desmame (20° dia de lactacdo) para determinagdo do ganho médio
de peso (kg) durante a gestacdo e ganho ou perda de peso total na lactacdo (kg). Foi
mensurado o consumo de racdo diéria (kg) durante o periodo de gestacdo e lactacdo,
pesando-se diariamente a racdo fornecida e as sobras de consumo diario (kg) para
determinar o consumo total de racéo (kg).

No final da lactacdo (20° dia) as fémeas foram desmamadas e acompanhadas
durante os primeiros dias pds-desmame para determinacgdo do intervalo desmame-estro
(IDE — periodo em dias em que a fémea retorna ao cio), sendo considerado na avaliagcdo
o dia do desmame e o primeiro dia da detecgdo do cio, atraves da exposi¢cdo ao macho
reprodutor.

Todas as fémeas receberam assisténcia durante o parto para acompanhamento de
possiveis ocorréncias e avaliacdo da duracdo do parto, sendo considerado o horario da
expulsdo do 1° leitdo e horario da expulsao total da placenta para calculo. Também foram

mensurados o numero de leitdes nascidos vivos, nimero de leitdes natimortos e
mumificados. Os leitdes apds o nascimento foram secos, feita a desinfeccdo do umbigo
com solucéo de iodo e, em seguida, pesados individualmente para mensuracéo de peso ao
nascimento e orientados a mamar o colostro. A uniformizacao dos animais foi realizada

no periodo de até 24 horas pos-parto, apenas entre animais do mesmo grupo de
tratamento, mantendo-se um numero de leitGes por porca de acordo com o nimero de
tetos viaveis, prevalecendo 14 leitbes por matriz. Ao 3° dia de vida foram realizados os
manejos de desgaste dos dentes, corte do terco final da cauda e aplicacdo de ferro. A
castracdo cirurgica escrotal e o controle de coccidiose foram realizados ao 10° dia de vida.

O desmame ocorreu para todas as fémeas, com média de 20 dias de lactacdo. Para
0 célculo de peso ao desmame, foi considerado o numero de leitbes desmamados por

porca e 0 peso total da leitegada.

2.4. Digestibilidade aparente dos nutrientes da racao

A partir do 45° dia de gestacéo incluiu-se 0,1% de 6xido de cromio 111 (Cr203) nas
dietas experimentais como indicador indigestivel, para determinacdo do coeficiente de

digestibilidade. O método empregado na avaliacdo foi o de coleta parcial de fezes, sendo
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sete dias de consumo da racdo marcadas com 6xido de crémio 111 (45° a 51° de gestacéao)
e quatro dias de coleta das fezes (48° a 51° dia de gestacdo). As amostras foram coletadas
pela manhd e a tarde, armazenadas em saco plastico, acondicionadas em caixa térmica

durante a coleta e congeladas a -20 °C para posteriores analises.

As amostras de fezes foram descongeladas em temperatura ambiente por 24 horas,
homogeneizadas em uma Unica amostra composta. As amostras compostas foram pesadas
e levadas em bandejas de aluminio para a estufa de ventilacdo forcada de ar a 65°C durante
72 horas. Ap6s a secagem, as amostras foram pesadas e moidas em moinho apropriado,
utilizando duas peneiras crivadas de 5 mm de didmetro para uma moagem mais grosseira
e a peneira 1 mm de diametro para uma granulometria mais fina e uniforme. As amostras
foram processadas e enviadas para analise bromatologica e determinagdo da concentragao
de 6xido de cromio I1I.

As concentragdes do Oxido de cromio Il nas ragdes e nas fezes foram
quantificadas pela técnica de espectrometria de absorcdo atbmica com chama (FAAS), de
acordo com Williams et al. (1962). As amostras foram submetidas a uma digestao nitro
percldrica, em que foram adicionados 4 mL de acido nitrico e 2 mL de &cido perclorico
em 250 mg de amostra em tubos de ensaio. A solugdo foi mantida em temperatura
ambiente por 12 horas. Apos esse periodo, os tubos foram levados ao bloco digestor com
controle gradual da temperatura (210°C). O processo persistiu a obtencdo de uma
coloracdo e volume padrdes. Ao final, a solucdo foi volumada para 25 mL. As anélises
bromatologicas de amostras de racdo e fezes estavam conforme os métodos oficiais de
analise da AOAC internacional (2007) para matéria seca — MS (Método 930.15), proteina
bruta — PB (método 984.13) e extrato etéreo. A energia bruta — EB foi determinada com
um Calorimetro Automatico de Bomba de Oxigénio de Isoperibol (Calorimetro Parr 6400,
Moline, IL, EUA).

O célculo dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e energia bruta (EB) foram calculados com
base nos teores de 6xido de cromo Il e do nutriente na racdo e nas fezes de acordo com

a seguinte formula:

CDA (%) =100 —[100 X (%Cr203r + %Cr203r) X (%oNF +% NRr)]
Em que:
%Cr,03R = Porcentagem de 0xido de cromio Il na racéo;

%Cr203F = Porcentagem de Oxido de cromio Il nas fezes;
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%NF = Porcentagem de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo ou energia bruta nas
fezes,

%NR = Porcentagem de matéria seca, proteina bruta, extrato etéreo ou energia bruta na

racao.
2.5. Composicao bromatologica do colostro e leite

Com o inicio do parto as fémeas foram ordenhadas para coleta do colostro,
considerando os dois pares de tetos anteriores paraordenha. Para a coleta do leite, foi feita
a limpeza externa dos dois pares de tetos anteriores e realizada ordenha manual, sendo
que as fémeas ndo foram induzidas para eje¢éo do colostro. As amostras foram congeladas
imediatamente a -20°C para avaliacdo do teor de proteina, gordura e sélidos totais
conforme 1AL (2008).

