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RAFINOSE NA ALIMENTACAO DE LEITOES RECEM-DESMAMADOS

RESUMO - Ingredientes comumente utilizados na alimentacao de leitbes, a
exemplo do milho e do farelo de soja, possuem galacto-oligossacarideos (Gos),
como a rafinose, os quais ndo tém seus efeitos sobre a nutricdo de leitbes
totalmente esclarecidos. Dessa forma, foi realizado um estudo utilizando leitdes
recém-desmamados, dos 21 aos 63 dias de idade, distribuidos em um delineamento
de blocos casualizados, com cinco tratamentos. Foi elaborada uma dieta contendo
baixos teores de Gos, e a ela adicionado rafinose purificada (0, 0,75, 1,50 e 2,25%).
A quinta dieta foi formulada com milho e farelo de soja (MFS) contendo teores de
Gos usualmente encontrados em dietas de leitdbes. Foram avaliadas as
digestibilidades dos nutrientes e da energia, o tempo de transito gastrintestinal
(TTGI), o peso dos 6rgaos, o desempenho, a incidéncia de diarreia, a morfologia, o
pH e a microbiologia intestinal. As digestibilidades totais dos nutrientes e da energia,
bem como o TTGI apresentaram reducdes lineares a medida em que a rafinose foi
adicionada as dietas, da mesma forma que alguns aminoacidos, em especial 0s nédo
essenciais, porém, a digestibilidade dos minerais ndo foi afetada. A dieta MFS
proporcionou digestibilidade total dos nutrientes e energia menores em relacdo as
dietas contendo O e 0,75% de rafinose. O maior peso do ceco foi estimado para o
nivel de 0,76% de rafinose. O consumo de racéo e o peso final, aos 49 dias de idade
apresentaram efeitos quadraticos para os teores de rafinose, enquanto a conversao
alimentar melhorou linearmente a medida em que os niveis de rafinose aumentaram.
A incidéncia de diarreia nao foi influenciada pelas dietas. A altura dos vilos
aumentou de forma linear a medida em que adicionou-se rafinose as dietas. Os
teores de rafinose ndo afetaram o numero de bactérias laticas no conteudo intestinal
dos animais, no entanto, menores quantidades de E. coli foram estimadas para os
teores de 1,23 e 1,40% de rafinose, no jejuno e ceco, respectivamente. Conclui-se
gue a rafinose diminui os coeficientes de digestibilidade dos nutrientes e da energia,
bem como, o tempo de transito gastrintestinal; melhora o desempenho, ndo causa
diarreia em leitdes recém-desmamados e ainda diminui o namero de E. Coli no
conteudo intestinal.

Palavras-chave: desempenho, digestibilidade, galacto-oligossacarideos,
microbiologia, saude intestinal



RAFFINOSE IN WEANED PIGLETS FEEDING

ABSTRACT — Commonly used ingredients in piglets feed, such as corn and
soybean meal have galacto-oligosaccharides (Gos), as raffinose, which do not have
their effects on nutrition of piglets fully understood. One study was conducted using
newly weaned pigs, from 21 to 63 days old, distributed into a randomized complete
block design with five treatments. It was elaborated a diet containing low Gos levels,
and added to this diet purified raffinose (0, 0.75, 1.50 and 2.25%). The fifth diet was
elaborated with corn and soybean meal (CSBM) containing usually Gos levels in
piglets diets. Were evaluated the digestibility of nutrients and energy, digesta transit
time (DTT), digestive organs weight, performance, diarrhea incidence, gut
morphology, and intestinal pH and microbiology. The total tract digestibility of
nutrients and energy, as well DTT were linear decreased when the raffinose levels
increased. The same result was observed to the amino acids, mainly, the non-
essentials, however, the minerals digestibility were not affected. The total tract
digestibility of nutrients and energy of CSBM diet were lower than the diets
containing 0 and 0.75% of raffinose. The highest caecum weight was estimated to
0.76% of raffinose level. The feed intake and final weight, at 49 days old had a
guadratic effect, while feed conversion ratio was linearly reduced when levels of
raffinose increased. The diarrhea incidence was not affected by diets. The villi
heights linearly increase with raffinose addiction. The gut content of lactic acid
bacteria was not affect by raffinose levels, however, a fewer number of E. coli were
estimated to 1.23 and 1.40% of raffinose levels in jejunum and caecum, respectively.
In conclusion, the raffinose decreases the digestibility coefficients of nutrients and
energy and digesta transit time; improves the performance, does not caused diarrhea
in newly weaned piglets and also decreases the intestinal E coli populations.

Key-words: digestibility, galacto-oligosaccharides, intestinal health, microbiology,
performance



CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1. Introducéo

Cerca de 70% das dietas de leitdes sdo compostas por carboidratos. Os
galacto-oligossacarideos (Gos), também conhecidos como oligossacarideos da soja,
oligossacarideos da familia rafinose ou a-galactosideos, sdo uma fragdo desses
carboidratos. Os Gos sao representados pela rafinose, estaquiose e verbascose e
tém sido estudados ao longo dos ultimos anos. Em geral, aos Gos séo atribuidos
efeitos antinutricionais, porém trabalhos tém mostrado resultados controversos. Pan
et al. (2002) e Liying et al. (2003) verificaram queda no desempenho de leitdes
guando adicionaram estaquiose as suas dietas. Piores digestibilidades dos
nutrientes para suinos também foram associadas aos Gos por Veldman et al. (1993)
e Smiricky et al. (2002). No entanto, recentemente, Perryman et al. (2013) nao
verificaram diferencas quanto ao ganho de peso e consumo de racdo de frangos
alimentados com dietas formuladas com farelos de soja que continham entre 7,5 e
0,57% de Gos. Resultados semelhantes, foram encontrados por Baker e Stein
(2009). Os Gos também exercem efeitos prebidticos por aumentarem o niumero de
microrganismos benéficos que colonizam o intestino como constatado por Liying et
al. (2003) e Smiricky-Tjardes et al. (2003). Seve et al. (1989) citado por Martinez-
Villaluenga et al. (2008) apontaram que as dietas comumente utilizadas na
alimentacdo de suinos possuem teores abaixo de 2% de Gos e que esses teores

nao trazem efeitos negativos.

E dificil concluir se os Gos exercem beneficios ou maleficios aos animais,
porém, o que determina seus efeitos na alimentacdo de monogastricos,
possivelmente, sdo fatores inerentes aos animais, como idade e espécie e aos Gos,

como teor na dieta e fonte.

Destaca-se, ainda, na literatura, o grande numero de trabalhos sobre os
efeitos dos Gos em dietas purificadas ou que estudaram a diferenca entre os teores
desses compostos no farelo de soja e no concentrado proteico de soja. Dietas

purificadas ou semi-purificadas, possuem caracteristicas quimicas e fisicas muito



diferentes daquelas utilizadas na pratica. Desse modo, o ambiente intestinal e,
consequentemente, a resposta animal, podem ser consideravelmente diferentes

guando os suinos sao alimentados com dietas purificadas ou dietas praticas.

Adicionalmente, € comum o emprego de alcool como solvente no tratamento
do farelo soja a fim de obter-se o concentrado proteico de soja. Esse tratamento
remove, ndo somente, grande parte dos Gos, mas também os demais carboidratos
sollveis e componentes com propriedades antinutritivas, como a glicinina e B-
glicinina (CHOCT et al., 2010; DERSJANT-LI e PEISKER 2010). Dessa forma, pode
haver falha na interpretagcéo dos resultados quando se utiliza o concentrado proteico
de soja para estudar os efeitos dos Gos na alimentacdo de monogastricos. Outro
ponto que tem sido negligenciado € a contribuicdo do milho com o teor total de
rafinose em dietas para leitbes. Embora possua teores de rafinose inferiores em
comparacao ao farelo de soja, o milho pode contribuir com uma porcgéo significativa
dos Gos em dietas para leitdes, uma vez que sua incluséo é de duas a trés vezes o
volume do farelo de soja. Adicionalmente, ndo existem trabalhos que avaliaram os
efeitos da rafinose isoladamente na alimentacdo animal, uma vez que esse
componente representa, em média, 40% do teor total de Gos numa dieta formulada

basicamente com milho e farelo de soja para leitbes.

Dessa forma, o objetivo foi avaliar os efeitos da rafinose na alimentacao de
leitdes recém-desmamados. Avaliou-se a digestibilidade dos nutrientes e da energia,
tempo de transito gastrintestinal, o desempenho, a incidéncia de diarreia e as

caracteristicas morfofisioldgicas e microbioldgicas do trato digestério.

2. Revisao de literatura

2.1 Origem botéanica dos galacto-oligossacarideos

Os Gos fazem parte dos carboidratos ndo-estruturais, em conjunto com o
amido e acucares de baixo peso molecular (KNUDSEN, 1997). Esses carboidratos
sdo formados por 3 a 9 unidades de monossacarideos conectados por ligacdes

glicosidicas, sé@o sollveis em 4gua e encontrados, principalmente, em sementes de



cereais (CUMMINGS; STEPHEN, 2007), conforme demonstrado na Tabela 1. Os
Gos sdo sintetizados e depositados nos orgaos de armazenamento durante a
maturacdo, servem de protecdo a dessecacao, além de serem hidrolisados durante
a germinacao, servindo como carboidratos de reserva (NISHIZAWA et al., 2008).

Tabela 1 — Principais carboidratos encontrados nos cereais.

Grupo (GP*) Sub-grupo Principais componentes
Acucares (1-2) Monossacarideos Glicose, frutose, galactose
Dissacarideos Sacarose, maltose
Oligossacarideos (3-9) Galacto-oligossacarideos Rafinose, estaquiose,
verbascose
Frutanos Fruto e xilo-oligossacarideos
Polissacarideos (= 10) Amido Amilose, amilopectina
Polissacarideos néo Celulose, hemicelulose, pectina,
amilaceos arabinoxilanas, (-glucanas

*Grau de polimerizagéo. Adaptado de Cummings e Stephen (2007) e Bach Knudsen et al. (2012).

Os oligossacarideos encontrados nas plantas podem ser divididos em dois
grupos, sendo um, composto pelos Gos, que sao representados pela rafinose,
estaquiose e verbascose e o0 outro que compreende os frutoligossacarideos (FOS).
Os Gos sao formados por ligagbes a (1-6) entre uma molécula de sacarose e uma,
duas ou trés moléculas de galactose (Figura 1). Ja os FOS sédo formados por
ligacoes B (1-2) e sdo conhecidos por seus efeitos prebidticos (EGGLESTON e
COTE GREGORY, 2003).

Sacarose
a-D-Gli-(1—2)-B-D-Fru

Rafinose
a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gli-(1—2)-B-D-Fru

Estaquiose
a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gli-(1—2)-3-D-Fru

Verbascose
a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gal-(1—6)-a-D-Gli-(1—2)-B-D-Fru

Figura 1 - Relacao estrutural dos Gos. Adaptado de Choct et al. (2010).



2.2 Galacto-oligossacarideos no milho e no farelo de soja

O milho e o farelo de soja sao os ingredientes mais utilizados na alimentagéo
de suinos. Em dietas praticas para leitbes, durante as fases pré-inicial e inicial, as
inclusdes desses ingredientes normalmente variam entre 50 e 70% para o milho e

entre 20 e 30% para o farelo de soja.

