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ENZIMAS EXOGENAS EM DIETAS EXTRUSADAS PARA CAES CONTENDO
FARELO DE SOJA

RESUMO - Farelo de soja (FS) foi avaliado como substituto protéico da farinha
de visceras de frango (FVF) em ra¢cdes extrusadas para caes, bem como a acdo de
enzimas exogenas sobre a digestibilidade dos nutrientes, formacdo de produtos de
fermentacéo intestinal, composicdo da microbiota das fezes e resposta pos-prandiais de
ureia. Duas formulagdes isonutritivas foram usadas em dois ensaios: FVF (28,9% de
FVF, casca de soja como fonte de fibra) e dieta a base de FS (29,9% de FS). No
experimento A, a dieta FS foi desdobrada em trés dietas: FS-0, sem adi¢cao de enzimas;
FS-1, 7.500U/kg de protease e 45U/kg de celulase; FS-2, 15.000U/kg de protease e
90U/kg de celulase, ambas adicionadas por cobertura ap0s a extrusdo. No experimento
B, a dieta FS foi desdobrada em trés dietas: FS-0, FS-1,140U/kg de protease, 8U/kg de
celulase, 800U/kg de pectinase, 60U/kg de fitase, 40U/kg de betaglucanase e 20U/kg
de xilanase; FS-2, 700U/kg de protease, 40U/kg de celulase, 4000U/kg de pectinase,
300U/kg de fitase, 200U/kg de betaglucanase e 100U/kg de xilanase, ambas
adicionadas por cobertura apos a extrusdo. Cada experimento seguiu um delineamento
em blocos com dois blocos de 12 cées beagle sadios e seis cdes por dieta. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadoas por contrastes
ortogonais e polinomiais (p<0,05). Em ambos os experimentos, a digestibilidade dos
nutrientes e a energia metabolizavel ndo diferiram entre as dietas (p>0,05). O uso de
FS resultou em aumento da umidade fecal e da producdo fecal (p<0,05). Altas
concentracoes de acetato, propionato e lactato e menor quantidade de amdnia foram
encontrados nas fezes de cées alimentados com FS (p<0,05). No experimento B, a
adicdo de enzimas aumentou a concentracdo fecal de acetato, propionato e AGCC
totais (p<0,05). A resposta poés-prandial de ureia e a area abaixo da curva foram
maiores para as dietas de cdes alimentados com FS (p<0,05). O farelo de soja resultou
em baixas concentracdes fecais de aerdbios e anaerobios totais (p<0,05). Apesar de
apresentar digestibilidades semelhantes, FS mostrou uma possivel pior utilizacdo de
aminoacidos absorvidos. Os oligossacarideos da soja podem mudar beneficamente a
formacdo de produtos finais da fermentacéo intestinal e a composicdo da microbiota
fecal, aspectos que merecem consideracdo em relacdo a saude intestinal.

PALAVRAS-CHAVE: animais de companhia, oligossacarideos, ingrediente
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EXOGENOUS ENZYMES IN EXTRUDED DIETS CONTAINING SOYBEAN MEAL FOR
DOG

ABSTRACT: Soybean meal (SBM) was evaluated as a protein substitute of poultry by-
product meal (PM) in extruded dog foods, as well the effects of exogenous enzymes
supplementation on nutrient digestibility, fermentation end products formation, fecal
microbiota composition and postprandial urea response. Two kibble isonutritive diets
were used in two trials: PM based diet (28,9% of PM; soybean hulls as a fiber source);
SBM based diet (29,9% of SBM). On experiment 1, the SBM diet was unfolded into
three diets: SBM-0, without enzyme addition; SBM-1, covered after extrusion with
7,500Uprotease/kg and 45Ucelulase/kg; SBM-2, covered with 15,000Uprotease/kg and
90Ucelulase/kg. On experiment 2, the SBM diet was unfolded into three diets: SBM-O0;
SBM-1, covered with  140Uprotease/kg; 8Ucellulase/kg, 800Upectinase/kg,
60Uphytase/kg, 40Ubetaglucanase/kg and 20Uxylanase/kg; SMB-2, covered with
700Uprotease/kg, 40Ucellulase/kg, 4000Upectinase/kg, 300Uphytase/kg, 200U
betaglucanase/kg and 100Uxylanase/kg. Each experiment followed a block design with
two blocks of 12 health beagles, and 6 dogs per diet. Data was submitted to analysis of
variance and means compared by orthogonal and polynomial contrasts (P<0.05). In both
experiments, digestibility of nutrients and metabolizable energy did not differ between
diets (P>0.05). The use of SBM resulted in increased faecal moisture and faecal
production (P<0.05). High concentration of propionate, acetate and lactate, and lower
amounts of ammonia were found in the feces of dogs fed SBM (P<0.05). In experiment
2 the addition of enzymes increased fecal concentration of propionate, acetate and total
SCFA (P<0.05). Postprandial urea pick response and area under the curve were higher
for dogs fed SBM diets (P<0.05). Soybean meal resulted in low faecal concentrations of
total aerobes and total anaerobes (P<0.05). In spite to present similar digestibilities,
SBM showed a worse possible utilization of absorbed amino acids. Soybean
oligosaccharides can beneficially change gut fermentation end product formation and
faecal microbiota composition, aspects that deserve consideration in respect to gut
health.
KEYWORDS: pets, oligosaccharides, ingredients



1. INTRODUCAO

O mercado de alimentos para animais de companhia vem se tornando cada vez
mais expressivo. O potencial de desenvolvimento deste segmento faz com que a busca
por ingredientes alternativos para a formulacdo de pet food seja crescente. Apesar da
grande quantidade de tipos e marcas de alimentos disponiveis para cdes e gatos,
pesquisas nacionais visando a melhoria das dietas, estudando ingredientes e aditivos
para formulagcdo ainda sdo escassos (CARCIOFI et al, 2006), mesmo
internacionalmente apenas nas Ultimas décadas o volume de informacdes produzido
tém crescido (FAHEY, 2003).

A utilizacdo de coprodutos da agroindustria € alternativa vidvel na alimentacao de
cades e gatos, pois diminui a dependéncia por ingredientes que possam servir para
alimentacdo humana, podendo reduzir o custo das dietas. Entre os coprodutos de
origem vegetal, o farelo de soja € o ingrediente mais utilizado mundialmente para a

producao de alimentos para diversas espécies (BUTOLO, 2010).

Apesar das vantagens do uso do farelo de soja em dietas para animais de
companhia, como baixo custo e boa disponibilidade, a presenca de polissacarideos
ndo-amilaceos poderia causar menor digestibilidade e aumento do volume e umidade
das fezes dos cées e a presenca de fitato reduzir a disponibilidade dos minerais
(FAHEY, 2007).

Os polissacarideos nao-amilaceos (PNA), principais constituintes da parede
celular dos vegetais, sdo polimeros de carboidrato que ndo podem ser digeridos por
monogastricos devido a natureza de suas ligacbes quimicas, sendo resistentes a
hidrélise no trato digestorio (ROSA & UTTPATEL, 2007). No farelo de soja, cerca de
20% da matéria seca é composta por PNA (NRC, 2006). Estes podem causar efeitos
antinutricionais como aumento da viscosidade da digesta e desbalanco na microbiota
intestinal, gerando reducgé&o na digestédo e absor¢éo de nutrientes (CHOCT & ANNISON,
1990).



Ao contrario dos demais fatores antinutricionais presentes na soja, os PNA néo
sdo compostos termolabeis, ou seja, 0 aquecimento ndo é capaz de inativar suas
propriedades (YAMKA et al., 2003). Assim, uma alternativa que tem sido investigada em
varias espécies de animais monogastricos para se tentar reduzir esses efeitos
antinutricionais € a adicdo de enzimas a racdo. Dentre as enzimas utilizadas, destacam-
se a protease, celulase, amilase, pentosanase, xilanase, beta-glucanase, pectinase,

beta-mananase, fitase e alfa-galactosidade.

Essas enzimas, provenientes geralmente de bactérias do género Bacillus sp ou
de fungos do género Aspergillus sp (FIREMAN & FIREMAN, 1998), atuam hidrolisando
estes polissacarideos, reduzindo seu peso molecular e promovendo desse modo
reducdo na viscosidade do meio em que estes estdo diluidos, melhorando a
digestibilidade de nutrientes (FURLAN et al., 1997). Desta forma, na presente
Dissertacdo, investigaram-se os efeitos da adicdo de concentracbes crescentes de
duas misturas enzimaticas sobre a digestibilidade dos nutrientes, producéo de fezes,
respostas pos-prandiais de ureia, formacdo de produtos de fermentacdo e microbiota
das fezes de cédes alimentados com racdes extrusadas contendo farelo de soja em

substituicdo da farinha de visceras de frango como fonte protéica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Farelo de soja e suas caracteristicas

Com o crescente aumento da competitividade do mercado de alimentos para
cdes e gatos, a utilizacdo de alimentos alternativos e coprodutos da agroindustria vem
sendo economicamente importante. Para seu correto emprego nas formulacdes de
racdes, todavia, € importante se conhecer seu valor nutritivo, que engloba ndo sé sua
composicdo quimica, mas também disponibilidade dos nutrientes, concentracdo e
disponibilidade de energia (GENEROSO et al., 2008). Na busca de alternativas viaveis

e de custo atrativo para pet food, tem-se recorrido a matérias-primas de origem vegetal.

O farelo de soja € o subproduto tostado, resultante do processo de extragdo do
Oleo dos graos de soja por solvente (BUTOLO, 2010). Embora largamente empregado
em alimentos para animais de producao, para cdes e gatos, seu uso pode ser limitado,
sendo mais empregado em formulag¢des de custo reduzido e em quantidades inferiores
a 15% da formulacéo total (YAMKA et al., 2003). Os principais problemas atribuidos a
este ingrediente para cades e gatos sdo suas quantidades altas de fibras, de
oligossacarideos e de fatores anti-nutricionais, que podem reduzir a digestibilidade da
dieta e causar aumento da quantidade de fezes, amolecimento das fezes e flatuléncia
(CLAPPER et al., 2001; YAMKA et al., 2003; DERSJANT-LI & HILL, 2005).

A producédo do farelo de soja se divide em quatro fases. Na primeira determina-

se a umidade dos grdos procedentes da lavoura, que séo classificados, limpos e



enviados para os secadores. Estes sdo posteriormente armazenados com controle de
umidade, impurezas e temperatura. Na segunda fase ocorre a extra¢cdo do 6leo e a
eliminagéo dos fatores antinutricionais, controlando-se o tempo, a temperatura e o teor
do 6leo residual. Na terceira fase acontece a moagem com granulometria padronizada
e estocagem. Por fim, na quarta fase pode haver ensacamento do produto farelado ou a

granel, ou ainda peletizacdo com posterior estocagem dos pelets (BUTOLO, 2010).