No 15° dia de lactagdo as fémeas receberam 1 mL de carbetocina® via
intramuscular, para estimulo da ejecdo do leite. Para a coleta do leite, foi realizada a
limpeza externa dos dois pares de tetos anteriores e realizada ordenha manual. As
amostras foram congeladas a -20°C para avaliacdo do teor de proteina, gordura e solidos
totais conforme IAL (2008).

Para a determinacdo de proteina foi pesado 1 g da amostra em tubo de Kjeldahl,
adicionados 5 a 7 mL de acido sulfarico e cerca de 6 g da mistura catalitica, depositando
em bloco digestor a 400 °C até a solucdo se tornar azul-esverdeada (em torno de quatro
horas). O tubo foi retirado do bloco digestor e, apds o resfriamento, foram adicionados 10
mL de agua destilada. O tubo de Kjeldahl foi adaptado ao destilador e adicionado 20 mL
de solucdo de hidroxido de sodio a 45 %. Para a destilacdo, foi acoplado um Erlenmeyer
contendo 10 mL de H2S04 0,1 N com cinco gotas de vermelho de metila como receptor
do produto da destilacdo. O destilador foi ligado e o tubo aquecido a ebulicdo até a
obtencdo de cerca de 250 a 300 mL do destilado no Erlenmeyer, sendo este,ao final da
analise, titulado com solucéo de hidroxido de sddio 0,1N.. O resultado foi calculado com
a seguinte formula: % proteina=V x 0,14 x 6,38 / peso da amostra (em que V é a diferenca
do volume de &cido adicionado no Erlenmeyer e o volume de base utilizado na titulacéo)
(1AL, 2008).

Para a determinacdo de gordura foram adicionados 10 mL da solucdo de acido
sulfurico d=1,820 em um butirébmetro. Ap6s a homogeneizacdo de cada amostra, um
volume de 11 mL foi transferido para o butirbmetro de forma lenta e pela sua parede.

Apos a adicdo da amostra, foi acrescentado 1 mL de alcool islamitico, feita a
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homogeneizacdo completa da amostra no interior do butirdmetro. A amostra foi
centrifugada durante cinco minutos a uma velocidade 1000 a 1200 rpm. A leitura da
porcentagem de gordura foi realizada pela visualizacdo da porcdo de gordura na escala
graduada do butirdmetro (IAL, 2008).

Para a determinacdo de solidos totais foram pesados 5 g da amostra em cépsula de
porcelana, previamente tarada. A cépsula foi aquecida durante trés horas e resfriada em
dessecador até a temperatura ambiente. Ap6s o resfriamento, a cépsula foi novamente
pesada. O resultado foi calculado com a seguinte férmula: % solidos totais = [(m2-m0) /
(m21-m0) x 100 (onde m0: massa da capsula; mL: massa da capsula e amostra; m2: massa
da cépsula e amostra seca) (IAL, 2008).

2.6. Quantificacdo microbioldgica fecal

No 90° dia de gestacdo foram coletados 150 g de fezes frescas para determinagéo
das principais col6nias bacterianas. As amostras foram coletadas diretamente do reto das
fémeas, com auxilio de luva de procedimento individual para cada matriz. As amostras
foram armazenadas em sacos estéril, abertos no exato momento da coleta, e
acondicionadas em caixa térmica durante o procedimento. Apés a coleta, as amostras

foram encaminhadas imediatamente ao laboratério.

De cada amostra de fezes foram pesadas 25 g de maneira asséptica e depositadas
em sacos estéreis. Em cada saco plastico, foram adicionados 225 mL de &4gua peptonada
tamponada (Merck GranuCult™), formando a diluicdo 101, A partir da primeira diluigéo,
iniciaram-se dilui¢Bes seriadas em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina 0,9%

até alcancar a diluicdo 10710,

2.6.1. Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

A contagem do grupo coliformes e E. coli foram realizadas pelo método do
Petrifilm (Petrifilm™ EC) a partir de 1 mL das dilui¢des 10, 10, 107, 108 e 10° em
cada Petrifilm e incubadas a 35+1°C /48 h. Durante a leitura, foram consideradas placas
como contaveis aquelas com quantidades entre 15 a 150 coldnias e classificadas como
coliformes totais as coldnias vermelhas e azuis com gas e E. coli apenas as azuis,
conforme o fabricante. Os resultados foram expressos em UFC/g (ou log de UFC/g) de

fezes, segundo a metodologia de Silva et al. (2017).
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2.6.2. Contagem de Enterobactérias

A contagem do Enterobactérias foi realizada com auxilio do Petrifilm (Petrifilm™
EB). Foi semeado 1 mL das diluicdes 10, 10, 107, 108 e 10° em placas de Petrifilm
que foram incubadas a 35+1°C/ 24 h. Durante a leitura foram consideradas placas
contaveis as que tinham quantidades entre 15 e 150 colbnias e classificadas como
enterobactérias as colénias produtoras de acidos (zona amarela ao redor da coldnia) e/ ou
gés, conforme o fabricante. Os resultados foram expressos em UFC/g (ou log de UFC/g)
de fezes, segundo a metodologia de Silva et al. (2017).