7

O farelo de soja é a principal fonte proteica na alimentacdo de
monogastricos, no entanto, os carboidratos representam uma grande fracdo desse
ingrediente, compondo cerca de 35 a 40% do seu peso seco. A metade desses
carboidratos é ndao-estrutural, incluindo aclUcares de baixo peso molecular,
oligossacarideos e pequenas quantidades de amido, ao passo que o restante é
composto por polissacarideos estruturais, com grande por¢gdo de substancias
pécticas (KARR-LILIENTHAL et al., 2005). O conteudo de Gos presente no farelo de
soja pode variar de 0,2 a 7,0% do peso seco, sendo que essa variacdo é
determinada por fatores como local de cultivo, condicbes de armazenamento,
processamento, genotipos, entre outros (GRIESHOP et al., 2003; YAMKA et al.,
2005). A estaquiose é o Gos mais abundante no farelo de soja, seguida da rafinose
e da verbascose. Ja no concentrado proteico de soja, 0os agUcares, carboidratos
sollveis e outros componentes de baixo peso molecular sdo dissolvidos por uma
solucdo com alcool, restando a matriz proteica e constituintes da parede celular.
Dessa forma, esse ingrediente apresenta composicdo quimica semelhante a do
farelo de soja, com excecdo dos baixos teores de Gos, demais componentes
soluveis e teores proteicos que variam entre 60 e 70% (KARR-LILIENTHAL et al.,
2005).

No grdo de milho, os carboidratos perfazem cerca de 70% de sua
composicao. A concentracdo dos Gos pode variar de 0,9 a 5,0%, sendo quase a
totalidade constituida por rafinose (JOSE et al., 2006). Em dietas para leitées, o
milho pode contribuir com um teor significativo desses oligossacarideos, visto que
sua inclusdo normalmente varia de 50 a 70% nessa fase. O milho degerminado néo
possui Gos, pois, por serem carboidratos de reserva, sdo depositados no gérmen do

gréo (JOSE et al., 2006). S&0 escassos na literatura os trabalhos que investigaram o



perfil dos carboidratos que constituem o milho, porém, observa-se trabalhos que
relacionam o conteudo de oligossacarideos com a tolerancia a dessecacdo e a
viabilidade das sementes apos a estocagem (BOCHICCHIO et al., 1994; BRENAC et
al., 1997). Pelos teores de Gos usualmente encontrados no milho serem menores
daqueles observados no farelo de soja, sua contribuicdo nos teores totais verificados
em dietas para monogastricos e, consequentemente, seus efeitos, tém sido

negligenciados.

2.3 Efeito dos galacto-oligossacarideos na alimentacao de leitdes

NoOs suinos, 0s agucares como sacarose, maltose e lactose sdo hidrolisados
por enzimas especificas e absorvidos, no intestino delgado, na forma de
monossacarideos. Porém, os Gos sdo formados por galactoses e, portanto, ndo séo
digeridos por enzimas secretadas por monogastricos. Esses compostos sao
formados por ligacdes a-(1,6) e para hidrolisa-las é necesséaria a enzima a-
galactosidase, ndo produzida pelos suinos (KARR-LILIENTHAL et al., 2005). Assim,
esses oligossacarideos sao fermentados por microrganismos que sdo capazes de
sintetizar esta enzima (DONKOR et al., 2007).

Tradicionalmente, aos Gos s&o atribuidos efeitos como aumento da
viscosidade da digesta, incidéncia de diarreia e flatuléncia (DERSJANT-LI e
PEISKER, 2010; RODRIGUES BRASIL et al., 2010). Essas acdes podem levar a
reducdes nas digestibilidades da proteina, da matéria seca e da energia das dietas
(PERRYMAN e DOZIER, 2012), podendo comprometer o desempenho de leitdes
recém-desmamados, pois € importante lembrar, que estes animais tém seus
sistemas imunoldgico e digestorio em desenvolvimento, producéo insatisfatoria de
enzimas especificas para digestdo de ingredientes de origem vegetal e alta

demanda por nutrientes (LALLES et al., 2007).

Embora alguns autores considerem os Gos fatores antinutricionais, seus
efeitos parecem estar ligados ndo somente aos teores nas dietas, mas também as
espécies animais. Para frangos, a presenca de Gos na dieta pode causar efeitos

indesejaveis, como reducdo na digestibilidade dos nutrientes e da energia e queda



no desempenho (COON et al., 1990). Isso pode ser explicado pela baixa capacidade
de fermentacdo no trato digestorio desses animais. JA em suinos, esses efeitos sao
atenuados, pois 0os Gos sao facilmente degradados por microrganismos presentes
ainda no intestino delgado, favorecendo as producgfes de acidos graxos de cadeia
curta e lactato (SMIRICKY-TJARDES et al., 2003). Desse modo, o meio intestinal &
acidificado, proporcionando condicbes melhores para o desenvolvimento de
bactérias benéficas e dificultando a colonizagdo do trato digestorio por bactérias

patogénicas.

2.3.1 Digestibilidade dos nutrientes e da energia

Ha grande variacdo quanto a degradacdo dos Gos pelos microrganismos
presentes no intestino delgado de animais monogastricos, no entanto, s&o
degradados quase que totalmente nessa porcéo do trato digestorio. Adicionalmente,
fontes purificadas desses compostos parecem ser mais facilmente degradadas
gquando comparadas aos Gos presentes na matriz dos ingredientes (SMIRICKY-
TJARDES et al., 2003). Sabe-se, também, que animais com o sistema digestorio
desenvolvido, como suinos em crescimento ou adultos, possuem maior capacidade
de degradar esses componentes, se comparados a leitbes recém-desmamados,
frangos ou ratos (ZDUNCZYK, 2004).

Em suinos alimentados com dietas purificadas, contento 4,78% de Gos,
observou-se digestibilidade ileal aparente de 77% e total aparente de 100% para
esses compostos (SMIRICKY-TJARDES et al, 2003). Os mesmos autores
verificaram, ainda, reducdes nas digestibilidades ileais aparentes da matéria seca,
matéria organica e nitrogénio. Quanto a digestibilidade total dos nutrientes, somente
a do nitrogénio foi reduzida quando adicionado Gos as dietas. Anteriormente,
Parsons et al. (2000) observaram digestibilidades da estaquiose e da rafinose de 48
e 25%, respectivamente, em frangos cecotomizados, e de 79 e 74%, em frangos
nao-cecotomizados, indicando que frangos, ao contrario dos suinos, degradam boa

parte dos Gos no intestino grosso.



Em um experimento com suinos em crescimento, Baker e Stein (2009)
constataram maior digestibilidade ileal dos aminoacidos essenciais para um farelo
de soja com baixos teores de Gos (1,73%) em relagcdo a outro com altos teores
(5,7%). Utilizando 25% de inclusdo desses farelos de soja em dietas para suinos, 0s
autores nao verificaram diferenca quanto ao balanco energético. Por outro lado,
Gabert et al. (1995) ndo verificaram diferencas quanto a digestibilidade ileal dos
aminoacidos, bem como da proteina e da matéria seca, quando adicionaram 0,5%
de Gos as dietas de leitbes recém-desmamados. Da mesma forma, Zhang et al.
(2001) ndo encontraram diferencas nas digestibilidades da matéria seca, energia,
proteina e aminoacidos, quando leitdes foram alimentados com dieta formulada com
farelo de soja, que proporcionou teor de 0,91% de Gos ou com dietas formuladas
com proteina isolada de soja contendo 0, 1 e 2% de estaquiose. Adicionalmente, a
reducdo da digestibilidade dos nutrientes, quando da presenca de teores elevados
de Gos em dietas para suinos, pode ser explicada pelo aumento da osmolaridade da
digesta e, consequentemente, da diluicdo enzimatica e aumento da velocidade de
passagem da digesta pelo trato digestorio (VELDMAN et al., 1993; PAN et al., 2002).
Entretanto, h4 evidéncias de que a diminuicdo do pH do trato digestério, causada
pela fermentacéo dos Gos, aumenta a absorcdo e deposicdo de minerais como o
calcio e magnésio (CHONAN et al., 1995).

2.3.2 Desempenho

Sao atribuidos aos Gos, efeitos como aumento da incidéncia de diarreia,
desconforto intestinal, queda do consumo e flatuléncia e, por isso, menor ganho de
peso de leitdes (KARR-LILIENTHAI et al., 2005; DERSJANT-LI e PEISKER, 2010). A
adicdo de 1 e 2% de estaquiose em dietas com baixos teores de Gos, causou
reducdo no ganho de peso de leitdes em 16 e 32% respectivamente, porém, mesmo
com a incluséo de 2% de estaquiose, o consumo de racdo, a conversao alimentar e
a incidéncia de diarreia ndo foram afetados (LIYING et al., 2003). No entanto, os
autores verificaram que outra dieta, formulada com farelo de soja e contendo 1% de

Gos, proporcionou maior incidéncia de diarreia que as demais. Dessa forma,



recomendaram que dietas para leitbes ndo contenham mais que 1% de Gos quando
o farelo de soja for a principal fonte proteica, pois 0os demais constituintes, presentes
no farelo de soja, como os polissacarideos-ndo-amildceos sollveis e B-glicina,
podem ser os responsaveis pelo aumento da incidéncia de diarreia. A adi¢cdo de 1%
de estaquiose numa dieta pratica, formulada com farelo de soja e milho, totalizando
2,5% de Gos, proporcionou queda no desempenho de leitdes com peso médio inicial
de 7 kg (PAN et al., 2002). De acordo com os resultados obtidos por esses autores,
pode-se notar que quando os Gos sao provenientes do farelo de soja, seus efeitos
maléficos sobre o desempenho de leitbes e também sobre a incidéncia de diarreia,
parecem ser potencializados. Isso reforca a ideia de que o farelo de soja possui
outros componentes, que ndo os Gos, que também influenciam, de forma negativa,

o desempenho de animais monogastricos.

2.3.3 Saude intestinal

Os Gos sao passiveis de fermentacdo desde o estbmago até o intestino
grosso dos suinos. Essa fermentacdo resulta na producdo de acidos graxos de
cadeia curta e acido lactico, sendo que alguns gases (CO,, H,, CH4) também séo
produtos dessa fermentacdo (WANG et al., 2004; KARR-LILIENTHAL et al., 2005).
Os &acidos graxos de cadeia curta e o acido latico sdo capazes de estimular
reabsor¢cfes de agua e sodio no intestino grosso, além de inibirem o crescimento de
bactérias patogénicas como Salmonella e Escherichia coli (MAY et al., 1994) e
favorecerem a colonizagdo por microrganismos benéficos, como os lactobacilos e
bifidobactérias (HOUDIJK et al., 1998; MAZO et al., 2009). A estes microrganismos
benéficos, sdo atribuidos efeitos como a manutencdo do balanco saudavel da
microbiota intestinal e producéo de substancias conhecidas como bacteriocinas, que
sdo proteinas metabolicamente ativas, as quais ajudam no combate aos
microrganismos indesejaveis, como a Escherichia coli e Clostridium perfringens
(MOSENTHIN et al., 2000). Alguns desses lactobacilos também podem ter efeito na
expressdo do gene mucina nas células caliciformes, estimulando a producdo de

muco na mucosa intestinal, contribuindo para a eficiéncia da funcdo de barreira no



epitélio do intestino (PASSOS e PARK, 2003). Adicionalmente, os acidos graxos de
cadeia curta sdo utilizados de diferentes formas pelo organismo. O acético é
carregado para o figado e atua como fonte de energia para os musculos; o
propidnico é convertido em glicose no figado e também é fonte de energia, e dentre
eles, o butirico é a maior fonte de energia para atividades metabdlicas e participa do
desenvolvimento das células epiteliais do trato digestério (ROEDIGER, 1982; ROSSI
et al., 2009).