Dentre as vantagens da inclusdo da soja em alimentos para cées e gatos pode-
se citar: baixo custo, 0 que permite elevar os teores protéicos de formula¢gdes de baixo
custo; elevada disponibilidade comercial; qualidade e composi¢do quimica consistentes;
ndo interferéncia na palatabilidade da dieta; bom perfil de aminoacidos; melhora da
textura da dieta; favorecer a extrusédo; pode ser fonte de fibras (FAHEY, 2007). Em
relacdo a sua digestibilidade, estudos tém demonstrado que a depender de seu
processamento, o farelo de soja pode ser tdo digestivel quanto proteinas de origem
animal (CLAPPER et al., 2001; DERSJANT-LI & HILL, 2005; CARCIOFI et al., 2006).
Entretanto, o uso da soja em pet food também possui desvantagens como ter imagem
negativa perante os proprietarios de cédes e gatos, conter fatores antinutricionais,
apresentar baixas concentracbes de metionina e cisteina, aumentar o volume e
umidade das fezes, reduzir a disponibilidade dos minerais por causa de seus teores de

fitato e apresentar importante quantidade de fibra (FAHEY, 2007).

Em relagéo a seus fatores antinutricionais, nimero consideravel deles pode estar
presente na soja, sendo 0s principais: os inibidores de tripsina que sdo compostos
protéicos que se complexam com a tripsina prejudicando a quebra das cadeias
protéicas que liberam os amino4cidos para absorcao intestinal; as hemaglutininas
(lectinas) que sdo albuminas sollveis em agua que interagem com as glicoproteinas
presentes nas membranas celulares dos globulos vermelhos, aglutinando-os; o acido
fitico, que reduz a disponibilidade de zinco, cobre, ferro, cromo e outros minerais; 0s
oligossacarideos (rafinose e estaquiose) que ndo podem ser digeridos pelas enzimas

do trato gastrintestinal e, em funcédo disto, podem diminuir o tempo de passagem da



digesta, aumentado a umidade das fezes com decréscimo da digestdo e absorcéo dos
nutrientes da dieta (BUTOLO, 2010).

As rag0Oes destinadas a animais de companhia sofrem processo de extrusao, que
atinge elevadas temperaturas (em meédia 130C). Dura nte a extrusdo, os ingredientes
sdo cozidos, ocorrendo sua expansao através da gelatinizacdo do amido. Este
processamento acaba também por inativar parte dos fatores antinutricionais da soja
(MENDES et al.,, 2004). Durante a propria producdo do farelo de soja, este ja €
submetido a tostagem a temperatura de média de 105°C, inativando varios fatores
antinutricionais termolabeis. A determinacao da atividade ureatica inclusive faz parte do
monitoramento da qualidade do farelo de soja, sendo utilizado como indicador de
qualidade da tostagem. A atividade ureatica mede, de maneira eficaz, o grau de
inativacdo dos fatores antinutricionais termolabeis. Sua afericdo se faz pela variagdo do
pH (atividade uredtica). O gréo cru tem atividade ureatica de 2,0 a 2,5, quanto mais
proximo de zero, melhor representa a inativagcao dos fatores antinutricionais termolabeis
(BUTOLO, 2010).

Com isto tem-se que o duplo processamento térmico sofrido pelo farelo de soja
na tostagem e extrusao torna pouco provavel que os fatores antinutricionais termolabeis
venham a ser problema para seu emprego na alimentacdo de cdes. Ja o0s
oligossacarideos, acido fitico e a fibra do ingrediente, ndo sendo inativados pelo calor
permanecem presentes no farelo de soja, representando potenciais limitantes de sua
qualidade nutricional (YAMKA et al., 2003).

Entretanto, a inativacdo em excesso dos fatores antinutricionais termolabeis
pode comprometer a disponibilidade de lisina e aminoacidos sulfurados e um método
indicado para avaliar esse comprometimento € a solubilidade protéica em KOH 0,2%,
em que a soja bem processada deve ter uma solubilidade protéica ideal entre 80 e 85%
(BUTOLO, 2010).



2.2. Os oligossacarideos presentes na soja e sua influéncia sobre a

digestibilidade e qualidade das fezes

Os PNA sao componentes estruturais das paredes celulares dos cereais,
formados principalmente por oligossacarideos (estaquiose e rafinose), celulose,
hemicelulose e pectina. A estaquiose e a rafinose sdo alfa-galactosideos mais
abundantes encontrados na soja, compreendendo, respectivamente, 4,7% e 1,0% do
ingrediente (NRC, 2006). Além de serem importantes para a integridade estrutural da
planta, as ligacOes entre PNA e outros componentes provavelmente determinam o valor
nutricional e digestibilidade do vegetal (FISCHER et al., 2002). A elevada capacidade
de ligar-se a agua, juntamente com a impossibilidade de digestdo enzimatica desses
compostos pelos animais, resulta em aumento da viscosidade do conteludo intestinal
guando alimento contendo PNA soluvel € consumido (CHOCT & ANNISON, 1996). Um
aumento demasiado da viscosidade do lumen intestinal interfere na digestibilidade dos
nutrientes, pois reduz a interacéo das enzimas enddgenas com 0s substratos presentes
no intestino (SMITS & ANNISON, 1996). Como consequéncia direta, em estudo em
caes, verificaram-se que pode ocorrer reducdo da digestibilidade da matéria seca e
proteina bruta dos alimentos no intestino delgado (YAMKA et al., 2005) o que implica
em aumento do fluxo ileal de matéria organica e maior volume de fezes (YAMKA et al.,
2003),

Estaquiose e rafinose nao podem ser clivados no intestino dos monogastricos
devido a auséncia da enzima a-1,6-galactosidase (ZUO et al., 1996; BUTOLO, 2010),
necessaria para converter os oligossacarideos em acucares mais simples. A adsorcdo
de aminoacidos e peptideos por estes compostos também dificulta a atividade
enzimatica e a digestdo e absorcdo dos nutrientes, aumentando a taxa de passagem
intestinal (COON et al., 1990; GRIESHOP & FAHEY, 2000; ZUO et al., 1996; SILVIO et
al., 2000; BUTOLO, 2010; YAMKA et al., 2003).



Além disso, os oligossacarideos sdo facilmente fermentados no intestino grosso.
Apesar da fermentacdo de matéria organica ser parte importante e desejavel da
fisiologia normal do intestino grosso, quando em excesso esta pode levar a piora da
absorcdo de nutrientes e da qualidade das fezes (TWOMEY et al., 2003b), maior
producdo de gases e acidos graxos de cadeia curta (acido butirico, propidnico e
aceético) e acido latico pela microbiota do trato digestorio (GRIESHOP & FAHEY, 2000;
SILVIO et al., 2000; YAMKA et al., 2005).

2.3. Adicao de enzimas nas dietas para animais

Dentre as enzimas secretadas no trato gastrintestinal dos mamiferos, ndo se
conhece nenhuma capaz de clivar os componentes fibrosos do alimento (ARGENZIO,
1996). Assim, alternativa que tem sido investigada em varias espécies de animais
monogastricos para se tentar reduzir efeitos antinutricionais de ingredientes vegetais €
a adicao de enzimas a racao. Dentre as enzimas mais utilizadas, destacam-se a
celulase, pentosanase, xilanase, beta-glucanase, pectinase, beta-mananase, fitase e

alfa-galactosidade.

Enzimas sdo proteinas globulares, de estrutura terciaria ou quaternaria, que
agem como catalisadores biologicos, aumentando a velocidade das reacdes no
organismo, sem serem, elas préprias, alteradas neste processo (CHAMPE & HARVEY,
1989). Antigamente, as enzimas usadas na industria de ra¢des eram subprodutos da
induUstria de alimentos. Os componentes das enzimas, sua estabilidade e atividade ndo
eram adequadamente padronizados. Avancos has areas de biotecnologia e bioquimica
permitiram melhorias significativas na estrutura e producdo de enzimas. Atualmente

estas sdo produzidas comercialmente principalmente a partir de bactérias do género



Bacillus sp ou de fungos do género Aspergillus sp (FIREMAN & FIREMAN, 1998), em
processos industriais especializados e elevada tecnologia. Sua suplementacao na dieta
de cades, como na de outros monogastricos, objetiva hidrolisar ligacdes especificas de
substancias nao digestiveis, atenuando os efeitos indesejados dos fatores
antinutricionais e aumentando a acessibilidade dos nutrientes as enzimas enddgenas,
com melhora no aproveitamento dos ingredientes e seu valor nutricional (TWOMEY et
al., 2003b; HASTINGS, 1946, FRY et al., 1957).

Exemplo neste sentido é o do acido fitico. Admite-se que apenas 35% do fosforo
total da soja seja disponivel para 0s monogastricos, pois esse encontra-se ligado ao
acido fitico. Os fitatos (fosfoinositois) sdo conhecidos como agentes complexantes de

++

varios cations divalentes (Fe'™, Mg, zZn™, Ca™). A adicdo de fitase melhora a
absorcdo aparente de diversos minerais e oligoelementos, por hidrolise da molécula

fosfoinositol, incluindo a do fésforo (SMET et al., 1999).

Em animais de producao (aves, suinos e peixes), a adicdo de enzimas visa maior
ganho de peso e reducdo na conversdo alimentar, através do uso de ingredientes
menos nobres minimizando o custo da formulacdo. A adi¢ao de celulase e protease em
dietas contendo tanto soja extrusada quanto soja tostada aumentou a digestibilidade da
proteina bruta para frangos de corte (MARSMAN et al., 1997). Zanella et al. (1999),
utilizando mistura enzimatica 0,1% contendo 800 u/g de xilanase, 6.000u/g de protease
e 2.000u/g de amilase, observaram melhora no ganho de peso e conversdo alimentar
de frangos consumindo dietas a base de milho e de farelos de soja. Brito et al. (2006)
adicionaram enzimas (celulase, amilase e protease) em dietas a base de soja extrusada
para frangos de corte e verificaram melhora da digestibilidade ileal da matéria seca das
racoes, indicando que as enzimas foram efetivas em atenuar os efeitos negativos

provocados pelos fatores antinutricionais presentes no ingrediente.