2.6.3. Contagem de bactérias acido-laticas (BAL)

Para a contagem de BAL inoculou-se 1 mL das dilui¢des 102, 10, 108, 108 ¢ 10
10, As placas inoculadas foram adicionadas 15 a 20 mL do meio agar de Man, Rogosa &
Sharpe (Merck GranuCult™) pelo método de profundidade, homogeneizadas e, apds a
solidificacdo, foi adicionado 10 mL do mesmo meio para a insercéo da sobre camada. As
placas foram incubadas a 30£1°C/ 48 h. Durante a leitura, foram consideradas contaveis
as placas com quantidades entre 25 e 250 col6nias e, a partir das placas lidas com este
intervalo, foram retiradas cinco colbnias, realizadas a coloragdo de Gram e o teste da
Catalase. As col6nias com cocos/ bacilos gram positivos e catalase negativa foram
classificadas como BAL. Utilizaram-se as metodologias descritas por Njongmeta et al.
(2013). O célculo do numero de colbnias foi baseado na proporcdo de colbnias
confirmadas como BAL e a diluigdo utilizada na contagem. Os resultados foram expressos

em UFC/g (ou log de UFC/g) de fezes, segundo a metodologia de Silva et al. (2017).
2.6.4. Contagem de Salmonella spp.

Para esta avaliagdo foram pesados 25 g de fezes em sacos plasticos estéreis,
adicionadas de 225 mL de &gua peptonada tamponada 1% (Merck GranuCult™) e
incubadas a 36x+1°C/ 24 h. Posteriormente, aliquotas de 0,1 mL e 1 mL do material de
pré-enriquecido foram transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV, Difco) e Tetrationato (TT, Difco) respectivamente, sendo a
incubacdo realizada a 42°C/ 24 h. Os caldos de enriquecimento seletivo foram estriados,
com alca de niguel-cromo na superficie de placas contendo agar Bismuto de Sulfito (BS,
Oxoid) e agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD, Oxoid), com incubacdo de ambos a
35+1°C/ 24 h.
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As col6nias caracteristicas de Salmonella spp. foram repicadas para os agares TSI
(Triple Sugar Iron, Difco) e LIA (Lisina Iron Agar, Difco), sendo incubados a 35°C/ 24
h. Coldnias caracteristicas em TSI e LIA foram submetidos aos testes de produgéo de
indol, reacdo de Vermelho de Metila e de Voges-Proskauer, utilizacdo de citrato,
producéo de urease, utilizacdo de glicose e lactose, observagdo do movimento e producao
de fenilalanina desaminase. Ao final amostras, presuntivamente positivas paraSalmonella
spp., foram submetidas ao teste de soroaglutinacdo, empregando-se antissoropolivalente
flagelar (Probac do Brasil) e somético (Probac do Brasil). Os resultados foramexpressos
em presenca ou auséncia em 25 g/ fezes, segundo a metodologia de Andrews et al. (2007).

2.7.  Concentracao fecal de acidos graxos de cadeia curta

No 90° dia de gestacdo foram coletadas amostras de fezes e homogeneizadas de
maneira representativa, sendo retirada uma aliquota de 15 g em um frasco coletor estéril.
As amostras foram mantidas em caixa térmica durante a coleta e, ao finalizar, foram
congeladas a -20°C. Depois de descongeladas, as amostras foram diluidas na proporc¢éo
2:1 de acido formico e da amostra. Essa mistura foi homogeneizada e centrifugada para
obtencdo da fase liquida. Foram utilizados 1,6 mL de extrato adicionado com 0,4 mL de
acido metafosforico: acido formico (3: 1; 250 mL/L acido metafosforico: 980-1000 mL/L
de acido formico) e 0,2 mL de &cido 2-etil-butirico 100 MM (o padrdo interno). A solucéo
foi homogeneizada e centrifugada por 30 minutos a 15.000 x g a 4°C. Apos a
centrifugacdo, 1,2 mL do sobrenadante foi transferido para um frasco de cromatografia,

de acordo com a metodologia de proposta por He et al. (2019).

A quantificacdo de AGCC foi realizada usando o cromatografo de gas Agilent
7890? equipado com detector de ionizacdo de chama (7683B) e coluna capilar de silica
fundida (J & W19091F-112, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), de 25 m de
comprimento e 320 um de didmetro interno, contendo 0,20 pm de cianopropil
polissiloxano. A concentracdo de AGCC (mm) foi calculada com base em uma curva de
calibracdo externa feita com cromatografia padrdes (Chem Service, West Chester, PA,
EUA) de acido acético (995 mL/L, CAS 64-19-97); acido propiénico (990 mL/L, CAS
9.4.79); &cido isobutirico (990 mL/L, CAS 79-31-2) acido butirico (987 mL/L, CAS 107-
92-6), isovalérico (990 mL/L, CAS 503-74-2) e &cido valérico (990 mL/L, CAS 109-52-
4).
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2.8.  Perfil hematoldgico

No 95° dia de gestacdo foram colhidos 4 mL de sangue através de puncao da veia
jugular com agulha de 100 x 10 mm acoplada a tubos vacutainer na auséncia de
anticoagulantes para realizacdo do hemograma. As fémeas foram contidas para a
realizacdo das colheitas e previamente realizada a higienizacdo do local, com &lcool
iodado e algoddo. Apo6s a obtencdo das amostras, 0 material foi acondicionado em caixa
térmica resfriada e encaminhado para andlise de leucograma (leucdcito, bastonete,
segmentado, eosintfilo, linfécito, baséfilo e mondcito), contagem de plagquetas e
eritrograma (hemoglobina corpuscular média — HCM, concentracdo de hemoglobina
corpuscular média — CHCM, volume corpuscular médio — VCM, hemécia, hemoglobina
e hematocrito). O leucograma e eritrograma foram determinados por volumetria por
impedancia para contagem de celulas e, para hemoglobina, utilizou-se um analisador

automatico hematoldgico (Hematoclin 2.8 Vet -Bioclin®).