Desse modo, embora a presenca de Gos em dietas para leitbes possa
diminuir o aproveitamento dos nutrientes, alguns autores (HOUDIJK et al., 1998;
MAZO et al., 2009) creditaram a estes compostos caracteristicas prebioticas, que
melhoram a saude intestinal desses animais. Veldman et al. (1993) e Smiricky-
Tjardes et al. (2003) confirmaram, que a inclusdo de Gos nas dietas de suinos
causou diminuicdo da digestibilidade dos nutrientes, porém aumentou o nimero de
microrganismos benéficos no conteudo intestinal. Pode-se destacar que os Gos de
origem industrial, por serem mais facilmente fermentaveis, tém seus efeitos
prebidticos pronunciados, enquanto os Gos provindos da matriz dos ingredientes
exercem, de modo geral, efeitos antinutricionais, sobretudo quando presentes em
teores elevados nas dietas (1JI e TIVEY, 1998).

Embora, nos ultimos anos, a indUstria tenha produzido sementes de milho e
soja com baixos teores de Gos, 0s niveis encontrados nesses ingredientes ainda
podem diminuir a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes e o desempenho animal. Por
outro lado, os Gos possuem a capacidade de aumentar a populagdo de bactérias
benéficas no trato digestdério. Dessa forma, sdo necessarios mais estudos sobre o
tema, sobretudo com a utlizacdo de dietas com caracteristicas similares as
adotadas na prética, de modo que os resultados obtidos possam ser extrapolados.
Adicionalmente, esses estudos devem elucidar de que maneira e magnitude os Gos
atuam nos processos de digestdo e absorcdo dos nutrientes, para que possam ser
adotadas medidas visando melhores indices de produtividade. Por dltimo, destaca-
se a auséncia de trabalhos que avaliaram os efeitos da rafinose isoladamente na
alimentacdo de animais, visto sua importancia, uma vez que essa representa, em

média, 40% dos Gos totais em dietas para leitdes.
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3. Objetivos

Investigar os efeitos da rafinose na alimentacdo de leitdes recém-
desmamados. Para isso, avaliou-se a digestibilidade dos nutrientes e da energia, o
tempo de transito gastrintestinal, o desempenho, a incidéncia de diarreia e as

caracteristicas morfofisiologicas e microbioldgicas do trato digestorio.
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CAPITULO 2 — Efeito da rafinose sobre a digestibilidade dos nutrientes e
energia, o tempo de transito gastrintestinal e o peso dos
orgéaos do trato digestorio de leitbes recém-desmamados

Resumo - O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da rafinose, um galacto-
oligossacarideo (Gos), na alimentacdo de leitdes. Foram utilizados 105 leitdes
recém-desmamados, com peso inicial de 6,703 £ 0,761kg dos 21 aos 49 dias de
idade, distribuidos em cinco tratamentos com sete repeticdes e trés animais por
unidade experimental. Foi elaborada uma dieta contendo baixos teores de Gos, € a
ela adicionada rafinose purificada (0, 0,75, 1,50 e 2,25%). A quinta dieta foi
formulada com milho e farelo de soja (MFS), contendo teores de Gos usualmente
encontrados em dietas de leitdes. Pelo método da coleta parcial, foram avaliados 0s
coeficientes de digestibilidade totais aparentes (CDTA) e os coeficientes de
digestibilidade ileais aparentes (CDIA) dos nutrientes e da energia, o tempo de
transito gastrintestinal (TTGI) e os pesos dos 6rgaos do trato digestorio. Aos 35 dias
de idade, seis animais por tratamento foram abatidos para a coleta das amostras.
Houve reducdes lineares dos CDTA da matéria seca, matéria organica, proteina e
da energia com o aumento do teor de rafinose nas dietas, no entanto, a
digestibilidade dos minerais nao foi afetada. A digestibilidade da proteina bruta foi de
84,87 e 70,84% para as dietas contendo 0 e 2,25% de rafinose, respectivamente. A
dieta MFS teve seus CDTA menores em relacédo as dietas contendo 0 e 0,75% de
rafinose. Houve reducao linear dos CDIA de grande parte dos aminoacidos com o
aumento do teor de rafinose. O TTGI sofreu reducao linear a medida em que o teor
de rafinose aumentou. O maior peso do ceco foi estimado para o nivel de 0,76% de
rafinose. Conclui-se que a rafinose diminui os coeficientes de digestibilidade total
dos nutrientes e da energia, sobretudo da proteina, bem como o tempo de transito
gastrintestinal. Tanto fontes purificadas de Gos, quanto oriundas do farelo de soja e

milho, provocam reducao do aproveitamento dos nutrientes e energia.

Palavras chave: aproveitamento de nutrientes, estaquiose, fermentacdo, galacto-

oligossacarideos
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CHARPTER 2 — Raffinose effects on nutrient and energy digestibility, digesta

transit time and digestive organs weight of weaned piglets

Abstract - The aim of this study was evaluate the effects of raffinose, a
galacto-oligosaccharide (Gos), on weaned piglets feeding. Were used 105 newly
weaned piglets, with 6.703 + 0.761kg of live weight from 21 to 49 days old. The
animals were distributed in a randomized block design with five treatments, seven
replications and three animals per pen. It was elaborated a diet containing low Gos
levels (0%), and added to this diet, purified raffinose (0.75, 1.50 and 2.25%). The fifth
diet was formulated with corn and soybean meal (CSBM) containing Gos levels
usually found in piglets diets. Were evaluated the apparent total tract digestibility
(ATTD) and the apparent ileal digestibility (AID) of nutrients and energy, the digesta
transit time (DTT) and digestive tract organs weight according to the experimental
diets. At 35 days old, six animals per treatment were slaughtered to collect samples
from intestinal content. The ATTD of nutrients an energy were linearly reduced by
raffinose increasing levels, however, minerals digestibility was not affected. The
crude protein digestibility was 84.87 and 70.84% to diets containing 0 and 2.25% of
raffinose, respectively. The nutrient and energy ATTD of CSBM diet were lower than
diets the diets containing 0 and 0.75% of raffinose. There was linear reduction of AID
of mainly amino acids when raffinose levels increased. The DTT had a linear
reduction when the raffinose levels were increased, and the highest caecum weight
was estimated to 0.76% of raffinose. In conclusion, the raffinose decreases total tract
digestibility of nutrients and energy, especially of protein, as well the digesta transit
time. Both purified or corn and soybean meal sources of Gos decrease the nutrient
and energy digestibility.

Key words: estachyose, fermentation, galacto-oligosaccharides, nutrient utilization
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1. Introducéo

Os Galacto-oligossacarideos  (Gos), também conhecidos como
oligossacarideos da familia rafinose ou a-galactosideos, sdo acgucares soluveis de
baixo peso molecular e podem ser encontrados na maioria dos cereais e na soja
(Martinez-Villaluenga et al., 2008). A rafinose, juntamente com a estaquiose e a
verbascose, sdo os Gos mais comuns e séo formados por ligacdes a (1,6). Esses
carboidratos néo sao digeridos facilmente pelos animais por esses ndo secretarem a
enzima a-galactosidase, sendo dessa forma, fermentados pelos microrganismos

presentes no trato digestério (Swennen et al., 2006).

Na literatura, sdo encontrados trabalhos que investigaram os efeitos dos
Gos, principalmente a estaquiose, sobre a digestibilidade dos nutrientes e da
energia. Smiricky et al. (2002), verificaram diminuicdo do aproveitamento da maioria
dos aminoéacidos, do nitrogénio e da matéria seca de dietas para suinos, contendo
2,26% de Gos em relacéo a que continha 1,03%. A adicdo de 1% de estaquiose em
dietas formuladas com milho e farelo de soja para leitdes também resultou em queda
na digestibilidade (Pan et al., 2002). Coon et al. (1990) e Veldman et al. (1993)
sugeriram que o0 aumento da velocidade de passagem da digesta pelo trato
digestorio, provocada pelos Gos, € a causa da reducao na digestibilidade. Porém,
Zhang et al. (2001), ndo verificaram diferencas quanto ao aproveitamento dos
nutrientes quando adicionaram 1 ou 2% de estaguiose em dietas de leitbes
formuladas com milho e concentrado proteico de soja. Da mesma forma, Zuo et al,
(1996), nao verificaram diferencas quanto a digestibilidade dos nutrientes e da
energia em caes alimentados com dietas contendo 3,1 ou 0,4 % de Gos. Ainda,
segundo Mussatto e Mancilha, (2007), os Gos podem aumentar a absorcdo de
alguns minerais como calcio, magnésio e ferro. Sua capacidade de acidificar o
conteldo intestinal, pela producéo de acidos graxos e a formacao de sais de calcio e
magnésio com esses acidos, facilitariam a absorcdo dos minerais, no entanto,

trabalhos a respeito sdo escassos.

Ao longo dos anos tem se dado atencéo especial aos efeitos da estaquiose

na alimentacdo de leitbes, sendo que ndo existem trabalhos avaliando a rafinose
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isoladamente. Adicionalmente, um melhor entendimento da forma como esses
componentes atuam na nutricdo de suinos é necessario, visto a disparidade de
resultados obtidos até o momento. Dessa forma, nosso objetivo foi determinar os
efeitos da rafinose na alimentacdo de leitdes recém-desmamados. Para tanto,
avaliou-se a digestibilidade aparente total e ileal dos nutrientes e da energia, 0

tempo de transito gastrintestinal e peso dos orgaos do trato digestorio.

2. Material e Métodos

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal/SP (Protocolo numero 019670/10).

2.1 Animais, dietas e delineamento experimental

Foram utilizados 105 leitdes recém-desmamados, machos castrados, dos 21
aos 49 dias de idade e com peso inicial de 6,703 + 0,761kg. Os animais foram
alojados em baias de 2,55m? cada, equipadas com comedouros semi-automaticos e
bebedouros do tipo chupeta, tendo agua e racdo a vontade. O controle da
temperatura das baias foi realizado mediante a utilizacdo cortinas e campanulas
dotadas de lampadas incandescentes, sendo registradas, no interior do galpéo,
temperaturas médias minimas de 24,62°C + 0,9 e maximas de 30,85°C + 1,54. Os
animais foram distribuidos no delineamento em blocos casualizados, para controlar
diferengas no peso inicial, com cinco tratamentos e sete repeti¢des, sendo a unidade

experimental constituida por trés animais.

Os animais receberam dietas de modo a atender suas exigéncias
nutricionais na fase | (dos 21 aos 35 de idade) e na fase Il (dos 36 aos 49 dias de

idade), de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2005).