Estudo em cées avaliou a adicdo de alfa-galactosidase, fitase ou ambos em
dietas a base de ingredientes de origem vegetal (milho, farelo de soja, ervilha e arroz)

(SMET et al. 1999). Alfa-galactosidase aumentou os coeficientes de digestibilidade da



matéria seca, matéria organica, proteina bruta e extrativo ndo nitrogenado e reduziu a
guantidade de acido propibnico e latico das fezes, ja a dieta contendo fitase aumentou a
absorcao aparente do fosforo. Yamka et al. (2006), por sua vez, ao avaliarem os efeitos
dos oligossacarideos e da adicdo de beta-mannanase em dietas para cdes a base de
farelo de soja ndo encontraram diferencas sobre a digestibilidade dos nutrientes.
Twomey et al. (2003b) avaliaram a adicdo de enzimas (amilase, beta-gluconase e
xilanase) em dietas extrusadas para cdes contendo teores crescentes de PNA sollveis.
No estudo, demonstrou-se que a adicdo de enzimas resultou em aumento na
digestibilidade da gordura, matéria seca e energia bruta e melhora significativa na
qualidade das fezes dos cédes. Estes efeitos foram atribuidos a quebrar as moléculas de
PNA sollveis em pequenos polimeros, diminuindo assim a viscosidade do bolo
alimentar. Em estudo anterior, no entanto, 0 mesmo grupo de pesquisa havia avaliado a
adicdo de carboidrases em dietas para caes contendo sorgo e milho, ndo encontrado
efeito da adicdo de enzimas (TWOMEY et al., 2003a). Gonzéalez-Sanches et al. (2007)
avaliaram a adicdo de diferentes concentracdes de fitase (250 e 500 U/kg de MS) em
dieta para gatos domésticos, verificando reducédo da digestibilidade aparente da matéria

seca, fibra em detergente neutro e energia, um efeito negativo da enzima.

Apesar dos beneficios potenciais, varios fatores influenciam a atividade catalitica
das enzimas exogenas e sua eficacia, divididos em fatores intrinsecos e extrinsecos.
Os fatores intrinsecos ao organismo animal incluem pH, comprimento do trato
digestdrio, grau de hidratacdo, temperatura do corpo, concentracdo do substrato em
razdo da hidrélise enzimatica e suscetibilidade das enzimas exdgenas as enzimas
endogenas (ACAMOVIC & MCCLEARY, 1996). Dentre os fatores extrinsecos, podem-
se citar a exposicdo das enzimas ao ambiente externo e o pré-tratamento dos
ingredientes, incluindo a variacdo de pH, calor, umidade e pressédo e a presenca de

solventes organicos (PENZ, 1998).

Durante o processo de peletizacdo, que trabalha com condi¢cdes de umidade,
pressdo e temperatura inferiores as verificadas na extrusdo, a atividade catalitica de

enzimas exoégenas pode ser reduzida significativamente. Segundo Spring et al. (1996),
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o0 aumento gradual da temperatura durante a peletizacdo resultou em inativacédo
enzimatica. Samarasinghe et al. (2000) afirmaram que a viscosidade oriunda da
gelatinizacdo do amido durante o processo de peletizacdo foi responsavel por propiciar
um ambiente Umido e de calor excessivo, também resultando em desestabilizacédo
enzimatica. Apesar de ndo terem sido localizados dados de retencdo de atividade
enzimatica ap0s a extrusdo, admite-se que esta deva inativar completamente a acéo
das enzimas exdgenas, pois a temperatura (acima de 120°C) e pressao (ao redor de 5

atmosferas) de processo desnaturam praticamente todas as proteinas presentes.

Frente a escassez de trabalhos e resultados controversos em caes, justifica-se a
necessidade de mais pesquisas quanto ao emprego de enzimas e farelo de soja,
estudando-se melhor tanto os efeitos dos oligossacarideos sobre a digestibilidade dos
nutrientes e fermentacao bacteriana como a acédo de enzimas exdgenas na reducao de
efeitos antinutricionais. E esperado que a inclusio de farelo de soja na dieta reduza a
digestibilidade dos nutrientes e aumente a producao de fezes e a formacao de produtos
finais de fermentacdo, sendo estes efeitos mitigados pela adicdo de misturas de

enzimas a racao.

2.4. A microbiota intestinal de caes

A microbiota do trato gastroentérico desempenha diferentes funcdes nos
mamiferos. Em ruminantes e herbivoros de grande porte, por exemplo, as bactérias sao
cruciais para extrair energia de substratos fibrosos por meio de fermentacéo
anaerdbica. Na maioria dos monogastricos onivoros e carnivoros, a quantidade de
energia obtida por fermentacdo microbiana é baixa, devido a baixa ingestdo de fibra

alimentar e/ou as diferencas da anatomia e fisiologia gastroentéricas. Apesar destas
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diferencas, as populacdes microbianas desempenham um importante papel em
diversas fungdes gastroentéricas, incluindo a resisténcia a patdgenos e modulacédo do
sistema imune (LUBS et al., 2008).

Ao contrario de outros animais monogastricos e humanos, pesquisas sobre a
microbiota intestinal de cdes ou gatos tém sido limitadas (HUSSEIN et al., 1999;
ZENTEK et al., 2003, LUBS et al., 2008, GOMES, 2009). Recentemente, entretanto,
estudos foram dedicados ao maior entendimento da microbiota do célon de cées e
gatos, sugerindo a presenca de uma populacéo diversificada, com um grande namero
de bactérias anaerdbias, que promovem significativa fermentacdo colénica (HUSSEIN
et al., 1999).

As bactérias presentes no célon fermentam os nutrientes dietéticos e secre¢cdes
endogenas que escapam a digestdo e absorcdo no intestino delgado, como amido
resistente, polissacarideos ndo amilaceos, acucares ndao absorvidos, oligossacarides,
proteina dietética, enzimas enddégenas e muco (NRC, 2006). A densidade das bactérias
pode alcancar 10 por grama de fezes, sendo composta principalmente por
estrepetococos, bifidobacterias, lactobacilos, Bacterioides e Clostridium (VANHOUTTE
et al. 2005). Segundo Silva & Nornberg (2003), a microbiota benéfica (como
Lactobacillus e Bifidobacterium) pode auxiliar na digestdo e absorcdo de nutrientes,
produzir vitaminas que serdo utilizadas pelo hospedeiro e diminuir, por exclusdo
competitiva, a proliferacdo de bactérias nocivas (como Escherichia coli, Clostridium,
Staphylococcus, Pseudomonas e Salmonella), as quais podem causar inflamacdes na
mucosa intestinal, gerar metabolitos toxicos e propiciar 0 aparecimento de
enfermidades. Em condi¢cdes normais, estas populacbes encontram-se em equilibrio.
No entanto, em condigcbes de estresse (mudanca da dieta, alteracdes climaticas,
qualquer outra situacdo desfavoravel) as populacdes benéficas diminuem e as nocivas
se proliferam, o que se reflete negativamente sobre a saude do animal (SILVA &
NORNBERG, 2003).

Os principais produtos finais da fermentacdo e metabolismo bacteriano sédo os

acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato, butirato), lactato, didxido de
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carbono e gas hidrogénio. Os acidos graxos de cadeia curta diminuem o pH fecal,
favorecendo a inibicdo das bactérias patogénicas e estimulando a proliferacdo de
enterécitos. Com isto pode ocorrer melhoria da estrutura e integridade da parede
celular, favorecendo a capacidade de absorcao intestinal de nutrientes (CUMMINGS e
MACFARLANE, 1991).

Ha evidéncias de que a composicdo da microbiota intestinal pode ser alterada
por ingredientes da dieta. HUSSEIN et al. (1999) descreveram que a fonte e a
quantidade de proteina dietética influenciam a maior ocorréncia de patdgenos, como
Clostridium os quais tendem a ocasionar diminuicdo da concentracdo fecal de
bifidobactérias. Durante a fermentagdo coldonica de aminoacidos enddégenos e nao
digeridos, séo produzidos varios compostos putrefativos os quais séo responséaveis pelo
mau cheiro das fezes. Estes compostos incluem amonia, aminas alifaticas (agmatina,
cadaverina, putrescina feniletilamina, e tiramina), acidos graxos de cadeia ramificada
(isobutirato e isovalerato), indois, fendis e compostos volateis contendo enxofre
(HUSSEIN et al., 1999). Muitos destes compostos podem ter efeitos adversos sobre a

saude do colon, sendo altamente prejudiciais a integridade da mucosa.

Como a microbiota do intestino pode desempenhar papel importante na saude
intestinal, a modulacdo da microbiota do célon com a proliferacdo de bactérias
benéficas (Lactobacillus e Bifidobacterium) em detrimento as bactérias prejudiciais
(Escherichia coli, Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas e Salmonella), pode ser
realizada a partir da manipulacdo da dieta, principalmente da fonte de proteina e
carboidratos (fibra) ingeridos pelos caes e gatos.
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3. OBJETIVOS

Avaliar o uso do farelo de soja como substituto protéico da farinha de visceras de
frango em racOes extrusadas para caes, bem como a acdo de enzimas exodgenas sobre
a digestibilidade dos nutrientes, concentracbes fecais de produtos de fermentacdo

intestinal, microbiota das fezes e respostas pos-prandiais de ureia dos caes.
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4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais desta dissertagcdo foram aprovados pela
Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual de Paulista- FCAV/Unesp, Campus de
Jaboticabal (Anexo 1).

Foram realizados dois experimentos, denominados experimento A e
experimento B. Em cada um foram avaliadas diferentes enzimas, adicionadas em ragéo
com 30% de farelo de soja. Racdo sem farelo de soja foi empregada como controle
negativo e racdo com farelo de soja, mas sem adicdo de enzimas como controle

positivo em cada experimento.

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Unesp, Campus de Jaboticabal, Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinaria, Laboratorio de Pesquisa em Nutricdo e Doencas Nutricionais de Caes e

Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”.

4.1 Animais e delineamento experimental

O experimento A incluiu cinco racbes e 30 cédes da raca Beagle (machos e
fémeas), com peso corporal 10,6+0,5 kg e idade de 7,3+0,9 anos. Foi empregado
delineamento em blocos, com dois blocos de 15 cdes e trés repeticdes de cada
tratamento por bloco, totalizando seis cées por tratamento (racdo). O experimento B
incluiu quatro racdes e 24 caes da raca Beagle (machos e fémeas), com peso corporal
11,8+0,52 kg e idade de 8,2+0,8 anos. Foi empregado delineamento em blocos, com
dois blocos de 12 cées e trés repeticdes de cada tratamento por bloco, totalizando seis
cdes por tratamento (racdo). A saude dos caes foi verificada previamente a cada

experimento, por exame fisico e laboratorial.
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4.2 Dietas

Quatro amostras de farelo de soja foram adquiridas e analisadas. Estas
apresentaram 1,14+0,13% de estaquiose e 1,07+0,28% de rafinose. Foi selecionanda
para cada experimento a amostra que apresentou maiores concentracdes destes
oligossacarideos (Tabela 1). Duas dietas isonutritivas foram formuladas, respeitando-se
as recomendac0des nutricionais da AFFCO (2004) para caes adultos. Uma teve como
fonte protéica principal a farinha de visceras de frango (28,9%) e a outra o farelo de
soja (29,9%). A dieta com farelo de soja foi desdobrada em diferentes tratamentos,
representados cada um por diferentes adicdes de enzimas. Na racdo com farinha de
visceras de frango, casca de soja foi incluida de forma a tornar isonutritivas as duas
formulacdes. A formula das dietas experimentais encontra-se na Tabela 2 e sua

composicao quimica na Tabela 3.