2.9.Concentracao bioquimica sérica

Para analises de perfil bioquimico foram coletados 4 mL de sangue ao 95° dia de
gestacdo, atraves da puncédo da veia jugular com agulha de 100 x 10mm acoplada a tubos
vacutainer com ativador de coagulo e gel separador. As amostras permaneceram em
repouso por 30 minutos e, em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 2.000-3.000
rpm para separagdo do soro e plasma sanguineo. O soro foi coletado com auxilio de uma
pipeta e, entdo, armazenado em tubos do tipo eppendorf. As amostras foram mantidas em

caixa térmica e encaminhadas imediatamente ao laboratorio.

Foram analisadas as concentragdes séricas de colesterol (high density lipoprotein
— HDL, low density lipoprotein — LDL e colesterol — método de colorimétrico de ponto
final de reacdo crescente e imunoinibicéo), triglicerideos (método colorimétrico de ponto
final), ureia (método de Cinética de tempo fixo), creatinina (Cinética Colorimétrica),
albumina (técnica colorimétrica de Verde de Bromocresol), e proteina total g/dL (pela
técnica de colorimétrico de biureto). Todas as analises foram realizadas pelo analisador
automatico Myndray® (modelo: BS200E), previamente calibrado para determinacéo dos
componentes do perfil bioquimico. Os valores de globulinas foram calculados pela

diferenca entre os valores séricos de proteina total e albumina.

2.10. Atividade enziméatica antioxidante do soro
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No 14° dia de lactacdo foram realizadas colheitas de sangue para avaliacdo do
sistema antioxidante enzimatico. As fémeas foram imobilizadas na cela de maternidade
para colheita de 4 mL de sangue através puncdo da veia jugular com agulha de 100 x 10
mm acoplado a tubos vacutainer com ativador de coagulo e gel separador. As amostras
permaneceram em repouso por 30 minutos e, em seguida, foram centrifugadas por 10
minutos a 2.000-3.000 rpm para separacdo do soro e plasma sanguineo. O soro foi
coletado com auxilio de uma pipeta e, entdo, armazenado em tubos de eppendorf e
imediatamente congelados a -80°C para avaliacdo de parametros redox, sendo eles a
atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e proteinas totais e parametros
de peroxidacdo lipidica (LPO) por meio de kits colorimétricos de acordo como fabricante
(Aebi, 1984; Gao et al., 1998).

2.11. Analise estatistica

Os dados obtidos foram verificados quanto a normalidade e valores discrepantes
usando o procedimento univariate do SAS (SAS Institute, 2014). Os dados foram
submetidos a anéalise de variancia atraves do procedimento GLM do software estatistico
SAS® e foi realizada regressdo polinomial, com as médias comparadas ao controle (0%
de lignina) pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade. O modelo estatistico inclui a dieta
como um efeito fixo e a ordem de parto como um efeito aleatério. Cada fémea foi

considerada uma unidade experimental.

3. Resultados
3.1. Desempenho das matrizes suinas e leitegada

O desempenho de matrizes suinas da gestacdo ao desmame e sua leitegada foi
apresentada na (Tabela 3). A suplementacdo com diferentes teores de lignina Kraft na
dieta ndo teve efeito sobre 0 desempenho durante a gestacao e lactacdo das matrizes, assim

como a leitegada.
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Tabela 3. Desempenho de matrizes suinas durante a gestagdo e lactacdo e sua leitegada

Tratamentos®

Variaveis Valor de

C LKO5 LK1,0 CV? P

Peso corporal da fémea (dia 0 de gestagéo, kg) 252,60 256,80 261,00 7,277 0,317
Peso corporal da fémea (dia 110 de gestagdo, kg) 289,60 291,30 288,10 7,811 0,891

Ganho de peso na gestacédo (kg) 37,00 34,40 27,20 73,10 0,357
Consumo total de ragéo na gestacao (kg) 269,00 269,00 269,00 0,02 0,303
Peso corporal ao 20° dia (desmame, kg) 238,12 238,29 241,71 9,01 0,811
Perda de peso corporal na lactacdo (kg) 51,91 52,80 4586 32,69 0,293
Perda de peso corporal na lactacdo (%) 17,67 17,92 16,00 30,81 0,404
Consumo total de racéo na lactacdo (kg) 111,43 114,93 110,85 7,07 0,171
Intervalo desmama-estro (dias) 4,17 3,96 3,96 12,69 0,273
Duracéo do parto (min) 337,00 326,00 263,0 47,44 0,186
N° nascidos totais 17,29 17,12 16,78 19,88 0,873
N° nascidos vivos 15,62 1545 1531 21,53 0,948
Peso da leitegada ao nascer (kg) 21,72 2158 22,18 21,91 0,905
Peso do leitdo ao nascer (kg) 1,40 1,40 1,46 17,99 0,688
NLD? 13,49 13,30 13,11 1250 0,068
PLD (kg)* 68,76 68,54 64,56 22,60 0,291
PILD (kg)® 5,12 510 487 1651 0,351
GPD (kg)® 0,25 0,25 0,24 16,54 0,478

I1C = Dieta controle; LKO0,5 = dieta controle com a incluséo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com
ainclusdo de 1,0% de lignina; 2Coeficiente de variacdo (%); NUmero de leitdes desmamados (NLD); “Peso
da leitegada ao desmame (PLD); SPeso individual dos leitdes ao desmame (PIL); °Ganho de peso diario dos
leitbes durante 20 dias de lactacdo (GPD).