As composi¢Bes quimicas dos principais ingredientes utilizados na
formulacdo das dietas experimentais sdo apresentadas na Tabela 1. Foram

elaboradas duas dietas, sendo uma, contendo baixos teores Gos, composta
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principalmente por milho degerminado e concentrado proteico de soja e outra dieta
composta principalmente por milho comum e farelo de soja (dieta MFS), contendo os
teores de Gos normalmente encontrados em dietas para leitdes. Os cinco
tratamentos foram a dieta com baixos teores de Gos sendo a ela adicionados O,
0,75, 1,50 e 2,25% de rafinose purificada e dieta a MFS (Tabelas 2 e 3). Na dieta
com baixos teores de Gos, os teores basais de rafinose e estaquiose somados
foram 0,40 e 0,51% nas fases | e Il, respectivamente, enquanto que na dieta MFS os
valores totais de rafinose e estaquiose somados foram de 1,55 e 203% nas fases | e
I, respectivamente. A dieta com baixos teores de Gos foi formulada adicionando-se
2,25% de caulim (inerte), sendo, posteriormente, substituido por rafinose nas
proporcdes de acordo com os tratamentos. A rafinose utilizada foi a penta-hidratada®
(R0250, pureza = 98%, Sigma). Nesse trabalho serdo considerados somente 0s
teores de rafinose e estaquiose, pois 0s niveis de verbascose encontrados nos
cereais sdo muito baixos e de dificil detec¢do, conforme ja descrito por Grieshop et
al. (2003) e Martinez-Villaluenga et al. (2008). Animais monogastricos ndo secretam
enzimas capazes de digerir a rafinose, deste modo, sua contribuicdo com nutrientes
e energia foi considerada nula. As dietas continham os mesmos teores de energia,
proteina e aminoacidos digestiveis, ndo sendo adicionados antibiéticos ou
promotores de crescimento. Nao foi realizada adaptagdo prévia dos animais as

dietas experimentais.

Tabela 1. Composicéo quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais.

. 1 Milho Milho Farelo de Concentrado
Nutrientes™, % . ) . .
comum degerminado soja proteico de soja
Matéria seca 87,01 88,30 89,60 90,44
Matéria organica 85,52 87,70 83,86 83,99
Proteina bruta 8,50 6,77 47,34 61,94
Fibra em detergente acido 4,71 2,67 8,32 7,75
Fibra em detergente neutro 14,37 7,32 12,50 13,19
Galacto-oligossacarideos
Rafinose 0,41 0,06 2,50 0,44
Estaquiose - - 4,00 1,68

! Valores com base na matéria natural e determinados por meio de andlises laboratoriais.
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Tabela 2 - Ingredientes, composi¢cdes quimica e centesimal das dietas
experimentais para leitdes dos 21 aos 35 dias de idade.

Rafinose, %

Ingredientes, % 0 075 1.50 225 MFS
Milho Comum - - - - 52,25
Milho Degerminado 54,64 54,64 54,64 54,64 -
Farelo de soja - - - - 20,50
Concentrado proteico de soja 16,97 16,97 16,97 16,97 -
Produto lacteo 17,50 17,50 17,50 17,50 17,50
Plasma Sanguineo 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Fosfato bicalcico 2,53 2,53 2,53 2,53 2,32
Calcario 0,25 0,25 0,25 0,25 0,31
Sal 0,05 0,05 0,05 0,05 0,03
Rafinose purificada 0,00 0,75 1,50 2,25 0,00
Inerte (caulim) 2,25 1,50 0,75 0,00 0,00
Premix Mineral® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Oleo de soja 0,17 0,17 0,17 0,17 1,37
L-Lisina.HCI, 78% 0,47 0,47 0,47 0,47 0,55
L-Treonina, 98% 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
DL-Metionina, 99% 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14
L-Triptofano, 98% 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Valores calculados
Energia metabolizavel, kcal/kg 3400 3400 3400 3400 3400
Proteina bruta, % 20,10 19,93 20,50 20,04 20,28
Célcio, % 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Fosforo disponivel, % 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fibra em detergente acido, % 2,77 2,84 2,83 2,76 4,16
Fibra em detergente neutro, % 6,23 6,15 6,26 6,05 10,06
Lisina digestivel, % 1,45 1,45 1,45 1,45 1,45
Metionina digestivel, % 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Treonina digestivel, % 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91
Triptofano digestivel, % 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Galacto-oligossacarideos,%

Rafinose 0,11 0,86 1,61 2,36 0,73

Estaquiose 0,29 0,29 0,29 0,29 0.82

' Nuklospray® K21. Niveis de garantia por kg do produto: Proteina Bruta — 110 g; Extrato etéreo — 50;
Cinzas — 87 g; Fibra bruta — 1 g; Umidade — 35 g; Lactose 700 g; A¢lcar 735 g; Energia metabolizavel
— 3780 kcal.

% (Premix mineral) e * (Premix vitaminico) Suinos Agroceres/Multimix®. Niveis de garantia por kg dos
produtos: Vit. A — 2.666.700 U.l.; Vit. D3 — 1.000.000 U.l.; Vit. E — 10.000 Ul; Vit. K — 2.666,7 mg; Vit B2
—2.000 mg; Vit. B12 — 11.000 ug; Vit. B6 — 666,7 mg; Vit B1- 666,7 mg; Acido pantoténico — 7.000 mg;
Niacina — 13 g; Colina — 120 g; Acido Fdlico — 400 mg; Selénio 130 mg; Cobalto — 168 mg; lodo — 1.416
mg; Selénio — 30 pg; Manganés — 40 g; Zinco — 75 g; Cobre — 15 g; Ferro — 25 g.



21

Tabela 3 - Ingredientes, composi¢cdes quimica e centesimal das dietas
experimentais para leitbes dos 36 aos 49 dias de idade.
) Rafinose, %
Ingredientes, % MFS
0 0,75 1,50 2,25

Milho Comum - - - - 54,64
Milho Degerminado 59,17 59,17 59,17 59,17 -
Farelo de soja - - - - 27,27
Concentrado proteico de soja 21,97 21,97 21,97 21,97 -
Produto lacteo® 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Plasma Sanguineo 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato bicalcico 2,46 2,46 2,46 2,46 2,22
Calcario 0,29 0,29 0,29 0,29 0,34
Sal 0,18 0,18 0,18 0,18 0,17
Rafinose purificada 0,00 0,75 1,50 2,25 0,00
Inerte (caulim) 2,25 1,50 0,75 0,00 0,00
Premix Mineral® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Oleo de soja 0,18 0,18 0,18 0,18 1,79
L-Lisina.HCI, 78% 0,27 0,27 0,27 0,27 0,36
L-Treonina, 98% 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
DL-Metionina, 99% 0,11 0,11 0,11 0,11 0,08
L-Triptofano, 98% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Valores calculados
Energia metabolizavel, kcal/kg 3375 3375 3375 3375 3375
Proteina bruta, % 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Célcio, % 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Fosforo disponivel, % 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Fibra em detergente acido, % 3,28 3,24 3,14 3,17 4,84
Fibra em detergente neutro, % 7,23 7,18 7,16 7,22 11,24
Lisina digestivel, % 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33
Metionina digestivel, % 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Treonina digestivel, % 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Triptofano digestivel, % 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
Galacto-oligossacarideos, %

Rafinose 0,14 0,89 1,64 2,39 0,94

Estaquiose 0,37 0,37 0,37 0,37 1,09

T Nuklospray® K21. Niveis de garantia por kg do produto: Proteina Bruta — 110 g; Extrato etéreo — 50;
Cinzas — 87 g; Fibra bruta — 1 g; Umidade — 35 g; Lactose 700 g; Acucar 735 g; Energia metabolizavel
— 3780 kcal.

% (Premix mineral) e * (Premix vitaminico) Suinos Agroceres/Multimix®. Niveis de garantia por kg dos
produtos: Vit. A — 2.666.700 U.l.; Vit. D3 — 1.000.000 U.l.; Vit. E — 10.000 Ul; Vit. K — 2.666,7 mg; Vit B2
—2.000 mg; Vit. B12 — 11.000 ug; Vit. B6 — 666,7 mg; Vit B1- 666,7 mg; Acido pantoténico — 7.000 mg;
Niacina — 13 g; Colina — 120 g; Acido Félico — 400 mg; Selénio 130 mg; Cobalto — 168 mg; lodo — 1.416
mg; Selénio — 30 pg; Manganés — 40 g; Zinco — 75 g; Cobre — 15 g; Ferro — 25 g.
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Aos 35 dias de idade (14 dias pds-desmame), seis animais de cada
tratamento com peso vivo mais proximo a meédia de suas respectivas repeticoes,
foram selecionados e abatidos mediante insensibilizacdo elétrica seguida de
sangramento. Nesses animais foram coletadas as amostras para as avaliacdes da
digestibilidade das dietas e dos pesos dos orgaos do trato digestorio. Do total das
sete repeticbes por tratamento, a que continha os animais mais leves foram

excluidos dessa avaliacao, totalizando assim, seis repetigcdes por tratamento.

2.2 Avaliagédo bioldgica das dietas experimentais.

A determinacdo dos coeficientes de digestibilidade ileal aparente e dos
coeficientes de digestibilidade total aparente dos nutrientes e da energia das dietas
foi realizada pelo método de coleta parcial das fezes. Para tanto foi adicionado a
racdo 0,45% de Oxido de crdmio-3 (Cr,O3) como indicador inerte. Imediatamente
apos o abate, o trato digestoério foi removido da cavidade abdominal e amostras do
conteudo do ileo e de fezes do reto dos animais foram colhidas, segundo Manzanilla
et al. (2004). As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, devidamente
identificados, sendo, em seguida, armazenados em freezer a -8°C, até 0 momento
das analises. As amostras de fezes coletadas do reto foram descongeladas,
homogeneizadas e submetidas a pré-secagem em estufa com ventilagcao forcada a
55°C por um periodo de 72 horas. As amostras do conteudo ileal foram secas por
liofilizacdo. As amostras das dietas, dos ingredientes, do contetudo do ileo e das

fezes do reto, posteriormente a secagem, foram moidas em moinho tipo “bola”.

Apds a moagem, as amostras foram submetidas as analises de matéria
seca, matéria mineral e proteina bruta. Nas amostras das racbes e fezes foram
realizadas analises de energia bruta utilizando-se bomba calorimétrica automatica
marca IKA Works modelo C-5000. Foram determinados, também, os teores de
aminodacidos nas dietas e amostras do ileo por meio de hidrélise acida, adaptado de
White et al. (1986). Nas racgdes e ingredientes foram determinados, ainda, os teores
de fibra em detergente acido e fibra em detergente neutro, bem como os teores de
rafinose e estaquiose. As determinacdes de rafinose e estaquiose foram realizadas

por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Neste procedimento foi
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utilizado cromatografo Shimadzu, série 10A, equipado com coluna analitica
contendo uma mistura de acetonitrila e agua na proporcdo de 80:20 a 35°C, de
acordo com Guimarées et al. (2001). As amostras das dietas, do ileo e fezes foram
submetidas a digestdo nitro-perclérica adaptado de Furukawa, (1966). No extrato
digerido dessas amostras foi realizada leitura em espectrofotbmetro de absorcao
atomica com chama de ar-acetileno-6xido nitroso determinando-se o teor de Cr,Os.
Nos extratos digeridos das amostras das dietas e fezes foram realizadas leituras em
espectrofotdbmetro de absorcdo atbmica com chama de ar-acetileno, determinando-
se os teores de calcio, magnésio, ferro, zinco e cobre. As andlises de matéria seca,
matéria mineral, proteina bruta, fiora em detergente acido e fibra em detergente
neutro foram realizadas de acordo com Silva e Queiroz, (2002). A partir dos valores
determinados por estas analises foram calculados os CDIA e CDTA dos nutrientes e

da energia, utilizando-se as férmulas descritas por Adeola, (2001).