No experimento A, foram empregadas: racdo controle negativo, com farinha de
visceras de frango (FVFA); ragdo controle positivo, com farelo de soja sem enzimas
(FSA-0); racdo com farelo de soja, 7.500U/kg de protease e 45U/kg de celulase
adicionadas por cobertura apés a extrusdo (FSA-1); racdo com farelo de soja,
15.000U/kg de protease e 90U/kg de celulase adicionadas por cobertura apos a
extrusdo (FSA-2); racdo com farelo de soja, 15.000U/kg de protease e 90U/kg de

celulase adicionadas na mistura antes da extrusdo (FSA-2-ext).

No experimento B foram empregadas: racdo controle negativo, com farinha de
visceras de frango (FVFB); racdo controle positivo, com farelo de soja sem enzimas
(FSB-0); racdo com farelo de soja, 140U/kg de protease, 8U/kg de celulase, 800U/kg de
pectinase, 60U/kg de fitase, 40U/kg de betaglucanase e 20U/kg de xilanase
adicionadas por cobertura apds a extrusdo (FSB-1); racdo com farelo de soja, 700U/kg
de protease, 40U/kg de celulase, 4000U/kg de pectinase, 300U/kg de fitase, 200U/kg de
betaglucanase e 100U/kg de xilanase adicionadas por cobertura apos a extrusdo (FSB-
2).



16

Tabela 1 - Composicao quimica das amostras de farelo de soja empregadas nos

experimentos A e B'. Valores expressos sobre a matéria natural.

Item

Farelo de soja
experimento A

Farelo de soja
experimento B

Matéria seca (%)
Proteina bruta (%)
Extrato etéreo acido (%)
Matéria mineral (%)
Amido (%)

Fibra dietética total (%)
Fibra insoltvel (%)
Fibra solavel (%)
Estaquiose (%)
Rafinose (%)
Sacarose

Atividade Ureatica (pH)

89,2
45,9
3,0
6,8
3,4
26,4
25,1
1,2
11
1,2
0,5

0,023

89,2
46,2
3,4
6,3
3,4
26,1
24,9
11
1,6
1,2
0,6

0,03

! _analisadas em duplicada (CV<5%)
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Tabela 2 - Formulas das dietas utilizadas nos experimentos A e B

) Dieta com farinhade Dieta com farelo
Ingrediente

visceras de frango de soja
Farelo de Soja 0,0 29,9
Farinha de Visceras de Frango 28,9 10,0
Quirera de Arroz 26,9 16,4
Gordura de Aves 5,4 7,8
Milho Gréo 30,0 30,0
Fosfato Bicalcico 0,7 15
Mistura mineral e vitaminica® 1,0 1,0
Casca de Soja 3,7 0,0
Palatabilizante 2,0 2,0
Cloreto de Sodio 0,5 0,5
Cloreto de Colina 60% 0,2 0,2
Antifingico? 0,1 0,1
DL-Metionina 0,0 0,1
Lisina HCL 0,0 0,2
Antioxidante® 0,05 0,05
Calcario 0,0 0,3
Cloreto de Potassio 0,6 0,0

! - Adic&o por quilograma de produto: Ferro 100 mg, Cobre 10 mg, Manganés 10 mg, Zinco 150
mg, lodo 2 mg, Selénio 0,3 mg, Vitamina A 18000 UI, Vit. D 1200 UI, Vit. E 200 Ul, Tiamina 6
mg, Riboflavina 10 mg, Acido pantoténico 40 mg, Niacina 60 mg, Piroxidina 6 mg, Acido félico
0,30 mg e Vit. B12 0,1 mg.

. Moldzap. Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda, Curitiba-PR, Brasil. (propionato de aménio,
propanodiol, a&cido propidnico, acido acético, acido latico, acico ascoérbico, acido sérbico, acido
férmico, sorbato de potassio, veiculo g.s.p.).

. Banox. Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda, Curitiba-PR, Brasil. (BHA, BHT, galato de
propila e carbonato de calcio).
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Para fabricacdo das racdes os ingredientes foram moidos em moinho com
peneira de 0,8 mm no experimento A e de 1mm no experimento B e as racdes
extrusadas em extrusora Tipo MAB 400S, na Fabrica de Rac¢des do Departamento de
Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal. O
processo de producao foi controlado com ajustes na densidade dos kibbles (g/L) a cada
20 minutos. O pré-condicionador foi mantido & temperatura de 90°C. Agua, vapor,
velocidade da rosca e o fluxo de racao foram ajustados de acordo com a dieta. A
temperatura no interior do canhao da extrusora foi mantida entre 120°C e 135<C. Todos
os ingredientes empregados na producao das dietas experimentais foram obtidos a

partir de um Unico lote, de modo a ndo permitir variabilidade nas ragdes.

4.3 Protocolo Experimental

O ensaio de digestibilidade foi realizado pelo método de coleta total de urina e
fezes, segundo protocolo e procedimentos de calculo preconizados pela AAFCO
(2004). Este incluiu periodo de adaptacdo de cinco dias, seguidos de cinco dias de
coleta total de fezes e urina. Agua foi fornecida ad libitum. Durante o periodo
experimental, os cédes foram alojados em gaiolas metabdlicas individuais (90x80x90cm)
com aparato especial para coleta de fezes e urina separadamente. As dietas foram
fornecidas duas vezes ao dia, em quantidade suficiente para atender a necessidade

energética dos animais (NRC, 2006).

Durante o periodo de coleta, as fezes foram recolhidas duas vezes ao dia,
identificadas por animal e periodo, pesadas e congeladas (-15°C). Urina foi coletada
duas vezes ao dia, em recipientes plasticos contendo 1mL de H,SO, (1N). Assim que
recolhida, determinava-se o0 volume de urina e esta era congelada para analises
posteriores. O escore fecal foi avaliado segundo CARCIOFI et al. (2008) atribuindo
notas: 0= fezes liquidas, 1= fezes pastosas sem forma; 2= fezes macias, mal formadas
e que assumem o formato do recipiente de coleta; 3= fezes formadas, macias e Umidas,
gue marcam o piso; 4= fezes bem formadas, consistentes e que nado aderem ao piso;

5= fezes bem formadas, duras e secas. Logos ap0s o ensaio de digestibilidade, nos
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dias 11, 12 e 13 foram coletadas amostras de fezes frescas, ap6és no maximo 15
minutos de eliminacdo. Nestas determinaram-se o pH, amoénia, acido latico e &cidos
graxos de cadeia curta. O pH fecal foi avaliado usando-se 2,0g de fezes frescas,
diluidas (1:10 w/w) em agua mili-Q e o pH medido com pH-metro de precisdo 0,01 pH
(Digicrom Analitica Ltda, modelo DM20). Para a andlise dos acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) e amonia utilizou-se 10g de fezes frescas foram homogeneizadas e
misturadas com 30mL de &cido formico a 4,2 N (proporcao volumétrica de 1:3). Para a
determinacgédo de acido latico foram empregados cerca de trés gramas de fezes colhidas
como descrito para AGCC, estas foram rapidamente homogeneizadas e misturadas a 9
mL de &gua destilada. Esta mistura foi mantida sob refrigeracdo por um dia
Posteriormente as misturas foram centrifugadas a 4.500 G durante 15 minutos a 15C
por trés vezes, aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento. Apés a

extracdo, as amostras foram identificadas e armazenadas em freezer (-15C).

A avaliacdo da resposta pos-prandial da ureia foi conduzida segundo Carciofi et
al. (2009), ao final do ensaio de digestibilidade. Os animais foram alimentados para
atender as necessidades nutricionais de manutencdo (130kcal/kg®’®; NRC 2006), e
condicionados a ingerir todo o alimento durante 15 minutos durante todo o periodo
experimental. No dia 11, os animais foram privados de alimento durante o periodo de
24h antes do teste de ureia. Neste mesmo dia, cada cdo foi assepticamente
cateterizado com cateter periférico intravenoso introduzido na veia cefalica (Angiocath
20 GA x 1,16 cm, Becton, Dickinson, EUA). No dia 12, amostras de sangue foram
coletadas pré-alimentacdo (amostra de referéncia, tempo 0) e 1, 2, 3, 4, 4h30min, 5, 6,
7, 8, 9 e 10 h ap6s a alimentacdo (os tempos foram contados a partir do final do
refeicdo). A coleta de sangue foi realizada sempre iniciando as 8:00h. Cada amostra de
sangue foi coletada com uma seringa, transferida para um tubo de vidro e centrifugada
durante 15 minutos para obtencao do soro e armazenada a -15°C. Todas as aliquotas
foram analisadas num periodo de até 24h pds-coleta usando um analisador semi-
automatico (LabQuest modelo BIO-2000, Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Brasil).
As concentracdes de ureia foram determinadas pelo ensaio cinético ultravioleta (UV

Liquiform ureia, Labtest Diagndstica SA, Lagoa Santa, Brasil). O incremento de ureia
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pos-prandial foi calculado, para cada animal, subtraindo-se a concentracédo de ureia no

tempo O (jejum) das concentracdes obtidas nos outros tempos de colheita.

No experimento B foi verificada, adicionalmente, a influéncia da adicao de farelo
de soja e enzimas dietéticas na microbiota das fezes dos cades. Foram empregadas
nesta avaliacdo apenas as ragbes FVFB, FSB-0 e FSB-2. Amostras de fezes foram
colhidas de forma asséptica imediatamente apds a eliminacdo e levadas para analise
no Laboratério de Microbiologia Aplicada a Zootecnia em no maximo 30 minutos apos
sua coleta. Foram pesadas 25 gramas de cada amostra fecal, homogeneizada, diluidas
em série com A&gua salina estérii até 10° e semeadas para contagem dos
microrganismos utilizando-se de meios e condicbes apropriadas para cada tipo de

bactéria, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Métodos empregados para cultura das bactérias em estudo.