3.2. Digestibilidade aparente dos nutrientes da racéo

Com relacdo aos coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes, a medida
que se aumentou a inclusdo de lignina Kraft na dieta o coeficiente de digestibilidade
aparente da proteina bruta e de energia bruta tendeu a diminuir linearmente (P < 0,001),

ndo interferindo nos outros nutrientes avaliados, conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Coeficientes de digestibilidade aparente da proteina bruta (CDaPB), extrato
etéreo (CDaEE), matéria seca (CDaMS) e energia bruta (CDaEB) das racdes das fémeas
ao 90° dia de gestacdo

T Tratamentos
Variaveis
0% LKO,5 LK1,0 CV? Valor de P Efeito
CDaMSs, % 67,01 67,11 67,09 2,39 0,9781 -
CDaPB, % 64,22 60,26*  55,00* 3,81 <0,0001 Linear®
CDaEE, % 89,20 84,46 85,70 3,06 0,3928 -

CDaEB, % 76,19 72,63*  71,44* 2,41 <0,0001 Linear*
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C = Dieta controle; LKO0,5 = dieta controle com a incluséo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com a inclusdo
de 1,0% de lignina; 2Coeficiente de variaco (%); *Efeito linear (Y = 64,1358 - 5,4229X; R?= 0,73; P<0,0001);
4Efeito linear (Y = 76,1420 — 9,2638X; P<0,0001); *Difere do controle pelo teste de Dunnet (P<0,0001).

3.3. Composicdo bromatoldgica do colostro e leite

A composicdo do colostro e leite foi apresentada na (Tabela 5), os teores de

inclusdo de lignina ndo tiveram efeito sobre os parametros avaliados.

Tabela 5. Composi¢édo do colostro e leite das fémeas em lactagéo

Varidveis Tratamentos® 2

C LKO,5 LK1,0 Cv Valor de P Efeito

Composicéo do colostro
Proteina, % 7,68 7,34 6,97 11,79 0,077 -
Gordura, % 4,48 4,86 5,25 31,92 0,377 -
Solidos totais, % 25,58 26,09 26,20 11,34 0,817 -
Composigao do leite

Proteina, % 4,88 4,83 4,80 4,92 0,534 -
Gordura, % 9,54 8,83 8,60 14,34 0,063 -
Solidos totais, % 23,43 22,52 24,77 30,23 0,615 -

I1C = Dieta controle; LKO0,5 = dieta controle com a inclusdo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com
a inclusdo de 1,0% de lignina; 2Coeficiente de variacéo (%).
3.4. Quantificacdo microbiologica fecal

Conforme apresentado na Tabela 6, teores crescentes de inclusdo de lignina
aumentaram linearmente a concentracdo de bactérias acido-laticas (P=0,0019), a

concentracdo mais baixa foi observada no LK1,0.

Tabela 6. Quantificacdo microbioldgica fecal (UFC/g) das fémeas ao 90° dia de gestacédo

- Tratamentos
Variaveis (log UFC/g)
C LKO,5 LK1,0 CV? Valorde P  Efeito
Enterobactérias 7,44 7,25 7,43 7,79 0,5128 -
Coliformes totais 7,48 7,39 7,54 6,51 0,5937 -
Escherichia coli 6,98 6,86 7,28 8,26 0,0504 -

Bactérias Acido Léaticas 7,06 7,42 7,88* 10,47 <0,0074 Linear®

Salmonella sp. Auséncia Auséncia Auséncia - - -

I1C = Dieta controle; LKO,5 = dieta controle com a inclusdo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com
a inclusdo de 1,0% de lignina; ?Coeficiente de variacdo (%); *Efeito linear (Y=7,034 +0,9224X; R?= 018
P=0,0019); *Difere do controle pelo teste de Dunnet (P=0,0036).
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3.5. Concentracdo fecal de acidos graxos de cadeia curta
Com relagéo a concentragdo fecal de acidos graxos de cadeia curta, a inclusdo de
lignina na dieta, independente do seu teor, n&o foi suficiente para alterar a produgéo destes

compostos (Tabela 7).

Tabela 7. Concentracédo fecal de &cidos graxos de cadeia curta das fémeas no 90° dia de
gestacéo

Tratamentos®
Variaveis mmol/L
- C LKO5  LKZ1,0 cV? Valor de P
Acético 56,05 56,35 63,28 22,00 0,1484
Propidnico 18,48 18,28 20,33 31,90 0,5327
Isobutirico 1,34 1,28 1,33 26,95 0,8397
Butirico 7,48 7,50 7,22 41,24 0,9568
Isovalérico 2,22 2,11 2,05 24,93 0,6183
Valérico 1,05 1,20 1,10 29,64 0,4560
AGCC totais 85,75 84,39 93,11 25,80 0,4542

1C = Dieta controle; LKO0,5 = dieta controle com a inclusdo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com
a inclusdo de 1,0% de lignina; 2 Coeficiente de variacdo (%).

3.6.  Perfil hematoldgico

Para os parametros sanguineos, os teores de lignina aumentaram linearmente a
concentracdo de eosinofilos (P=0,0096) e hemoglobina corpuscular média (HCM)
(P=0,0064), e diminuicdo linearmente de linfocitos (P=0,0055). Os animais alimentados
com 1,0% de lignina apresentaram maior concentracdo de eosinofilo e HCM em relacao
ao controle e os niveis de 0,5% ou 1,0% de lignina na dieta diminuiram os niveis de

linfécitos sanguineos (Tabela 8).