2.3 Pesos dos orgaos do trato digestoério

Foram tomados os pesos do intestino delgado, ceco e colon vazios,
determinando-se 0s pesos absolutos e relativos desses 6rgdos, em funcédo das
diferentes dietas experimentais. O peso relativo foi calculado dividindo-se o peso
absoluto do 6rgdo vazio pelo peso da carcaca do animal, apés a remoc¢do das

visceras, cerdas e unhas.

2.4 Tempo de transito gastrintestinal (TTGI)

Aos 42 dias de idade, foi determinado o TTGI. Aos animais de cada baia, foi
fornecido trés kg de racdo contento 0,5% de o6xido férrico como marcador. Foi
realizado jejum prévio de 5 horas nos animais, de forma a garantir que todos
ingerissem uma quantidade razoavel da racdo contendo Oxido férrico no mesmo
momento. Calculou-se o TTGI, pelo tempo gasto, em horas, entre a ingestdo da
racdo contendo oOxido férrico e o aparecimento das primeiras fezes com a cor

caracteristica do marcador em cada baia.
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2.5 Forma de analise dos resultados

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento em blocos
casualizados, sendo os dados submetidos a andlise de variancia por meio do
procedimento Proc Mixed no programa estatistico SAS, 2009. Os dados foram
submetidos aos testes de Normalidade dos erros, Homocedasticidade, bem como,
identificados e excluidos das analises os valores outliers e influentes. Os graus de
liberdade do fator nivel foram decompostos e contrastes polinomiais foram utilizados
para determinar os efeitos da inclusado de rafinose purificada. As diferencas entre
cada nivel de rafinose adicionado as dietas e a dieta MFS foram analisadas por meio
do teste de Dunnett. Os valores de probabilidade menores que 5% foram

considerados significativos.

3. Resultados

A medida que aumentaram os teores de rafinose nas dietas, houve reducdes
lineares (P<0,05) dos CDTA da matéria seca (y = -1,8327x + 87,703, Rz = 0,23),
matéria organica (y = -2,4528x + 91,437, R2 = 0,36), proteina bruta (y = -7,0335x +
82,729, R2 = 0,38) e energia bruta (y = -3,1048x + 88,533, R2 = 0,35) conforme
apresentado na Tabela 4. Os CDTA do célcio, magnésio, ferro, zinco e cobre nao
foram influenciados (P>0,05) pelos diferentes teores de rafinose. Os CDTA da
matéria seca, matéria organica e energia bruta da dieta MFS foram menores
(P<0,05) em relagéo as dietas com 0 e 0,75% de rafinose e o CDTA da proteina
bruta foi menor (P<0,05) em relacdo a dieta com 0% de rafinose. Os CDTA do
magnésio, ferro e zinco néo diferiram entre as dietas MFS e as demais dietas. No
entanto o CDTA do calcio foi menor na dieta MFS (P<0,05) em relacdo as dietas
contendo 0, 0,75 e 1,50% de rafinose e o CDTA do cobre foi menor (P<0,05) na

dieta contendo 0,75% de rafinose em relacéo a dieta MFS.
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Tabela 4 — Coeficientes de digestibilidade total aparente (CDTA) dos nutrientes e da

energia.

Coeficientes de Rafinose, % MES CV,%? Contraste”
Digestibilidade, % 0 0,75 1,50 2,25 P Efeito
Matéria seca 87,66 86,27 8518 83,45 80,92 4,41 0,005 linear
Matéria organica 92,25° 88,88 86,74 86,83 82,37 489 0,014 linear
Proteina bruta 84,87 74,82 73,01 70,84 74,18 12,19 0,013 linear
Energia bruta 88,87 8581 8365 81,86 79,01 5,86 0,009 linear
Minerais

Célcio 89,83° 89,21° 91,37 80,23 81,97 8,79 - ns

Magnésio 69,10 58,78 58,49 51,09 4948 12,81 - ns

Ferro 66,79 60,79 68,74 55,72 49,70 19,67 - ns

Zinco 70,48 67,98 52,35 51,97 49,90 24,15 - ns

Cobre 56,17 45,35 66,38 62,68 6560 2588 - ns

% Coeficiente de variagao;
® Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose;
* Indica diferenca (P<0,05, Dunnett) entre cada nivel de rafinose e a dieta MFS.

A incluséo de rafinose purificada as dietas néo influenciou (P>0,05) os CDIA
da matéria seca, da matéria organica e proteina bruta (Tabela 5). Da mesma forma,
essas variaveis nao foram diferentes (P>0,05) entre a dieta MFS e as demais dietas.
Tanto as dietas com incluséo da rafinose purificada, quanto a dieta MFS né&o tiveram
efeito (P>0,05) sobre os CDIA da histidina, isoleucina, metionina, treonina, valina e
alanina. Porém, houve reducdes lineares dos CDIA da cistina (y = -4,147x + 75,47,
R2 = 0,22), fenilalanina (y = -2,1066x + 81,821; R2 = 0,19), leucina (y = -2,7324x +
77,938; R2 = 0,15), acido aspartico (y = -3,0531x + 79,47; R2 = 0,28), glicina (y = -
6,2857x + 66,98; R2 = 0,35), acido glutdmico (y = -2,7889x + 82,494; R2 = 0,20),
serina (y = -3,0683x + 80,846; R2 = 0,26) e prolina (y = -7,4767x + 71,772; R2 =
0,24), & media que adicionou-se rafinose as dietas. J4 o efeito observado para o
CDIA da lisina foi quadratico (y = -1,3987x? + 2,2252x + 90,546; R2 = 0,37), sendo
estimado o maior CDIA da lisina para a inclusdo de 0,79% de rafinose. Os CDIA da
arginina e da lisina foram maiores (P<0,05) para as dietas com incluséo de 1,50% de
rafinose, em relacéo a dieta MFS. J4 o CDIA do triptofano foi menor (P<0,05) para a
dieta MFS em relacéo a todos os teores de rafinose adicionados as dietas. Os CDIA
da cistina e da tirosina foram maiores (P<0,05) para a dieta MFS em relacdo as

dietas com inclusao de 2,25% de rafinose.
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Tabela 5 — Coeficientes de digestibilidade ileal aparente (CDIA) dos nutrientes.

Coeficientes de Rafinose, % MES  CV.%° Contraste”
Digestibilidade, % 0 0,75 150 2,25 P Efeito
Matéria seca 60,43 65,21 59,63 58,35 60,86 14,21 - ns
Matéria organica 63,74 67,10 60,60 59,05 61,57 14,47 - ns
Proteina Bruta 67,56 67,53 62,39 63,81 64,30 12,45 - ns
Aminoacidos essenciais
Arginina 8561 8544 8895 8226 81,43 6,04 - ns
Cistina 73,92 73,06 7251 66,73 71,45 9,63 0,016 linear
Fenilalanina 80,40 81,31 80,77 77,32 79,05 4,89 0,018 linear
Histidina 82,21 82,09 84,11 79,32 80,05 7,17 - ns
Isoleucina 78,08 7852 78,97 76,61 76,12 4,74 - ns
Leucina 76,40 77,06 76,11 71,89 74,42 7,62 0,047 linear
Lisina 89,80 90,68 91,48 90,79 89,20 2,18 0,016 quadratico
Metionina 81,68 81,97 81,77 79,64 8056 491 - ns
Tirosina 78,85 76,60 79,12 74,03 7939 584 - ns
Treonina 78,12 78,13 80,00 76,11 7592 7,42 - ns
Triptofano 84,86 83,08 82,61 8294 78,09 3,94 - ns
Valina 76,52 76,52 77,08 74,23 75,03 4,86 - ns
Total 80,47 80,21 80,93 77,21 78,71 4,51 - ns
Aminoacidos ndo essenciais
Alanina 67,88 68,29 70,02 63,10 63,56 11,75 ns -
Acido aspartico 78,53 77,38 77,30 72,92 74,57 06,91 0,015 linear
Glicina 66,43 63,68 61,34 55,16 58,24 1583 0,007 linear
Acido glutamico 80,84 80,26 79,23 74,79 75,71 6,95 0,035 linear
Serina 79,92 78,37 78,15 73,92 75,18 8,10 0,042 linear
Prolina 68,41 66,99 66,97 59,06 63,64 1357 0,008 linear

% Coeficiente de variagao;
® Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose;
* Indica diferenca (P<0,05, Dunnett) entre cada nivel de rafinose e a dieta MFS.

O TTGI diminuiu de forma linear (y=-0,553x + 9,007; R2=0,37) a medida em
gue foi adicionada rafinose purificada as dietas (Figura 1). A dieta MFS néo diferiu

(P>0,05) das demais com relacdo a esse parametro.
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Figura 1 — Tempo de transito gastrintestinal (TTGI) em horas, de
acordo com as dietas experimentais.

Os pesos absolutos e relativos do intestino delgado, célon e peso total do
trato digestério ndo foram influenciados (P>0,05) pelas dietas com inclusdo de
rafinose purificada (Tabela 6). No entanto, houve efeitos quadraticos para 0os pesos
absoluto (y=-0,003x? + 0,005x + 0,020; R2=0,24) e relativo (y=-0,335x? + 0,514x +

3,125; R?=0,26) do ceco dos animais alimentados com as dietas contendo rafinose.

Tabela 6 — Pesos absolutos e relativos do intestino delgado, ceco, célon e peso total
do trato digestorio de leitbes aos 35 dias de idade.

Rafinose, % MES CV2 Contraste _
0 0,75 1,50 2,25 P Efeito

Pesos absolutos, g
Intestino delgado 470,8 4825 467,5 470,0 513,3 16,93 ns -

Ceco 19,1 233 19,2 17,5 20,8 17,37 0,028 quadratico
Célon 1425 154,2 1525 131,3 156,7 19,60 ns -
Total® 632,5 660,0 639,2 618,8 690,8 15,71 ns -

Pesos relativos, g/kg®
Intestino delgado 229 24,2 22,6 19,8 239 12,63 ns -

Ceco 3,0 3,6 2.9 2,7 3,1 17,45 0,044 quadratico
Coélon 22,9 24,2 22,7 19,8 23,9 2155 ns -
Total® 100,5 102,6 94,7 96,2 104,8 14,08 ns -

& Coeficiente de variagao;
® Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose;
¢ Somatdrio do peso do intestino delgado, ceco e colon;

94 peso do 6rgéao dividido pelo peso da carcaca quente.
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Os maiores (P<0,05) pesos absolutos e relativos do ceco foram estimados para os
teores de 0,88 e 0,76% de rafinose, respectivamente. A dieta MFS nao diferiu
(P>0,05) daquelas com rafinose purificada no que se refere aos pesos absolutos e
relativos dos 6rgdos do trato digestorio dos leitdes.