. ) _ Condicdes de
Bactéria Meio de cultura Fabricante _ .
incubacao*
Aerobios totais Plate Count Agar (PCA) Acumedia® A, 37C, 24h
Anaerdbios totais  Plate Count Agar (PCA) Acumedia® AN, 37T, 24h
Escherichia coli Agar MacConkey Acumedia® A, 37T, 24h
o Reinforced Clostridium - AN, 37<C, 48h
Clostridium Oxoid
Agar (RCA)
_ Man Rogosa Sharpe - AN, 37<C, 72h
Lactobacillus Acumedia
(MRS)

* Necessidade de oxigénio, temperatura e tempo de incubacdo. Legenda: A =

aerobiose, AN = anaerobiose

! Acumedia Manufacturers Inc., Miami, EUA

% Oxoid Ltd, Cambridge, Reino Unido
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A contagem de bactérias, em Unidades Formadoras de Colénia (UFC/g de fezes
na matéria seca) foi realizada pela técnica de contagem padrdo em placas. As diluicbes
foram semeadas em duplicatas em placas de petri descartaveis pela técnica de pour
plate e incubadas conforme a sua necessidade de oxigénio. As bactérias aerdbias
(Escherichia coli e aerdbios totais), apés semeadura foram incubadas a 37°C, em
aerobiose, por 24 a 48 horas. As bactérias anaerdbias (Lactobacillus e anaerébios
totais) foram incubadas em jarras de anaerobiose com o sistema gas-pack a 37°C por
24 a 72 horas. Para o género Clostridium, as amostras nas diluicées 10" e 10 foram
submetidas a choque térmico prévio a semeadura, para ativar a germinagcdo dos
esporos e destruir contaminantes ndo esporulados, que consistiu em manté-las em
banho-maria a 80°C por 10 minutos, seguido por resfriamento em agua com gelo por
mais 10 minutos. Apds este procedimento as amostras foram semeadas em placas e
incubadas como descrito anteriormente ApOs incubacéo procedeu-se a contagem das
placas e cinco colbnias tipicas foram submetidas a esfregacos corados pelo método de
Gram para confirmacdo das caracteristicas morfoldégicas de cada género, conforme

descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas morfo-tinturiais dos géneros de bactérias em estudo
vizualizados em esfregacos corados pelo método de Gram.

Género Morfologia e coloracédo de Gram

Escherichia coli Bastonetes retos pequenos, Gram negativos

o Bastonetes curtos com extremidades arredondadas, Gram
Clostridium N
positivos, formadores de esporo

Lactobacillus Bastonetes finos e longos, Gram positivos

Fonte: HOLT et al. (1994).
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4.4 Analises laboratoriais

Nas amostras de farelo de soja e dietas extrusadas foram avaliadas as
concentracoes de rafinose e estaquiose. Estas foram analisadas segundo (Guimaraes
et al., 2001) por HPLC (Shimadzu, modelo RID-10a, Shimaddzu Corp., Jap&o) no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da FCAV/Unesp. Ao final do periodo de coleta,
fezes e urina foram descongeladas e homogeneizadas compondo-se uma amostra
Gnica por animal e bloco. Posteriormente, cada amostra de fezes (total produzido) e de
urina (cerca de 100mL) foi colocada em estufa de ventilagédo for¢cada (320-SE, FANEM,
Sé&o Paulo) a 55°C, por 72 horas, a fim de promover sua pré-secagem. Fezes, racdes e
ingredientes foram moidas em moinho tipo faca (MOD 340, ART LAB, Sao Paulo) com

peneira de 1,0mm, para proceder-se as analises laboratoriais.

Nas fezes e racdes foram determinados os teores de matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), extrato etéreo em hidrodlise acida (EEHA), matéria mineral (MM) e fosforo
(apenas no experimento B) segundo a AOAC (1995). Fibra dietética total (FDT), fibra
soluvel e fibra insolavel foram determinadas segundo PROSKY et al. (1992). Os teores
de amido também foram analisados nas racdes e fezes (ICC, 1995; HOLM et al., 1986;
KARKALAS, 1985). A EB das racbes, fezes e urina foi determinada em bomba
calorimétrica adiabética (1281, PARR Instruments, EUA). Nas amostras de urina foram
determinados, adicionalmente, os teores de nitrogénio, a fim de se calcular o balanco
nitrogenado. Estas analises foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal (LANA)
do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Unesp — Campus de Jaboticabal.

O indice de gelatinizagdo do amido das racdes e a atividade ureatica dos farelos
de soja e das ra¢des foram determinados no Labtec Analises (Mogiana Alimentos LTDA
Campinas/SP). Todas as andlises foram realizadas em duplicata e repetidas quando
variavam mais de 5%. O aminograma das rac¢des foi determinado segundo Hagen et al.
(1989), por HPLC (Shimadzu, modelo 20-A, Shimaddzu Corp., Japao) no Labtec
Andlises (Mogiana Alimentos LTDA Campinas/SP).
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O balanco nitrogenado (BN) foi calculado pela diferenca entre o nitrogénio total
ingerido (Ningerido) e o excretado nas fezes (Nfecal) e na urina (Nurinario), pela

seguinte fomula:

BN (mg/kgPC/dia)= Ningerido (mg/kgPC/dia)— (Nfecal (mg/kgPC/dia)+ Nurinério
(mg/kgPC/dia))

A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) foi determinada por
cromatografia gasosa (Finnigan 9001) de acordo com ERWIN et al. (1961), sendo a
coluna de vidro de 2 metros de comprimento, diametro de 1/8”, empacotada com
80/120 Carbopack B-DA/4% Carbowax 20M. O cromatografo foi calibrado por meio da
injecdo de 1uL de solucdo padrdo misto e a curva pré-estabelecida no software
BORWIN versdo 1.21.60. Foi utilizado nitrogénio como gas de arraste (vazdo de 25
mL/min.), oxigénio como gas comburente (vazdo de 175mL/min.) e hidrogénio como
gas combustivel (vazdo de 15mL/min.), com temperaturas de operacdo de 220°C no
injetor, 210°C na coluna e 250°C no detector de ionizagdo de chama. Para a
determinagcdo de acido latico, utilizou-se o método espectrofotométrico com leitura a
565nm (500 a 570nm), de acordo com PRYCE (1969). Foi utilizado branco reagente
para calibrar o espectrofotometro (QUICK - Lab marca DRAKE). As amostras foram
quantificadas comparando-as com padrao de acido latico a 0,08%. AGCC e acido latico
foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da USP -
Pirassununga. A concentracdo de amonia das fezes foi analisada segundo VIEIRA
(1980) com modificagbes, utilizando os extratos preparados para dosagem de AGCC.
Os extratos foram descongelados a temperatura ambiente e em seguida tomou-se
aliqguotas de 2mL que foram diluidas em 13mL de agua destilada (2:13 v/v) e
submetidas a destilacdo em um destilador de nitrogénio (Tecnal TE - 036/1, Piracicaba,
Brasil). A destilacéo foi realizada com 5mL de solucdo 0,2N de hidréxido de potassio e
0 nitrogénio recebido em um erlenmeyer que continha 10 mL de solucdo receptora
(acido bdrico a 0,97N). Ao atingir-se 50mL de solucao receptora mais material destilado
interrompeu-se a destilagdo. Em seguida foi realizada a titulacdo com acido cloridrico
0,005N.
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4.5 Andlise estatistica

Os dois experimentos seguiram delineamento em blocos casualizados. Os dados
obtidos foram avaliados pela fungdo GLM do SAS (Version 8.2, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA, 2001) procedendo-se previamente a andlise de normalidade dos erros. O
modelo empregado considerou os efeitos de bloco, tratamento e animal. Para
interpretacdo da resposta pés-prandial de ureia, foram calculadas para cada animal as
areas abaixo da curva (AAC) dos valores absolutos e do incremento de ureia sérica. O
incremento de ureia foi calculado subtraindo-se do valor observado em cada tempo o
valor obtido no tempo zero (jejum). As AAC foram computadas por integracoes
numéricas pelo método trapezoidal, utilizando o programa GraphPad Prism 4.0
(GraphPad, La Jolla, USA). Para o consumo de nutrientes, quando diferencas
estatisticas foram obtidas na andlise de variancia (p<0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para os coeficientes de digestibilidade,
caracteristicas das fezes e respostas poés-prandiais de ureia, quando diferencas
estatisticas foram obtidas na andlise de variancia (p<0,05), foram realizados contrastes
ortogonais (p<0,05) predeterminados, sendo em cada experimento um entre 0s
tratamentos com farelo de soja versus sem farelo de soja e outro entre a racdo com
farelo de soja sem enzimas versus as ragdes com farelo de soja e enzimas. Como cada
experimento incluiu trés doses de enzimas, contrastes polinomiais também foram
realizados (p<0,05) para avaliar o efeito de teor de adicdo. Quanto necessario, utilizou-
se a transformacgdo logaritmica das variaveis (log x + 1). No experimento A foi
verificado, adicionalmente, o efeito da extrusdo na acdo das enzimas comparando-se
pelo teste F as racbes FSA-2 versus FSA-2ext (p<0,05). No experimento B as
contagens de bactérias nas fezes foram submetidas a analise de variancia e quando
diferencas estatisticas foram obtidas (p<0,05) as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Digestibilidade e Parametros Fecais

As dietas foram adequadamente consumidas pelos cdes sem episédios de
rejeicdo alimentar, vomitos ou diarréia. Informacdes referentes a ingestdo de nutrientes
e efeitos da inclusdo das enzimas sobre os coeficientes de digestibilidade aparente dos
nutrientes e energia metabolizavel das dietas estao apresentadas na Tabela 6, para o
experimento A e Tabela 7 para o experimento B. Houve diferencas no consumo de
alguns nutrientes entre as dietas, mas estas foram pequenas e provavelmente nao
interferiram nos resultados de digestibilidade aparente. Os coeficientes de
digestibilidade aparente dos nutrientes e a energia metabolizavel das ra¢gbes nédo

diferiram entre as dietas em nenhum dos experimentos (p>0,05).
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Tabela 6 - Consumo (g) e coeficientes de digestibilidade aparente (%) das dietas

experimentais com diferentes inclusdes de enzimas empregadas no experimento A.