Tabela 8. Parametros sanguineos das matrizes suinas ao 90° dia de gestacéo

Tratamento: *

Variaveis

— C  LKO05 LK1,0 CV? Valor de P Efeito
Leucograma
Leucdcitos, 10°/uL 11,46 10,88 11,70 15,49 0,3555 -
Bastonetes, % 0,04 0,04 0,14 428,30 0,5765 -
Segmentado, % 48,08 49,28 49,78 8,16 0,3871 -

Eosinofilo, % 2,16 2,66 3,21* 44,13 0,0334 Linear®
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Linfocito, % 42,57 39,02* 38,82* 9,94 0,0081 Linear’
Basdfilos, % 0,00 0,00 0,00 - - -
Mondcito, % 7,18 8,28 8,08 19,40 0,0641

Plaquetas, mm 226,22 234,47 220,07 23,43 0,6984 -
Eritrograma

HCM?, pg 22,68 22,94 23,89* 571 0,0162 Linear®
CHCM?*, g/dL 32,00 31,78 32,66 3,41 0,0445 -
VCM?®, FI 67,7 72,34 72,64 13,48 0,2050 -
Hemacias, 10%/uL 5,63 5,55 5,46 9,25 0,5990 -
Hemoglobina, g/dL 12,71 12,97 12,72 7,97 0,6590 -
Hematdocrito, % 39,64 40,71 39,59 7,65 0,4406 -

1C = Dieta controle; LKO0,5 = dieta controle com a incluséo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com a
inclusédo de 1,0% de lignina; ? Coeficiente de variagdo (%); *SHCM= hemoglobina corpuscular média; *CHCM=
hemoglobina corpuscular; ®CM= volume corpuscular médio; °Efeito linear para eosinofilos (Y = 2,238-0,792X;
R?=0,12; P=0,0096); "Efeito linear para linfocitos (Y= 42,666-9,495X;R?= 0,18; P=0,0055); 8Efeito linear para
HCM (Y=22,595-0,260X; R?=0,08; P=0,0064); *Diferem do controle pelo teste de Dunnet (P<0,05).

3.7. Concentracgdo bioquimica sérica

Para as concentracfes séricas bioquimicas, ndo houve efeito (P>0,05) para
nenhuma das variaveis avaliadas, com excecdo da creatinina, a qual aumentou
linearmente (P=0,0088) com a incluséo de lignina na dieta das fémeas, sendo que o nivel

de 1,0% na dieta proporcionou maior concentracdo em relacdo ao controle (Tabela 9).

Tabela 9. Parametros bioquimicos das fémeas suina ao 90° dia de gestacédo

- Tratamentos
Variaveis

C LKO,5 LK1,0 CV? Valorde P Efeito
HDL, mg/DlI 33,03 33,24 31,19 13,90 0,3113 -
LDL, mg/DI 12,15 16,04 14,49 36,70 0,0817 -
Colesterol, mg/dL 71,69 72,44 68,94 10,15 0,2866 -
Triglicerideos, mg/DI 120,69 116,44 117,64 22,96 0,882 -
Ureia, mg/dL 31,55 28,45 28,05 18,38 0,0939 -
Creatinina, mg/dL 1,78 1,81 1,97* 11,81 0,0205 Linear®
Albumina, g/dL 3,38 3,46 3,42 6,33 0,5129 -
Globulina, g/dL 3,84 3,67 3,54 16,82 0,3085 -

Proteina total, g/dL 7,23 7,13 7,11 6,06 0,6602 -
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1C = Dieta controle; LKO,5 = dieta controle com a inclusdo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com
a inclusdo de 1,0% de lignina; 2Coeficiente de variagio (%); Efeito linear (Y= 1,782 — 0,077X; R?=0,14;
P=0,0088); *Difere do controle pelo teste de Dunnet (P=0,0166).

3.8. Atividade enzimatica antioxidante do soro

N&o houve efeito da dieta (P>0,005) para atividade da enzima superdxido
dismutase, taxa de lipoperoxidacédo e proteinas, mas o aumento da incluséo de lignina na
dieta diminuiu linearmente a atividade da enzima catalase (P= 0,0097), com menor
atividade dessa enzima em relacdo ao tratamento controle (P=0,0108 e P=0,0112,

respectivamente) para os niveis 0,5% e 1,0% de lignina (Tabela 10).

Tabela 10. Quantificacdo da atividade das enzimas superoxido dismutase (unidade/mg
proteina), catalase (nmol.min"Y/mg proteina), taxa de lipoperoxidagdo (nmol.min*/mg
proteina) e quantificagdo de proteina (mg/mL) no soro de matrizes suinas lactantes

Tratamentos’
Variaveis
C LKO5 LK10 CV”*  Valor de P Efeito’
Superoxido dismutase 255,09 257,10 241,30 9,06 0,0858 -
Catalase® 0,53 0,23* 0,23* 96,97 0,0078  Linear
Taxa de lipoperoxidagao 21,41 2250 19,14 34,72 0,3498 -
Proteina (mg, mL™?) 46,29 46,05 47,20 5,74 0,3901 -

I1C = Dieta controle; LKO0,5 = dieta controle com a incluséo de 0,5% de lignina; LK1,0 = dieta controle com
a inclusdo de 1,0% de lignina; 2Coeficiente de variagdo (%); 3Difere do controle pelo teste Dunnet
(P=0,0108 e P= 0,0112 para LKO0,05 e LK1, respectivamente); “Efeito linear nos niveis de lignina para
catalase (Y = 0,52529 - 0,8655x; R?= 0,20; P=0,0097).