4. Discussao

A adicdo de rafinose purificada as dietas causou reducao linear significativa
nos CDTA da matéria seca, matéria organica, proteina bruta e energia bruta. A
diferenca entre os CDTA da dieta sem inclusao de rafinose e aquela com 2,25%
desse carboidrato, foi de 4,21% para a matéria seca, 5,42% para a matéria organica
e 7,01% para energia bruta. No entanto, o CDTA da proteina bruta foi o que teve a
maior reducdo (16,03%). Os efeitos negativos dos Gos sobre a digestibilidade
também foram verificados por Parsons et al. (2000) e Smiricky-Tjardes et al. (2003).
Smiricky-Tjardes et al. (2003) indicam que reducdes substanciais na digestibilidade
da proteina bruta podem ser devido a assimilacdo dos aminoacidos pela massa
microbiana que aumenta quando os Gos, como a rafinose, sdo adicionados as
dietas de suinos. Essa afirmacdo esta de acordo com os achados de Zhang et al.
(2001), que observaram aumento da excrecéo diaria de nitrogénio da ordem de 28 e
32% apds a adicdo de 1 ou 2% de estaquiose em dietas de leitdes, respectivamente.
No entanto, esses autores nao verificaram influéncia da adicdo de estaquiose sobre
a digestibilidade total da matéria seca e da energia. Outro fator importante que pode
explicar a reducao da digestibilidade causada pelos Gos, foi apontado por Veldman
et al. (1993) e Zdunczyk et al. (1999). Esses autores indicaram que a capacidade
dos Gos em aumentar a osmolaridade da digesta, causa diluicdo das enzimas, além
de aumentar a velocidade de passagem do alimento pelo trato digestério. Coon et al.
(1990) verificaram 20% de reducdo na energia metabolizavel de dietas contendo
5,3% de Gos em relacdo a outra com 1% e justificaram o resultado pela propriedade
laxativa dos Gos. Ja Smits e Annison, (1996) apontaram o aumento da viscosidade

da digesta, e consequentemente, a menor interagdo das enzimas digestivas com o
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substrato, provocada pelos Gos, como fator responsavel pela diminuicdo das

digestibilidades dos nutrientes e da energia.

Foi observado que os CDTA da matéria seca, matéria organica, proteina e
energia, foram maiores para as dietas contendo 0 ou 0,75% de rafinose em relagao
a dieta MFS, que continha 1,55% de Gos. Poréem, os CDTA néao diferiam entre as
dietas contendo 1,50 ou 2,25% de rafinose e a dieta MSF. Dessa forma, notou-se
que, embora os Gos utilizados tivessem diferentes origens (rafinose purificada ou

farelo de soja e milho), ambos refletiram em queda dos CDTA.

De forma geral, observou-se reducdes dos CDIA da matéria seca, matéria
organica e proteina a medida em que adicionou-se rafinose as dietas, porém nao
estatisticamente significativas. Os resultados desse estudo estdo de acordo com os
verificados por Pan et al. (2002). Esses autores observaram reducdes nos CDIA da
proteina e da energia de dietas para leitdes quando o teor de Gos total (rafinose +
estaquiose) passou de 1,59% para 2,52%. A variabilidade mais alta dos dados da
avaliacdo da digestibilidade ileal pode ser resultado do método empregado na coleta
das amostras. No método do sacrificio, € coletada uma amostra pontual da digesta,
ao contrario do método com a utilizagdo de céanulas, no qual varias coletas séo
realizadas, aumentando, assim, a chance de serem detectadas diferencas
estatisticas.

Nesse estudo, grande parte dos CDIA dos aminoacidos, especialmente os
nao essenciais, tiveram reducdes lineares, a medida em que rafinose foi adicionada
as dietas. Resultados semelhantes foram observados por Smiricky et al. (2002) que
verificaram reducdes dos CDIA dos aminoacidos para suinos alimentados com uma
dieta contendo 2,26% de Gos em comparacdo a outra com 1,03%. No entanto,
Zhang et al. (2001), ndo observaram reducBes dos CDIA dos aminoacidos com a
adicao de 1 ou 2% de estaquiose as dietas de leitdes. Gabert et al. (1995) também
nao verificaram diferencas nos CDIA dos aminoacidos em dietas de leitdes com a

adicao de 0,50% de Gos.

De acordo com Scholz-Ahrens et al. (2001), a redugcdo do pH intestinal
causada pela degradacédo dos Gos, pode aumentar a solubilidade dos minerais, e

consequentemente sua digestibilidade. No entanto, ndo foi observado efeito das
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dietas sobre essa variavel. Houdijk et al. (1999) também nao verificaram diferencas
na digestibilidade dos minerais com a adicdo de oligossacarideos nas dietas de
leitbes. Segundo esses autores, fatores como a variabilidade nas andlises de
minerais, bem como a adicdo desses componentes em teores acima da exigéncia
dos animais, podem dificultar o aparecimento de diferencas entre os tratamentos
guando a absorcdo de minerais € avaliada. Tais problemas metodolégicos parecem
ter influenciado os resultados observados no presente estudo, visto as baixas
digestibilidades para o magnésio e cobre, bem como os altos coeficientes de

variagao observados.

O tempo de transito gastrintestinal foi menor & medida em que adicionou-se
rafinose as dietas. Isso ocorreu devido a propriedade dos galacto-oligossacarideos
em aumentar a osmolaridade no interior do intestino e, consequentemente,
aumentar a taxa de passagem dos alimentos pelo trato digestério (Veldman et al.,
1993). Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os verificados por
Coon et al. (1990) e Zhang et al. (2001).

No ceco dos suinos ocorre boa parte da fermentacdo dos carboidratos,
especialmente os sollveis, como os Gos. Os produtos finais dessa fermentacao séo
alguns gases, acidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e butirico) e acido
latico, o que pode causar aumento do peso desse 6rgdo. Nesse estudo, estimou-se
maiores pesos absoluto e relativo do ceco para os niveis de 0,88 e 0,76% de
rafinose, respectivamente. O fato de ndo ter havido aumento linear do peso do ceco
com o aumento da incluséo de rafinose, possivelmente pode ter ocorrido em fungao
dos Gos causarem aumento da velocidade de passagem da digesta pelo trato
digestorio (Zhang et al., 2001). Com isso, a fermentagdo desses compostos, no ceco
dos animais que receberam as dietas com os maiores niveis de rafinose, pode ter
sido comprometida. Para reforcar esse raciocinio, Pan et al. (2002), verificaram
menor digestibilidade ileal dos Gos em leitdes que receberam a dieta com maior teor
desses carboidratos (2,52 vs 1,59%), possivelmente pelo aumento da velocidade de

passagem da digesta pelo trato digestoério.
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5. Conclusao

A rafinose diminui os coeficientes de digestibilidade total dos nutrientes e da
energia, sobretudo da proteina. As diminuigdes dos coeficientes de digestibilidade,
bem como os efeitos sobre os pesos do ceco sdo estreitamente correlacionados
com a diminuicdo do tempo de transito gastrintestinal e consequentemente aumento
da velocidade de passagem do alimento pelo trato digestorio que a rafinose provoca.
Independentemente do teor dos Gos nas dietas, tanto fontes purificadas, quanto
oriundas do farelo de soja e milho, provocam reducbes do aproveitamento dos

nutrientes e da energia.
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CAPITULO 3 - Efeito da rafinose sobre o desempenho, a incidéncia de diarreia,
a morfologia e a microbiologia intestinal de leitdes recém-
desmamados

Resumo - O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da rafinose, um galacto-
oligossacarideo (Gos), na alimentacdo de leitbes. Foram utilizados 105 leitdes
recém-desmamados, com peso inicial de 6,703 + 0,761kg dos 21 aos 63 dias de
idade, distribuidos em cinco tratamentos com sete repeticdes e trés animais por
unidade experimental. Foi elaborada uma dieta contendo baixos teores de Gos e a
ela adicionado rafinose purificada (0, 0,75 1,50 e 2,25%). A quinta dieta foi
formulada com milho e farelo de soja (MFS), contendo teores de Gos usualmente
encontrados em dietas de leitbes. O desempenho foi avaliado dos 21 aos 63 dias de
idade e a incidéncia de diarreia dos 25 aos 46 dias de idade. Aos 35 dias de idade,
seis animais por tratamento foram abatidos para as avaliacbes da morfologia
intestinal, do pH e da microbiologia dos contetdos do jejuno e ceco. Houve efeito
guadratico no consumo de racdo e do peso final, além de melhora linear na
conversdo alimentar com o aumento dos niveis de rafinose dos leitbes dos 21 aos
49 dias de idade. Houve aumento linear no consumo de racdo com o acréscimo dos
teores de rafinose dos 21 aos 63 dias de idade. As dietas néo influenciaram a
incidéncia de diarreia. Houve efeito quadratico do numero de células caliciformes
(Alcean Blue) e aumento linear da altura dos vilos com o aumento dos niveis de
rafinose. Estimou-se menor nimero de E. coli no intestino delgado e ceco para 0s
teores de 1,23 e 1,40% de rafinose, respectivamente. Os animais alimentados com a
dieta MFS tiveram menor niumero de E. coli no jejuno e maior nimero de bactérias
laticas no ceco em relacdo aos alimentados com as dietas contendo 0 e 2,25% de
rafinose. Conclui-se que a rafinose melhora o desempenho, ndo causa diarreia em
leitbes recém-desmamados e ainda diminui o numero de E. Coli no conteudo

intestinal.

Palavras chave: carboidratos, estaquiose, galacto-oligossacarideos, saude intestinal
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CHARPTER 3 — Effects of raffinose on performance, diarrhea incidence, gut

morphology and microbiology of weaned piglets

Abstract - The aim of this study was evaluate the effects of raffinose, a galacto-
oligosaccharides (Gos), on weaned piglets feeding. It were used 105 newly weaned
piglets, from 21 to 63 days old and with 6.703 + 0.761kg of body weight. The animals
were distributed into a complete randomized block design with five treatments, seven
replication and three animals per pen. It was elaborated a diet containing low Gos
levels added to this diet purified raffinose (0, 0.75, 1.50 and 2.25%). The fifth diet
was formulated with corn and soybean meal (CSBM) containing Gos levels usually
found in piglets diets. The performance was evaluated from 21 to 63 days old and the
diarrhea incidence from 25 to 46 days old. At 35 days old, six animals per treatment
were slaughtered to evaluate the gut morphology and the pH and microbiology in the
contents of jejunum and caecum. The feed intake and final weight, from 21 to 49
days old had a quadratic effect and feed conversion ratio was linearly reduced when
levels of raffinose increased. There was a linearly increase on feed intake with the
increase of raffinose levels in the diets in the total trial period. The diets did not affect
the incidence of diarrhea. There was quadratic effect on goblet cells (Alcean Blue)
and increase linearly in villi heights with the increase levels of raffinose. It was
estimated the lower number of E. coli population in the jejunum and caecum contents
to levels of 1.23 and 1.40% of raffinose, respectively. The animals fed with CSBM
diet had fewer number of E. coli in jejunum content and more lactic acid bacteria in
caecum content compared those fed with the diets containing 0 and 2.25% of
raffinose. In conclusion, the raffinose improves the performance, does not causes

diarrhea in piglets and decrease the E. coli populations in intestinal content.