Dietas®
2
ftem FVFA FSA-0 FSA-1 FSA-2 F2§xAt EPMTCV (%) i
Peso corporal (kg) 10,8 10,1 11,5 10,0 10,7 0,21 10,8 0,23
Ingestdo (gramas por kg por dia)
Matéria seca 13,5 14,3 13,2 13,6 13,1 0,15 5,88 0,11
Matéria organica 12,6 13,5 12,4 12,8 12,3 0,14 5,89 0,09
Proteina bruta 3,7 4,0 3,9 3,9 3,9 0,04 5,81 0,27
Extrato etéreo acido 1,62 1,7® 1,7% 1,8° 1,7 0,02 5,62 0,03
Amido 58*  53® 4,9° 5,0° 48" 0,05 575 <0,001
Fibra dietética total 2,2 2,3 2,2 2,1 2,2 0,02 5,80 0,07
Coeficientes de digestibilidade aparente (%)

Matéria seca 85,6 84,5 83,6 83,7 82,8 0,31 2,00 0,09
Matéria organica 87,6 86,9 85,8 86,4 85,5 0,27 1,74 0,13
Proteina bruta 85,9 87,0 86,4 85,8 85,7 0,29 1,91 0,61
Extrato etéreo acido 91,7 91,3 91,8 91,9 91,8 0,22 1,33 0,91
Amido 99,9 99,9 99,9 99,9 99,9 0,01 0,04 0,22
Fibra dietética total 63,0 59,5 57,2 60,8 59,8 0,91 8,32 0,40
Energia bruta 88,1 87,7 86,9 87,1 86,6 0,27 1,68 0,41
Energia metabolizavel 4153 4055 4097 4088 4111 197 2,64 0,63

(kcal’kg MS)

' - FVFA - racéo controle negativo, com amostra A de farinha de visceras de frango; FSA-0 - rac&o
controle positivo, com amostra A de farelo de soja sem enzimas; FSA-1 - ragdo com amostra A de
farelo de soja, 7.500U/kg de protease e 45U/kg de celulase adicionadas por cobertura apds a
extrusao; FSA-2 - racdo com amostra A de farelo de soja, 15.000U/kg de protease e 90U/kg de
celulase adicionadas por cobertura apds a extrusdo; FSA-2-ext - ragdo com amostra A de farelo de
soja, 15.000U/kg de protease e 90U/kg de celulase adicionadas na mistura antes da extrusao.

%. erro padrdo da média, n=6 cées por racao.

5 comparagdo entre racdo FVFA versus ragdes com farelo de soja (FSA-0, FSA-1, FSA-2, FSA-2ext)
* _ comparac&o entre FSA-0 (soja sem enzimas) versus FSA-1, FSA-2, FSA-2ext (soja com enzimas)



28

Tabela 7 — Consumo (g) e coeficientes de digestibilidade aparente (%) das dietas
experimentais com diferentes inclusdes de enzimas empregadas no experimento B.

Dietas' ,
ltem EPM? CV (%)
FVFB FSB-0 FSB-1 FSB-2
Peso corporal (kg) 11,6 11,6 12,5 11,2 0,25 11,47 0,46
Ingestdo (gramas por kg por dia)
Matéria seca 13,2 13,3 12,9 13,3 0,08 2,84 0,30
Matéria orgénica 12,0 12,3 11,9 12,2 0,07 2,85 0,18
Proteina bruta 35" 38 3,9 35° 002 289 <0,001
Extrato etéreo acido 1,3 1,2 1,3 1,3 0,01 2,79 0,06
Amido 55° 4,8 4,8 48" 003 2,78 <0,001
Fibra dietética total 2,1 21° 1,9° 1,9° 001 279 <0,001
Fosforo 1,5 1,3 1,3 1,3® 018 2,85 <0,001
Coeficientes de digestibilidade aparente (%)

Matéria seca 79,1 79,8 80,9 80,0 0,51 3,14 0,65
Matéria organica 84,8 83,9 84,5 84,1 0,43 2,49 0,89
Proteina bruta 79,8 80,5 81,4 81,6 0,55 3,34 0,66
Extrato etéreo acido 92,8 91,6 93,6 93,2 0,22 2,23 0,38
Amido 99,8 99,9 99,8 99,8 0,01 0,04 0,73
Fibra dietética total 55,2 49,6 49,9 47,3 10,50 10,72 0,11
Energia bruta 84,0 83,4 84,1 83,6 0,47 2,77 0,95
Fdésforo 28,0 22,5 27,3 27,4 0,91 16,92 0,15
Energia metabolizavel (kcallkg MS) 3911 3815 3891 3895 2149 2,71 0,41

' - FVFB - racédo controle negativo, com amostra B farinha de visceras de frango; FSB-0 - ragéo
controle positivo, com amostra B de farelo de soja sem enzimas; FSB-1 - racdo com amostra B de
farelo de soja, 140U/kg de protease, 8U/kg de celulase, 800U/kg de pectinase, 60U/kg de fitase,
40U/kg de betaglucanase e 20U/kg de xilanase adicionadas por cobertura apds a extrusao; FSB-2 -
racdo com amostra B de farelo de soja, 700U/kg de protease, 40U/kg de celulase, 4000U/kg de
pectinase, 300U/kg de fitase, 200U/kg de betaglucanase e 100U/kg de xilanase adicionadas por
cobertura apés a extruséo.

%- erro padrédo da média, n=6 cées por ragao.

5 comparagdo entre racdo FVFB versus racdes com farelo de soja (FSB-0, FSB-1, FSB-2)

4

— comparacao entre FSB-0 (soja sem enzimas) versus FSB-1, FSB-2 (soja com enzimas)
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A producédo e caracteristicas das fezes encontram-se na Tabela 8 (experimento
A) e na Tabela 9 (experimento B). Tanto no experimento A como no experimento B, a
inclusado de farelo de soja nas ragdes levou ao aumento do teor de 4gua das fezes e da
producéo de fezes pelos caes (p<0,05), sem efeito das enzimas sobe estes parametros
(p>0,05). O escore fecal, no entanto, ndo variou entre as dietas (p>0,05). Aumento na
concentracdo de AGCC totais, proprionato, acetato e lactato nas fezes dos cées foi
verificado com a inclusdo de farelo de soja, sendo estes significativos para o0s
experimentos A e B (p<0,05). Este aumento na atividade fermentativa microbiana de
carboidratos resultou em reducdo do pH das fezes no experimento B (p<0,05) e
tendéncia de reducédo no experimento A (p=0,07). A inclusédo de farelo de soja ainda
ocasionou reducao da concentracdo de amonia nas fezes, com menores valores que 0s
verificados nas fezes dos cées alimentados com farinha de visceras de frango (p<0,05).
Para nenhum dos parametros avaliados se verificou efeito da adicdo de enzimas
(p>0,05).
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5.2 Composicdo microbiana das fezes
As contagens de bactérias das fezes dos caes encontram-se na Tabela 10. O

consumo de racdo com farelo de soja sem adicdo de enzimas resultou em reducao

das concentracfes de aerdbios totais, anaerdbios totais das fezes dos cées (p<0,05).

Tabela 10 - Contagem de bactérias nas fezes de cdes mediante consumo das dietas
experimentais com diferentes inclusdes de enzimas empregadas no experimento B

Dietas’ EPM?  CV (%) P
Item
FVFB FSB-0 FSB-2
(Log UFC/g fezes na matéria seca)

Aerobios totais 7,05 5,96" 6,84"° 0,18 13,39 0,03
Anaerdbios totais 7,022 5,84 7,01 0,17 12,58 0,02
Escherichia coli 5,45 4.80 5,35 0,22 20,61 0,53
Clostridium spp 3,73 3,65 3,47 0,11 14,65 0,68
Lactobacillus spp 5,69 6,31 6,41 0,20 15,85 0,40

!~ FVFB - racdo controle negativo, com amostra B farinha de visceras de frango; FSB-O -
racdo controle positivo, com amostra B de farelo de soja sem enzimas; FSB-2 - ragdo com
amostra B de farelo de soja, 700U/kg de protease, 40U/kg de celulase, 4000U/kg de
pectinase, 300U/kg de fitase, 200U/kg de betaglucanase e 100U/kg de xilanase adicionadas
por cobertura apés a extruséao.

%- erro padrdo da média, n=6 cées por racio.
3> _ meédias sem uma letra em comum s&o diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05)
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5.3 Resposta pos-prandial de ureia, balanco de nitrogénio e aminograma

As tabelas 11 e 12 apresentam o incremento de ureia sérica pos-prandial e o
balanco de nitrogénio dos cées, respectivamente nos experimentos A e B. Estes
resultados estdo ilustrados nas Figuras 1 e 2, respectivamente. Nos dois
experimentos nota-se aumento pos-prandial da concentracdo de ureia, que atingiu
pico aproximadamente seis horas apos a refeicdo. Tanto no experimento A como no
B verificou-se maior pico de ureia nos caes alimentados com racdo contendo farelo
de soja (p<0,05). No experimento A, verificou-se que o farelo de soja resultou em
maior incremento de ureia as 4h30min e de 6 a 8 horas poés-prandiais, ja no
experimento B o farelo de soja resultou em maior incremento de ureia as 7 horas
pos-prandiais. Em ambos 0s experimentos, 0s caes que receberam rac¢do com farelo
de soja apresentaram maior AAC de ureia que a (P<0,05) que as dietas contendo
farinha de visceras de frango. O balanco de nitrogénio dos animais do experimento A
diferiu entre as dietas (p<0,05), verificando-se menores valores para 0s cédes que

consumiram a dieta FVFA.
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FVFA

FSA-0
FSA-1
FSA-2

FSA-2ext

Incremento de Ureia (mg/dL)

Tempo (h)

Figura 1 - Incremento de ureia sérica de cdes (mg/dL) mediante consumo das dietas
experimentais com diferentes inclusdes de enzimas empregadas no experimento A.
FVFA - racdo controle negativo, com amostra A de farinha de visceras de frango; FSA-0
- racao controle positivo, com amostra A de farelo de soja sem enzimas; FSA-1 - racéo
com amostra A de farelo de soja, 7.500U/kg de protease e 45U/kg de celulase
adicionadas por cobertura apés a extrusdo; FSA-2 - ragdo com amostra A de farelo de
soja, 15.000U/kg de protease e 90U/kg de celulase adicionadas por cobertura apos a
extrusao; FSA-2-ext - racdo com amostra A de farelo de soja, 15.000U/kg de protease e
90U/kg de celulase adicionadas na mistura antes da extruséao.

4P _ em cada tempo médias sem uma letra em comum s&o diferentes pelo teste de

Tukey (p<0,05)
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Figura 2 - Incremento de ureia sérica de caes (mg/dL) mediante consumo das dietas
experimentais com diferentes inclusdes de enzimas empregadas no experimento B.
FVFB - racdo controle negativo, com amostra B farinha de visceras de frango; FSB-O -
racao controle positivo, com amostra B de farelo de soja sem enzimas; FSB-1 - racao
com amostra B de farelo de soja, 140U/kg de protease, 8U/kg de celulase, 800U/kg de
pectinase, 60U/kg de fitase, 40U/kg de betaglucanase e 20U/kg de xilanase
adicionadas por cobertura apos a extrusdo; FSB-2 - ragdo com amostra B de farelo de
soja, 700U/kg de protease, 40U/kg de celulase, 4000U/kg de pectinase, 300U/kg de
fitase, 200U/kg de betaglucanase e 100U/kg de xilanase adicionadas por cobertura
apos a extrusao.