4. Discussao

A lignina esté classificada como fibra insoltvel, sendo que pode provocar redugéo
no tempo da digesta pelo trato gastrintestinal devido a estimulacéo fisica da parede do
TGI, aumentando a motilidade e a taxa de passagem (Pluske et al., 2018), ainda limitando
0 acesso de enzimas digestivas ao contetdo interno das células, reduzindo a digestdo e
absorcdo de nutriente (Montagne et al., 2003), e reduzindo a digestibilidade aparente da
proteina bruta e da energia bruta.

Por outro lado, por se tratar de coeficiente de digestibilidade aparente, a
diminuicgdo da digestibilidade da proteina bruta pode ser explicada em fungéo da excrecéo
de proteina bacteriana nas fezes, uma vez que Bindelle et al. (2009) mostraram que,

guando se aumenta a inclusdo na dieta de fibra dietética insolGvel, hd aumento na sintese
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e na excrecdo de proteina bacteriana. No mesmo sentido, a diminuicéo do coeficiente de
digestibilidade aparente da energia bruta pode ser explicada pelo fato de que um terco da
energia oriunda de polissacarideos ndo amilaceos (fibra insoluvel) pode ser encontrada

nas fezes como energia bacteriana fecal (Castiglia-Delavaud et al., 1998).

Apesar da reducdo na digestibilidade aparente da proteina bruta e energia bruta da
racdo, este fato ndo comprometeu o desempenho das matrizes durante a gestacdo e
lactagdo, além que no presente estudo, as fémeas tiveram a alimentacéo restrita durante a
gestacdo e mesmo consumo de energia, justificando a auséncia diferengas entre 0s

tratamentos.

Segundo Clowes et al. (2003), existe uma relacdo entre perda de tecidos muscular
durante a lactacdo e o restabelecimento da funcéo reprodutiva pds-desmame, 0 que pode
contribuir para a reducgéo da disponibilidade de nutrientes necessaria a liberacao e acéo
dos hormonios e metabdlitos envolvidos no processo reprodutivo. A incluséo de lignina
nédo afetou o IDC seguinte das fémeas, apesar de que a inclusdo de prebidticos durante a
lactacdo pode contribuir para reducdo neste parametro (Duan et al., 2016).

Modificagcdes na composicdo do colostro e leite de porcas por meio da dieta foram
observadas com a incluséo de fibra soltvel (Loisel et al., 2013) e 0 aumento de proteina
(Strathe et al., 2020). No presente estudo, a inclusdo de lignina Kraft ndo alterou a
composicao do colostro e do leite. Dessa forma, pode-se inferir que a lignina ndo interferiu
no desempenho da matriz e, portanto, na nao alterou a composicao de colostro e leite, uma
vez que 0 consumo de racao da porca em lactacéo é um fator importante parasua producgéo
e composicdo do leite, e sendo que a lignina ndo modificou estes parametros, pode-se
justificar a auséncia de efeito sobre o desempenho dos leitbes desmamados, visto que 0
leite é Unico alimento responsavel pelo desenvolvimento da leitegada ao desmame (Craig
etal., 2017).

Durante a gestacdo, especialmente no terco final, a diversidade e a riqueza
microbiana intestinal diminuem, devido a alteracbes metabdlicas e concentracdes
plasmaticas de endotoxina, além do estado inflamatério causado por alteracdes
microbianas negativas (Cheng et al., 2018). Nesse sentido, sugere-se que a incluséo de
lignina na dieta proporcionou ambiente microbioldgico intestinal favoravel as fémeas,
pois aumentou a concentragdo de bactérias &cido-lacticas — BAL (1,0% de lignina) o que
pode ser benéfico, pois, substancias antimicrobianas como bacteriocinas podem ser

produzidas pelas bactérias gram-positivas, como as bactérias acido-laticas.
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Os teores de lignina ndo influenciaram as concentragdes fecais de acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) das fémeas. Os resultados para concentragdo de AGCC séo
controversos na literatura, mostrando efeito positivo em frangos de corte (Baurhoo et al.,
2007) ou auséncia de resultados em leitGes recém-desmamados (Ferreira et al., 2021),
pois, apesar de promover alteracdo da microbiota fecal nas matrizes.

O padréo de producdo de AGCC pode estar relacionado ao alto/ baixo nivel do
prebidticos utilizados (Heinritz et al., 2016), Poeikhampha e Bunchasak (2011)
observaram que a suplementacdo de 3000 mg/ kg de MOS em dietas para suinos
proporcionou aumento na concentracdo total de AGCC no ceco. No entanto, Castillo et
al. (2008) relataram que a suplementacdo de MOS na dieta de 600 ou 1500 mg/ kg ndo
alterou a concentracdo de AGCC no intestino de leitdes desmamados. Segundo Kong et
al. (2016), fémeas gestantes apresentam uma reducgéo linear nas concentragdes de AGCC
totais com o avangar da gestacdo devido ao aumento de horménios (Body e Christie,
2016). Ferreira et al. (2021) incluiram niveis de lignina Kraft na dieta de leitGes
desmamados e ndo observaram altera¢des no padréo de producéo de AGCC do contetido
do ceco, assim como alteracdo na composi¢do da microbiota.

A inclusdo de lignina estimulou linearmente a producao de eosindéfilos e diminuiu
a concentracao de linfocitos sanguineos. Esse resultado pode ser atribuido a exposi¢édo
natural a antigenos, no ambiente naturalmente contaminado, ou mesmo uma reacao a
alimentacdo (Santos et al., 2016; Anjos et al., 2019).