Key-words: carbohydrates, estachyose, galacto-oligosaccharides, intestinal health



36

1. Introducéo

Os galacto-oligossacarideos (Gos) séo carboidratos de reserva das plantas,
sendo representados pela rafinose, estaquiose e verbascose. Sdo formados por
ligacdes a-(1,6) e, por essa razdo, ndo sao digeridos por enzimas secretadas pelos
monogastricos (Rodrigues Brasil et al., 2010). Por outro lado, sado soluveis e
altamente fermentaveis no trato digestorio de suinos (Karr-Lilienthal et al., 2005). Em
dietas para leitbes sdo encontrados teores de Gos que variam de 1 a 2%, sendo o

farelo de soja a principal fonte desses componentes (Choct et al., 2010).

Tradicionalmente, aos Gos sao atribuidos efeitos como queda no
desempenho e digestibilidade, desordem intestinal como diarreia e flatuléncia (Pan
et al.,, 2002; Fledderus, 2005). Por essa razado a utilizacdo da enzima a-
galactosidase, capaz de clivar as ligacbes a-(1,6) dos Gos, a utilizacdo de
concentrado proteico de soja em substituicdo ao farelo de soja, e até mesmo a
producdo de cultivares de soja com baixos teores de Gos, vem aumentando, para
serem utilizados nas alimentacées humana e animal (Choct et al., 2010; Clarke e
Wiseman, 2000; Dersjant-Li e Peisker, 2010; Pan et al., 2002;). No entanto, alguns
trabalhos mostraram que os Gos possuem propriedades prebidticas, uma vez que,
estimulam o desenvolvimento de microrganismos benéficos no trato digestério dos
suinos e ndo causam diarreia em leitdes (Liying et al., 2003; Smiricky-Tjardes et al.,
2003). Além disso, nos trabalhos de Mathew et al. (1993) e Perryman et al. (2013)
nao observou-se que os Gos prejudicaram o desempenho de leitdes e frangos,
respectivamente.  Adicionalmente, sao facilmente encontrados na literatura,
trabalhos avaliando os efeitos somente da estaquiose ou dos Gos (rafinose,
estaquiose e verbascose) em conjunto, sendo que ndo existem até o momento,
trabalhos avaliando a rafinose isoladamente. Torna-se importante esta avaliacéo,
tendo em vista que, em dietas formuladas com milho e farelo de soja para leitdes,

esse componente, corresponde, em média, a 40% dos teores totais dos Gos.

Desta forma, o objetivo foi avaliar os efeitos da rafinose na alimentagcéo de
leitbes recém-desmamados. Ainda, comparou-se diferentes niveis de inclusdo de
rafinose purificada com uma dieta formulada com milho e farelo de soja. Avaliou-se o

desempenho, a incidéncia de diarreia, a morfologia e a microbiologia intestinal.
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2. Material e Métodos

O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal/SP (Protocolo nimero 019670/10).

2.1 Animais, dietas e delineamento experimental

Foram utilizados 105 leitdes recém-desmamados, machos castrados, dos 21
aos 63 dias de idade e com peso inicial de 6,703 £ 0,761 kg. Os animais foram
alojados em baias de 2,55m? cada, equipadas com comedouros semi-automaticos e
bebedouros do tipo chupeta, tendo agua e racdo a vontade. O controle da
temperatura das baias foi realizado mediante a utilizacdo de cortinas e campanulas
dotadas de lampadas incandescentes, sendo registradas, no interior do galpéao,
temperaturas médias minimas de 23,73°C + 1,15 e maximas de 29,12°C + 1,34. Os
animais foram distribuidos no delineamento em blocos casualizados, para controlar
diferencas no peso inicial, com cinco tratamentos e sete repeticdes, sendo a unidade

experimental constituida por trés animais.

Os animais receberam dietas de modo a atender suas exigéncias
nutricionais na fase | (dos 21 aos 35 de idade), na fase Il (dos 36 aos 49 dias de
idade) e na fase Il (dos 50 aos 63 dias de idade), de acordo com as recomendacoes
de Rostagno et al. (2005).

As composicbes quimicas dos principais ingredientes utilizados na
formulacdo das dietas experimentais sdo apresentadas na Tabela 1. Foram
elaboradas duas dietas, sendo uma, contendo baixos teores Gos, composta
principalmente por milho degerminado e concentrado proteico de soja e outra dieta
composta principalmente por milho comum e farelo de soja (dieta MFS), contendo os
teores de Gos normalmente encontrados em dietas para leitdes. Os cinco
tratamentos foram a dieta com baixos teores de Gos sendo a ela adicionados O,
0,75, 1,50 e 2,25% de rafinose purificada e dieta a MFS (Tabelas 2, 3 e 4). Na dieta
com baixos teores de Gos, os teores basais de rafinose e estaquiose somados
foram 0,40, 0,51 e 0,61% nas fases I, Il e Il, respectivamente, enquanto que na dieta

MFS os valores totais de rafinose e estaquiose somados foram de 1,55, 203 e 2,01%



38

nas fases I, Il e Il, respectivamente. A dieta com baixos teores de Gos foi formulada
adicionando-se 2,25% de caulim (inerte), o qual foi, posteriormente, substituido por
rafinose nas proporcdes de acordo com os tratamentos. A rafinose utilizada foi a
penta-hidratada® (R0250, pureza = 98%, Sigma). Nesse trabalho serdo considerados
somente os teores de rafinose e estaquiose, pois 0s niveis de verbascose
encontrados nos cereais sdo muito baixos e de dificil detec¢do, conforme ja descrito
por Grieshop et al. (2003) e Martinez-Villaluenga et al. (2008). Animais
monogastricos ndo secretam enzimas capazes de digerir a rafinose, deste modo,
sua contribuicdo com nutrientes e energia foi considerada nula. As dietas continham
0s mesmos teores de energia, proteina e aminoacidos digestiveis, ndo sendo
adicionados antibiéticos ou promotores de crescimento. Durante o periodo
experimental, os animais receberam dietas de modo a atender suas exigéncias
nutricionais dos 21 aos 35, dos 36 aos 49 e dos 50 aos 63 dias de idade, de acordo
com as recomendacdes de Rostagno et al. (2005). N&ao foi realizada adaptacao

prévia dos animais as dietas experimentais.

Tabela 1. Composicao quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais.

. 1 Milho Milho Farelo Concentrado Farelo
Nutrientes™, % . ) : . .
comum degerminado de soja proteico de soja de Trigo

Matéria seca 87,01 88,30 89,60 90,44 88,38
Matéria organica 85,52 87,70 83,86 83,99 84,41
Proteina bruta 8,50 6,77 47,34 61,94 16,28
Fibra em detergente acido 4,71 2,67 8,32 7,75 9,31
Fibra em detergente neutro 14,37 7,32 12,50 13,19 36,98
Galacto-oligossacarideos

Rafinose 0,41 0,06 2,50 0,44 1,57

Estaquiose - - 4,00 1,68 -

T Valores com base na matéria natural e determinados por meio de analises laboratoriais.

2.2 Desempenho e incidéncia de diarreia

Para avaliacdo do desempenho, os animais e a racdo fornecida foram
pesados ao inicio e aos 35, 49 e 63 dias de idade. Determinou-se o consumo diario
de racdo, o ganho diério de peso, e a conversao alimentar dos 21 aos 35, dos 21
aos 49 e dos 21 aos 63 dias de idade.
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Tabela 2 — Ingredientes, composi¢cdes quimica e centesimal das dietas para leitdes
dos 21 aos 35 dias de idade.

Rafinose, %

Ingredientes, % 0 075 1.50 225 MFS
Milho Comum - - - - 52,25
Milho Degerminado 54,64 54,64 54,64 54,64 -
Farelo de soja - - - - 20,50
Concentrado proteico de soja 16,97 16,97 16,97 16,97 -
Produto lacteo 17,50 17,50 17,50 17,50 17,50
Plasma Sanguineo 4,20 4,20 4,20 4,20 4,20
Fosfato bicalcico 2,53 2,53 2,53 2,53 2,32
Calcario 0,25 0,25 0,25 0,25 0,31
Sal 0,05 0,05 0,05 0,05 0,03
Rafinose purificada 0,00 0,75 1,50 2,25 0,00
Inerte (caulim) 2,25 1,50 0,75 0,00 0,00
Premix Mineral® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Oleo de soja 0,17 0,17 0,17 0,17 1,37
L-Lisina.HCI, 78% 0,47 0,47 0,47 0,47 0,55
L-Treonina, 98% 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
DL-Metionina, 99% 0,13 0,13 0,13 0,13 0,14
L-Triptofano, 98% 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Valores calculados
Energia metabolizavel, kcal/kg 3400 3400 3400 3400 3400
Proteina bruta, % 20,10 19,93 20,50 20,04 20,28
Célcio, % 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Fosforo disponivel, % 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Fibra em detergente acido, % 2,77 2,84 2,83 2,76 4,16
Fibra em detergente neutro, % 6,23 6,15 6,26 6,05 10,06
Lisina digestivel, % 1,45 1,45 1,45 1,45 1,45
Metionina digestivel, % 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Treonina digestivel, % 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91
Triptofano digestivel, % 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
Galacto-oligossacarideos,%

Rafinose 0,11 0,86 1,61 2,36 0,73

Estaquiose 0,29 0,29 0,29 0,29 0,82

' Nuklospray® K21. Niveis de garantia por kg do produto: Proteina Bruta — 110 g; Extrato etéreo — 50;
Cinzas — 87 g; Fibra bruta — 1 g; Umidade — 35 g; Lactose 700 g; A¢lcar 735 g; Energia metabolizavel
— 3780 kcal.

% (Premix mineral) e * (Premix vitaminico) Suinos Agroceres/Multimix®. Niveis de garantia por kg dos
produtos: Vit. A — 2.666.700 U.l.; Vit. D3 — 1.000.000 U.l.; Vit. E — 10.000 Ul; Vit. K — 2.666,7 mg; Vit B2
—2.000 mg; Vit. B12 — 11.000 ug; Vit. B6 — 666,7 mg; Vit B1- 666,7 mg; Acido pantoténico — 7.000 mg;
Niacina — 13 g; Colina — 120 g; Acido Fdlico — 400 mg; Selénio 130 mg; Cobalto — 168 mg; lodo — 1.416
mg; Selénio — 30 pg; Manganés — 40 g; Zinco — 75 g; Cobre — 15 g; Ferro — 25 g.
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Tabela 3 — Ingredientes, composi¢cbes quimica e centesimal das dietas para leitdes
dos 36 aos 49 dias de idade.