3P _ em cada tempo médias sem uma letra em comum s&o diferentes pelo teste de
Tukey (p<0,05)
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Na tabela 13, sdo apresentados as concentracdes de aminoacidos das racfes
experimentais. Verifica-se que as formulagbes com farinha de visceras de frango ou
farelo de soja néo diferiram em relacdo a composicado de aminoacidos essenciais, tendo
apresentado as ragfes com farelo de soja, via de regra, maior concentracédo de

aminoacidos essenciais do que as racdes com visceras de frango.
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Tabela 13 - Aminograma das racdes empregadas nos experimentos A e B™.

Valores sobre a matéria natural.

Dietas experimento A? Dietas experimento B?
Aminoacido (%) FVFA FSA-0 FSA-1 FSA-2 FSA-2ext FVFB FSB
Essenciais
Arginina 1,68 1,96 1,95 1,93 1,87 1,63 1,72
Fenilalanina 0,81 1,04 1,08 1,08 1,07 0,82 0,91
Histidina 0,65 0,82 0,82 0,81 0,77 0,58 0,74
Isoleucina 0,68 0,87 0,88 0,87 0,8 0,65 0,59
Leucina 1,57 1,78 1,90 1,92 1,85 1,64 1,71
Lisina 1,78 1,81 1,84 1,9 1,82 1,35 1,74
Metionina 0,97 0,84 1,01 0,9 0,89 0,81 0,91
Treonina 0,91 0,97 0,96 0,95 0,94 0,76 0,81
Triptofano 0,16 0,16 0,17 0,17 0,19 0,18 0,19
Valina 0,82 0,96 0,97 0,94 0,85 0,85 0,69
Total 10,03 11,21 11,58 11,47 11,05 9,27 10,01
N&o essenciais
Acido aspartico 1,92 2,57 2,55 2,54 2,5 3,36 4,57
Acido glutdmico 3,06 4,12 4,10 4,06 3,96 3,72 4,86
Alanina 1,29 1,23 1,25 1,26 1,22 1,39 1,24
Cisteina 0,28 0,45 0,43 0,34 0,3 0,31 0,3
Glicina 1,66 1,34 1,40 1,37 1,33 1,98 1,45
Prolina 1,36 14 1,44 1,43 14 1,55 14
Serina 1,03 1,24 1,23 1,23 1,23 1,41 1,52
Tirosina 0,61 0,73 0,73 0,72 0,69 0,54 0,6
Total 11,21 13,08 13,13 12,95 12,63 14,26 15,94

analisadas em duplicada (CV<5%)

FVFA - racao controle negativo, com amostra A de farinha de visceras de frango; FSA-O -
racdo controle positivo, com amostra A de farelo de soja sem enzimas; FSA-1 - racdo com
amostra A de farelo de soja, 7.500U/kg de protease e 45U/kg de celulase adicionadas por
cobertura ap0s a extrusdo; FSA-2 - ragcdo com amostra A de farelo de soja, 15.000U/kg de
protease e 90U/kg de celulase adicionadas por cobertura apés a extrusdo; FSA-2-ext - racao
com amostra A de farelo de soja, 15.000U/kg de protease e 90U/kg de celulase adicionadas
na mistura antes da extruséo.

® - FVFB - racdo controle negativo, com amostra B de farinha de visceras de frango e FSB -
Unico lote de producéo, desdobrado nos demais tratamentos (FSB-0, FSB-1, FSB-2).
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6. DISCUSSAO

Durante os 16 dias de cada ensaio, ndo houve episddios de rejeicdo alimentar,
vOmitos ou diarréia nos animais, o que demonstra toleréncia a soja e as enzimas nas
inclusbes avaliadas. Foram utilizados cdes com peso médio semelhante (p>0,05) entre
tratamentos (Tabelas 6 e 7), havendo uniformidade e auséncia de efeito desta variavel

sobre os resultados obtidos.

O uso do farelo de soja em dietas para cées tem sido alvo de diversas pesquisas
(ZUO et al., 1996; CLAPPER et al., 2001; YAMKA et al., 2003; YAMKA et al., 2005;
CARCIOFI et al., 2006), bem como o uso de misturas enzimaticas em dietas para caes
gue apresentam PNA (SMET et al. 1999; TWOMEY et al.,, 2003a; TWOMEY et al.,
2003b; YAMKA et al., 2006). No presente estudo foi possivel constatar que a utilizagédo
de 30% de farelo de soja, com ou sem enzimas exdgenas, apresentou coeficiente de
digestibilidade aparente similar a dieta que possuia somente farinha de visceras de
frango como fonte protéica (Tabelas 6 e 7). Estudos que compararam dietas a base de
farelo de soja com dietas a base de farinha de visceras de frango demonstraram
coeficientes de digestibilidade aparente proximos (CLAPPER et al, 2001),
corroborando com a digestibilidade dos nutrientes verificada no presente estudo. Zuo et
al. (1996) e Carciofi et al. (2006), por outro lado, verificaram maiores coeficientes de
digestibilidade da proteina bruta para as dietas a base de farelo de soja, em relacdo a
dieta formulada com farinha de visceras de frango. Considerando a uniformidade e
padronizacdo do farelo de soja, estas diferencas provavelmente referem-se mais as
variagbes na composicéo e digestibilidade da farinha de visceras de frango, que pode

variar entre fornecedores e entre partidas de um mesmo fornecedor.

Os Uunicos autores que reportaram menor digestibilidade da proteina para racfes
com farelo de soja em relacdo a visceras de frango foram Yamka et al (2003),
contrastando com a presente pesquisa e as demais publicacdes (ZUO et al., 1996;
CLAPPER et al.,, 2001; CARCIOFI et al., 2006). Estes autores avaliaram adicoes
graduais de farelo de soja (15 a 46%) em alimentos extrusados para caes, verificando

gue adicdes superiores a 25% tiveram efeito negativo sobre a digestibilidade dos
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nutrientes e formacéo de fezes de cées. No presente estudo teve-se a proposta de se
comparar dietas isonutritivas, para isto 3,7% de casca de soja foi adicionada as dietas a
base de farinha de visceras de frango obtendo-se alimentos com a mesma
concentracdo de fibra dietética total. E possivel que esta diferenca de delineamento
explique boa parte das diferencas de resultados, em funcdo da reducao linear da
digestibilidade dos alimentos verificada com o aumento da fibra da dieta (CASTRILLO

et al., 2001) e em funcéo da variacdo da qualidade das farinhas de visceras de frango.

Os farelos de soja utilizados em ambos 0s experimentos apresentaram baixa
atividade ureatica, em torno de 0,25 unidade de pH (Tabela 1), indicando que houve
inativacdo dos fatores antinutricionais termolabeis durante o processamento do farelo
de soja (BUTOLO, 2010).

A concentracdo média de estaquiose (1,35%) e rafinose (1,2%) dos farelos de
soja empregados podem ser consideradas elevadas e intermediarias, respectivamente,
quando comparados as encontradas por Parsons et al. (2000), que reportaram
concentracdes de estaquiose de 0,58% e de rafinose de 3,2% nos farelos de soja
convencionais e concentragdo média (intervalo) de 0,08% (0,03% a 0,17%) e 0,42%
(0,04% a 1,08%), respectivamente, nos farelos de soja com baixo contetdo de
oligossacarideos, tanto os obtidos por extracdo com solvente como 0s provenientes de
linhagens de soja geneticamente modificadas. Esses pesquisadores, ao avaliarem a
digestibilidade em galos cecectomizados, encontraram maior digestibilidade da proteina
bruta para as dietas contendo os farelos de soja com baixo conteddo de
oligossacarideos. Em estudo semelhante com cées, ao contrario, Zuo et al. (1996) nédo
encontraram diferencas de digestibilidade entre as dietas com os diferentes farelos de
soja. Pode-se, assim, considerar que a influéncia destes oligossacarides em caes sobre
a digestibilidade dos nutrientes ndo seja assim tao elevada, sendo estes tolerados

mesmo em elevada inclusdo, como no presente estudo.

Existem trés formas de reduzir os efeitos negativos dos oligossacarideos
presentes no farelo de soja. Através da extracdo com etanol da estaquiose e rafinose,

pela selecdo de linhagens de soja com reduzido conteudo desses oligossacarideos ou
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com a utilizagdo de enzimas exdgenas com a funcdo de clivar esses compostos.
(PARSONS et al., 2000). No presente estudo o principal efeito adverso da presenca
destes oligossacarideos no alimento foram o aumento do teor de agua das fezes e da
producédo de fezes pelos cées. Estes efeitos foram relatados anteriormente em varios
estudos (ZUO et al., 1996; YAMKA et al., 2003; CARCIOFI et al., 2006). Do ponto de
vista comercial, o volume e a consisténcia das fezes produzidas pelos cées séo
caracteristicas relevantes. Mesmo que ndo haja alteracdes da digestibilidade com a
inclusdo do ingrediente, fezes amolecidas ou em excesso sdo caracteristicas
indesejadas pelos proprietarios. Entretanto, o escore fecal ndo diferiu entre as dietas,
portanto, as fezes dos animais que consumiram farelo de soja n&o ficaram visivelmente
mais amolecidas. O efeito dos oligossacarideos do farelo de soja foi avaliado por Zuo et
al (1996) que compararam o farelo de soja convencional e o farelo de soja com baixo
conteudo de oligossacarideos. A remocao dos oligossacarides nao resultou em melhora

da digestibilidade ou das caracteristicas fecais.

A adicdo das duas misturas de enzimas nao resultou em melhora na
digestibilidade aparente das dietas (Tabelas 6 e 7), bem como em alteracdes nos
parametros fecais estudados (Tabelas 8 e 9). Resultados controversos tém sido
encontrados na literatura sob os efeitos de misturas de enzimas em alimentos
extrusados para cées, enquanto alguns estudos verificaram resultados positivos (SMET
et al. 1999; TWOMEY et al, 2003b) outros ndo constataram efeito destas
suplementacées (TWOMEY et al., 2003a). A hipétese da presente pesquisa era de que
a dieta controle negativo, a base de farinha de visceras de frango, apresentasse melhor
digestibilidade do que as formulacdes com farelo de soja, tornando possivel a
verificagcdo do efeito da adicdo de enzimas na melhora relativa da digestibilidade destes
alimentos. A falta de efeito da adicdo de farelo de soja, no entanto, torna dificil a
interpretacdo dos resultados, pois em alimentos com concentragdes mais elevadas de
oligossacarides € possivel que um efeito das enzimas exdgenas possa vir a ser

evidenciado, hipotese que dependeria, no entanto, de mais estudos.