Os eosinofilos estdo envolvidos em funcdes de defesas contra bactérias e parasitas

(Ramirez et al., 2018), assim como resposta aguda inflamatoria. Os linfécitos estéo
associados a uma possivel infeccdo, visto que sua ativacdo é decorrente do estimulo de
linfécitos T auxiliares e linfécitos B durante o processo de inflamacéo (Levinson, 2014).

Em leitGes desmamados submetidos a desafio com lipopolissacarideos (LPS), a
inclusdo de 0,5% de lignina Kraft estimulou positivamente a contagem de linfocitos
(Ferreiraet al., 2021), o que ndo foi observado nesta pesquisa. Assim, esperava-se que a
lignina, como potencial prebidticos, aumentasse a concentracdo de linfocitos juntamente
com os eosindfilos, mostrando modulagdo positiva do sistema imunolégico. As razdes
para a diminuicdo dos linfdcitos nesta pesquisa ainda sdo incertas, necessitando de mais
estudos. Porém, pode-se inferir o efeito dos prebidticos sobre o sistema imunoldgico
evidenciado em animais desafiados sanitariamente (Nagid et al., 2015), o que ndo foi

realizado.
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A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (HCM) encontrada neste
estudo estdo dentro do padrdo esperado para suinos (17 a 21pg) (Failace e Fernandes,
2015). No entanto, a concentragdo de HCM aumentou linearmente com a incluséo de
lignina na dieta, o que pode estar associado a faixa etéria e variagdes hormonal das fémeas
(Bezerra, 2014). Resultado semelhante foi observado por Alvarenga (2019), no qual
leitbes desmamados desafiados imunologicamente com LPS tiveram aumento no HCM
quando adicionado a dieta associacéo de prebioticos.

Os valores de creatinina encontrados neste experimento estdo dentro do padrdo
esperado para suinos (Kaneko et al., 2008). A diminuigdo de creatinina sanguinea esta
associada ao aumento do catabolismo muscular, mais evidenciado ao fim da lactagéo e
em casos de desidratacdo (Kaneko et al., 2008), ou mesmo no final da gestacdo, devido a
maior mobilizacdo da proteina muscular para nutri¢ao intrauterina (Lopes et al., 2007).

Entretanto, as fémeas alimentadas com lignina (0,5 e 1,0%) tiveram maiores
concentragdes de creatinina, sugerindo que essas fémeas tiveram menor catabolismo
protéico no final da gestacdo. Este quadro clinico pode favorecer o parto do ponto de vista

de desgaste energético e o desempenho da fémea na fase de lactagéo seguinte.

O periodo gestacional, a atividade de parto e a lactacdo estdo ligados ao estresse
oxidativo em matrizes suinas e 0 excesso de geracao de radicais livres produzidos pelas
alteracbes metabolicas compromete o equilibrio no sistema redox no organismo
(Berchierironchi et al., 2011).

A catalase € uma enzima de grande importancia, pois elimina o excesso de
peroxido de hidrogénio (H20z), pela formagdo de oxigénio e agua, evitando que ele, por
meio das reacGes de Fenton e Haber-Weiss, produza o radical hidroxil, altamente reativo
e toxico as células (Kirkman e Gaetani, 2007). Quando o organismo detecta 0 aumento de
H20>, a resposta inicial é o aumento da atividade enzimatica da catalase (Avilez et al.,
2008).

Entretanto, a lignina Kraft, rica em guaiacol, composto fendlico com capacidade
antioxidante conhecida, tem seu mecanismo de acdo baseado na doacédo de ion H* do OH
fendlico para H.O;, estabilizando-0. Assim, pode-se sugerir que os niveis de lignina
usados no estudo estabilizaram os niveis de H20, diminuindo a necessidade da acéo da
catalase, uma vez que as matrizes ndo foram submetidas a nenhuma condicéo intencional

gue desencadeasse estresse oxidativo.
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Conclusao

De maneira geral, a inclusdo de 1% de lignina se mostrou vantajosa, pois apesar
de diminuir a digestibilidade da dieta, ndo interferiu no desempenho das fémeas e
leitegada, além de modular positivamente a colonizacdo de bactérias &cido-laticas na
microbiota intestinal no terco final de gestacdo das porcas e reduzir a atividade da catalase

no sistema antioxidante.
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IMPLICACOES

A avaliacdo de aditivos na nutricdo de matrizes suinas traz desafios em sua
execucdo & campo, desde a formacdo do lote de feméas com condigdes corporais
semelhantes em granjas comerciais, 0 qual nem sempre € possivel. Considerando a
necessidade de um bom numero de animais para avalicdo e feméas com condi¢bes
corporais encontradas bem diferentes.

Outro ponto de maior atencdo na avaliacdo de aditivos em matrizes comerciais é
a condicdo sanitaria da granja, que ndo pode comprometer a estimulacdo do sistema
imune individual. O que pode mascarar resultados biologicos.

Novas moléculas podem néo apenas serem importantes na modula¢do microbiana

intestinais, por meio da suas propriedades antimicrobiana, como também em propriedades
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antioxidantes que permitam melhor desempenho em periodo de maiores danos oxidativos,
no entanto, Novos estudos devem ser considerados sobre a lignina Kraft na dieta de
suinos, maiores investigacbes sobre 0 modo de agdo, utilizagdo em momentos de maior
desafio a saude animal, periodos mais curtos de utilizacdo ou seu efeito diluidoem
utilizacdo em periodos mais longos, seu efeito associado a outros compostos naturaise
possiveis efeitos nocivos a salde na inclusdo de altas doses. Além disso, ressaltam-se
alteracbes em suas propriedades quando adicionadas aos ingredientes da racdo e

submetidas ao processamento.