Os estudos publicados com enzimas exdgenas divergem bastante quanto a

composicdo do alimento estudado. Principalmente, devido a diferencas tanto na
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quantidade e composicdo de PNA presentes e quanto os tipos e concentracdes de

enzimas adicionadas, dificultando a comparacao dos resultados.

Twomey et al. (2003a) avaliaram a adicdo de uma solucdo de enzimas (contendo
225U de xilanase, 18,75U de amilase, 82,5U de betaglucanase, 60.000U de
hemicelulase, 4000U de pectinase e 150U endoglucanase por quilograma de racgéo)
sobre dietas contendo elevadas quantidades de pentosanas (sorgo), observando que
ndo houve melhora da digestibilidade. No presente estudo, também néo foi observada
melhora na digestibilidade aparente sobre as dietas contendo estaquiose e rafinose,
apesar de maiores quantidades utilizadas das mesmas enzimas (FSB-1 800U/kg de
pectinase, 60U, 40U/kg de betaglucanase e 20U/kg de xilanase E FSB-2 4000U/kg de
pectinase, 200U/kg de betaglucanase e 100U/kg de xilanase)

Em estudo posterior, 0 mesmo grupo de pesquisa avaliou dietas extrusadas
para cdes com diferentes niveis de polissacarideos ndo amilaceos (11, 16 e 20g/kg) e
enzimas (340U de xilanase, 30U de betaglucanase e 0,9U de amilase por quilograma
de ragdo) sobre os beta-glucanos (cevada) e arabinoxilanos (trigo). Os autores
demonstraram que, com a adi¢do de enzimas, houve um aumento na digestibilidade da
matéria seca, atribuindo este efeito a quebra das moléculas de PNA solaveis em
pequenos polimeros, diminuindo assim a viscosidade do bolo alimentar (TWOMEY et
al., 2003b).

O farelo de soja contém cerca de 35% do fosforo total disponivel para os
monogastricos, pois a maior parte desse fésforo encontra-se ligado ao acido fitico e a
sua quebra s6é pode ser realizada através da enzima fitase, produzida apenas pelos
microorganismos (ROSTAGNO et al., 2005). O uso de fitases em dietas foram
avaliadas por Smet et al. (1999), utilizando 800U de fitase por kg de racdo para caes
contendo elevada quantidade de fitato, verificando aumento da absorcdo aparente do
fésforo. O presente estudo utilizou menores quantidades de fitase (FSB-1 60U/kg e
FSB-2 300U/kg) os quais, apesar apresentarem de menor valor numérico para FSB-0
(22,5) que os demais tratamentos (média de 27,6), ndo resultaram em diferencas
estatisticas na absorcdo aparente do fésforo (p>0,05), possi velmente devido ao alto

coeficiente de variagéo (16,9%).
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A ingestado das racdes com farelo soja resultou em aumento da concentracdo de
AGCC totais, propionato, acetato e lactato, bem como em reducédo da amonia e pH das
fezes dos cées (Tabelas 8 e 9), o que se justifica pela fermentacdo intestinal de seus
oligossacarideos (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991). Também n&o se verificou
efeito de enzimas nestes parametros, diferindo do verificado por Smet et al. (1999) e
Twomey et al., (2003b), que encontraram reducdo dos produtos de fermentacdo com
suplementacdo de enzimas. A formacdo de produtos de fermentacdo depende
largamente da dieta e materiais ndo digeridos que chegam ao colon. A fermentacgédo de
proteinas resulta na producdo de compostos putrefativos como aminas biogénicas,
amonia, indol e fenol, sendo indesejavel (SWANSON et al., 2002; ZENTEK et al., 2003),
enquanto a fermentacdo de carboidratos pela microbiota nativa do célon produz acidos
graxos de cadeia curta (acético, propionico e butirico) e &cido latico. Esses acidos
organicos diminuem o pH fecal, favorecendo a inibicdo das bactérias patogénicas e
estimulam a proliferacdo de colondcitos. Os AGCC, especialmente o butirato, séo
importante fonte de energia para os colondcitos, favorecendo a absorcéo de ions, fluxo
sanguineo intestinal e o peristaltismo, promovendo saude no animal por aumentarem 0s
nutrientes disponiveis para as células gastrointestinais (ROEDIGER, 1982). Desta
forma, a reducdo do pH e dos teores de amdnia e o aumento das concentracdes de
AGCC promovidos pelos oligossacarides da soja podem ser considerados efeitos
benéficos deste ingrediente sobre o metabolismo intestinal dos cées, merecendo
futuros estudos sobre suas implicacdes a saude destes animais. Estas alteracdes nos
produtos de fermentagdo s&o, na realidade, reflexo de mudancas na composicdo e
atividade metabdlica da microbiota intestinal induzidas pelo alimento (STRICKLING et
al., 2000). No experimento B, o consumo de farelo de soja sem adicdo de enzimas
reduziu as populacdes de aerobios totais e anaerdbios totais das fezes dos caes
(Tabela 10).

ZENTEK et al. (2003), demonstraram que o consumo de proteinas de origem
animal favorece o crescimento de bactérias indesejaveis, como o Clostridium
perfringens e reduz as contagens fecais de bifidobactérias. Na presente pesquisa, no

entanto, apesar de a diminuicdo de aerdbios e anaerdbios totais ser um resultado
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relativamente inespecifico em relacdo ao equilibrio da microbiota entérica, 0 aumento
de AGCC e acido latico e reducado de aménia e pH fecais nos tratamentos com farelo de
soja, sugerem que estas alteracdes podem estar relacionadas com melhora da saude
intestinal destes animais. A dieta e o fator mais importante para o controle da atividade
microbiana no trato gastrintestinal de ndo ruminantes. A digesta que chega ao intestino
grosso vai definir a populacdo microbiana pela quantidade e tipo de substrato que
fornece (STRICKLING et al.,2000).

A adicdo de enzimas, no entanto, resultou em aumento da contagem de
bactérias da microbiota fecal, ndo diferindo entre os demais tratamentos avaliados.
Apesar desse resultado, nota-se que a adicdo de enzimas gerou diferencas nos
produtos finais de fermentacdo, com aumento de AGCC e &cido latico e sem alteracéo
em pH e amonia fecais quando comparados ao tratamento sem adicdo de enzimas
(Tabela 9). Esses dados sugerem que houve maior liberacdo de substrato pelas
enzimas exdgenas das quais podem ndo ter sido absorvidos no intestino delgado
gerando mais substrato para a microbiota fecal, portanto, as bactérias que aumentaram
no tratamento FVF-B podem ter sido diferentes das bactérias intestinais que se

formaram no tratamento FSB-2.

Ao se avaliar o incremento de ureia em ambos os experimentos (Tabelas 11 e
12), nota-se que o aumento deste metabdlito ocorreu a partir de uma hora apos a
alimentacdo dos animais e que mesmo apos 10 horas, ndo houve retorno aos valores
basais. A producdo hepatica de ureia pos-prandial retrata, em situagcdes de ingestéo
semelhante de proteina, a eficiéncia da sintese protéica a partir dos aminoacidos
absorvidos do alimento. A maior AAC de ureia mediante consumo das ra¢cdes com
farelo de soja sugere que maior proporcdo dos aminoacidos absorvidos esteve
indisponibilizada para a sintese protéica, tendo sido deaminada e transformada em
ureia para ser eliminada via urina (FORD & SHORROCK, 1971). Os maiores valores
encontrados no balanco de nitrogénio dos cades mediante o consumo das dietas com
farelo de soja pode ser decorrente, juntamente com a maior AAC de uréia, do pior
aproveitamento de aminoacidos absorvidos e consequente pior valor bioldgico da

proteina do alimento (CARCIOFI et al.,, 2009). A avaliacdo da composicdo de
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aminoacidos dos alimentos mostra bastante semelhanca entre as formulagcdes com
farinha de visceras de frango e farelo de soja, com teores de aminoacidos essenciais
até um pouco mais elevados nas ra¢des com farelo de soja (Tabela 13). Desta forma, a
composicdo de aminodacidos totais ndo explica as diferencas de utilizacao pos-prandial
da proteina das racfes. E possivel que diferencas na digestibilidade dos aminoacidos
e/ou na simultaneidade de suas absor¢des intestinais venham a explicar esta menor
eficiéncia de sintese protéica do farelo de soja. Tanto fatores relativos ao proprio
ingrediente como ao seu comportamento no processo de extrusdao podem colaborar
para estas questdes, por exemplo a sacarose, estaquiose e rafinose do farelo de soja
podem ter favorecido a formacdo de complexos amino-carboidratos em reacdes de
Maillard, diminuindo a biodisponibilidade de aminoacidos especificos mas ndo da
proteina como um todo, que apresentou digestibilidade aparente semelhante. Estas
especulagdes, no entanto, necessitam ser adequadamente estudadas, pois os estudos
que compararam a digestibilidade ileal de aminoacidos de racdes a base de farelo de
soja e farinha de visceras de frango demonstraram, na realidade, maior digestibilidade
de todos os aminoacidos essenciais para a dieta com farelo de soja (ZUO et al., 1996;
CLAPPER et al., 2001).

7. CONCLUSOES

Nas condicdes de realizacao deste trabalho, pode-se concluir que:

- As dietas que continham proteina de origem vegetal (farelo de soja),
comparativamente as que continham proteina de origem animal (farinha de visceras de
frango) ndo apresentaram alteracdes na digestibilidade, mas expressaram aumento da
umidade fecal, producdo de fezes e concentracdo dos produtos finais do processo

fermentativo.

- A adicdo das enzimas nas quantidades utilizadas em ambos 0s experimentos

nas dietas com 30% de farelo de soja ndao foram suficientes para a melhora dos
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coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes analisados, assim como da

gualidade fecal.

- A utilizacdo de farelo de soja reduziu significativamente as contagens de
aerbbios e anaerdbios totais, ambnia e pH das fezes dos caes, quando comparado as
dietas contendo farinha de visceras de frango, sem alteragbes com o uso de enzimas.
Estas alteracbes sinalizam melhora do ambiente intestinal, merecendo futuras

investigacdes com relacdo a saude intestinal dos cées.

- O aproveitamento pds-absortivo dos aminoacidos do alimento foi pior para as
dietas com farelo de soja. Este ndo pode ser explicado pela composicdo bruta de
aminoacidos, que foi semelhante e deve ter decorrido de diferencas na digestibilidade e

absorcédo dos mesmos ou devido a rea¢des de Maillard ocorridas nos farelos de soja.

- S8o necessarios novos estudos relacionando diferentes concentracdes de
enzimas exogenas e de farelo de soja em dietas extrusadas para cées a fim de melhor

avaliar seus efeitos sobre a digestibilidade em cées.
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