Rafinose, %

Ingredientes, % MFS
0 0,75 1,50 2,25

Milho Comum - - - - 54,64
Milho Degerminado 59,17 59,17 59,17 59,17 -
Farelo de soja - - - - 27,27
Concentrado proteico de soja 21,97 21,97 21,97 21,97 -
Produto lacteo 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Plasma Sanguineo 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50
Fosfato bicalcico 2,46 2,46 2,46 2,46 2,22
Calcario 0,29 0,29 0,29 0,29 0,34
Sal 0,18 0,18 0,18 0,18 0,17
Rafinose purificada 0,00 0,75 1,50 2,25 0,00
Inerte 2,25 1,50 0,75 0,00 0,00
Premix Mineral* 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Oleo de soja 0,18 0,18 0,18 0,18 1,79
L-Lisina.HCI, 78% 0,27 0,27 0,27 0,27 0,36
L-Treonina, 98% 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
DL-Metionina, 99% 0,11 0,11 0,11 0,11 0,08
L-Triptofano, 98% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Antioxidante 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Valores calculados
Energia metabolizavel, kcal/kg 3375 3375 3375 3375 3375
Proteina bruta, % 21,00 21,00 21,00 21,00 21,00
Célcio, % 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83
Fosforo disponivel, % 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Fibra em detergente acido, % 3,28 3,24 3,14 3,17 4,84
Fibra em detergente neutro, % 7,23 7,18 7,16 7,22 11,24
Lisina digestivel, % 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33
Metionina digestivel, % 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Treonina digestivel, % 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84
Triptofano digestivel, % 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24
Galacto-oligossacarideos, %

Rafinose 0,14 0,89 1,64 2,39 0,94

Estaquiose 0,37 0,37 0,37 0,37 1,09

T Nuklospray® K21. Niveis de garantia por kg do produto: Proteina Bruta — 110 g; Extrato etéreo — 50;
Cinzas — 87 g; Fibra bruta — 1 g; Umidade — 35 g; Lactose 700 g; Agucar 735 g; Energia metabolizavel
— 3780 kcal.

% (Premix mineral) e * (Premix vitaminico) Suinos Agroceres/Multimix®. Niveis de garantia por kg dos
produtos: Vit. A — 2.666.700 U.I.; Vit. D3 — 1.000.000 U.l.; Vit. E — 10.000 Ul; Vit. K — 2.666,7 mg; Vit B2
—2.000 mg; Vit. B12 — 11.000 ug; Vit. B6 — 666,7 mg; Vit B1- 666,7 mg; Acido pantoténico — 7.000 mg;
Niacina — 13 g; Colina — 120 g; Acido Félico — 400 mg; Selénio 130 mg; Cobalto — 168 mg; lodo — 1.416
mg; Selénio — 30 pg; Manganés — 40 g; Zinco — 75 g; Cobre — 15 g; Ferro — 25 g.
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Tabela 4 — Ingredientes, composi¢cdes quimica e centesimal das dietas para leitdes
dos 50 aos 63 dias de idade.

Rafinose, %

Ingredientes, % MFS
0 0,75 1,50 2,25

Milho Comum 60,81
Milho Degerminado 65,23 65,23 65,23 65,23
Farelo de soja 26,49
Concentrado proteico de soja 21,60 21,60 21,60 21,60
Farelo de trigo 7,07 7,07 7,07 7,07 7,07
Fosfato bicalcico 2,30 2,30 2,30 2,30 2,05
Calcério 0,33 0,33 0,33 0,33 0,39
Sal 0,47 0,47 0,47 0,47 0,46
Rafinose purificada 0,00 0,75 1,50 2,25 0,00
Inerte (caulim) 2,25 1,50 0,75 0,00 0,00
Premix Mineral 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L-Lisina,HCI, 78% 0,22 0,22 0,22 0,22 0,31
L-Treonina, 98% 0,09 0,09 0,09 0,09 0,08
DL-Metionina, 99% 0,03 0,03 0,03 0,03 0,04
L-Triptofano, 98% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Antioxidante BHT 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Valores calculados
Energia metabolizavel, kcal/kg 3230 3230 3230 3230 3230
Proteina bruta, % 18,54 18,42 18,44 18,39 18,48
Calcio, % 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77
Fosforo disponivel, % 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38
Fibra em detergente acido, % 4,07 4,02 4,12 4,19 5,73
Fibra em detergente neutro, % 10,23 10,26 10,13 10,15 14,66
Lisina digestivel, % 1,09 1,09 1,09 1,09 1,09
Metionina digestivel, % 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31
Treonina digestivel, % 0,69 0,69 0,69 0,69 0,69
Triptofano digestivel, % 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Galacto-oligossacarideos, %

Rafinose 0,25 1,00 1,75 2,50 0,95

Estaquiose 0,36 0,36 0,36 0,36 1,06

' (Premix mineral) e * (Premix vitaminico) Suinos Agroceres/Multimix®. Niveis de garantia por kg dos
produtos: Vit. A — 2.666.700 U.l.; Vit. D3 — 1.000.000 U.l.; Vit. E — 10.000 Ul; Vit. K — 2.666,7 mg; Vit B2
—2.000 mg; Vit. B12 — 11.000 ug; Vit. B6 — 666,7 mg; Vit B1- 666,7 mg; Acido pantoténico — 7.000 mg;
Niacina — 13 g; Colina — 120 g; Acido Félico — 400 mg; Selénio 130 mg; Cobalto — 168 mg; lodo — 1.416
mg; Selénio — 30 pg; Manganés — 40 g; Zinco — 75 g; Cobre — 15 g; Ferro — 25 g.

Para verificar a influéncia das dietas experimentais sobre a incidéncia de
diarreia, foram realizadas as observacdes dos escores fecais dos leitdes, dos 25 aos
46 dias de idade. Durante esse periodo, uma vez ao dia, foram verificadas as
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consisténcias das fezes, mediante analise visual, de acordo com 0s seguintes
escores: 1 — fezes duras, 2 — fezes normais, 3 — fezes pastosas e 4 — fezes liquidas.
O escores 1, 2 e 3 foram considerados fezes ndo diarreicas e o 4 diarreicas. O

procedimento foi realizado sempre pelo mesmo observador.

2.3 Morfologia, pH e microbiologia do trato digestorio.

Aos 14 dias péds-desmame (aos 35 dias de idade), seis animais por
tratamento com peso vivo mais proximo da média de suas respectivas repeticoes,
foram selecionados e abatidos mediante insensibilizacdo elétrica seguida de
sangramento. Imediatamente ap6s o abate, o trato digestério foi removido da
cavidade abdominal, para as avaliagdes da morfologia do intestino delgado, bem
como do pH e da microbiologia dos contetudos do intestino delgado e ceco. Nao foi

realizado jejum nos animais anteriormente ao abate.

Para estudo da estrutura do intestino delgado, foram colhidas, de cada
animal, amostras (£ 3cm) das porcdes iniciais e finais do jejuno (a 1,5m da juncéo
com o estbmago e a 1,5m da juncdo com o ceco, respectivamente). As amostras
foram abertas pela borda mesentérica, fixadas em papeldo com grampos e
acondicionadas em solucao fixadora de Bouin por 24 horas. Apés este periodo,
foram lavadas em agua corrente e alcool etilico 70% para retirada do fixador e,
posteriormente, desidratadas em séries crescentes de alcoois, 70 a 100%,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A microtomia destas amostras foi
realizada a espessura de 5 ym, sendo feitos oito cortes semi-seriados para cada

segmento de cada animal.

Para as leituras das laminas histologicas foi utilizado microscopio de luz,
acoplado a um sistema para captura de imagens Olympus DP11-N e sistema
analisador de imagens. Um conjunto de laminas foi corado com as técnicas do acido
periodico de Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina e nelas foram realizadas as medidas
da altura dos vilos (AV), profundidade das criptas (PC) e determinada a relacéo
AV/PC. As medidas foram realizadas em 40 vilos e criptas bem orientados de cada
segmento por animal. A contagem do numero de células caliciformes foi realizada

em 200 micrémetros de cada vilo, a partir da sua base, em 20 vilos bem orientados
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de cada segmento por animal. Determinou-se o numero de células caliciformes
produtoras de mucinas neutras e acidas pelas técnicas do acido periédico de Schiff
(PAS) ou Alcean Blue pH 2,5 (AB), respectivamente (Kiernan, 1999).

Para as andlises da ultra-estrutura do intestino delgado, foram colhidas, de
cada animal, amostras (x 1cm) das porc¢des iniciais e finais do jejuno (a 1,5m da
juncdo com o estdbmago e a 1,5m da juncdo com o0 ceco, respectivamente). As
amostras foram colhidas e, imediatamente apds foram lavadas em solucdo tampéao
fosfato (0,1M e pH 7,4) e fixadas em glutaraldeido. Posteriormente, foram
desidratadas em séries crescentes de etanol e secas em secador de ponto critico,
usando CO,, montadas e metalizadas com ouro paladio. Em seguida foram
realizadas elétron-micrografias, de cinco areas de cada amostra, para estimar a
densidade de vilos (nimero de vilos/mm?), utilizando-se um microscépio eletrénico

de varredura modelo JEOL, JSM, operado em 15kv.

Os contetidos do terco final do intestino delgado e do ceco foram colhidos
para avaliacdo do pH e da microbiologia intestinal. O pH foi mensurado por meio de
peagdmetro digital modelo Digimed DM-20, inserido nas referidas amostras. Nessas
mesmas amostras foram ainda quantificadas as unidades formadoras de col6nia por
grama (ufc/g) dos microrganismos dos géneros Escherichia coli (E. coli) e bactérias
laticas por meio da técnica de plagueamento, segundo AOAC (2005) e Vanderzant e

Splittstoesser, (1992) respectivamente.

2.4 Forma de andlise dos resultados

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento em blocos
casualizados, sendo os dados submetidos a analise de variancia por meio do
procedimento Proc Mixed no programa estatistico SAS, 2009. Os dados foram
submetidos aos testes de Normalidade dos erros, Homocedasticidade, bem como
identificados e excluidos, das analises, os valores outliers e influentes. Os graus de
liberdade do fator nivel foram decompostos e contrastes polinomiais foram utilizados
para determinar os efeitos da inclusdo de rafinose purificada. As diferencas entre

cada nivel de rafinose adicionado as dietas e a dieta MFS foram analisadas por meio
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do teste de Dunnett. Os valores de probabilidade menores que 5% foram

considerados significativos.

3. Resultados

N&o observou-se efeitos (P>0,05) dos tratamentos sobre o desempenho dos
animais dos 21 aos 35 dias de idade (Tabela 5). No entanto, dos 21 aos 49 dias de
idade houve efeito quadratico (y=0,070x*> + 0,163x + 0,437; R® = 0,27) sobre o

consumo diario de racao, estimando-se o maior consumo com a adicao de 1,16% de

Tabela 5 — Consumo diario de racdo (CDR), ganho diario de peso (GDP) e
converséao alimentar (CA) dos leitdes dos 21 aos 63 dias de idade.

Rafinose, % Contraste”
MFS cve
0 0,75 150 2,25 P Efeito

Peso inicial, kg 6,77 6,75 6,75 6,76 6,77 7,67 ns -
21 - 35 dias de idade

CDR, g 209 223 239 226 224 15,72 ns -

GDP, g 185 205 221 202 196 19,68 ns -

CA 1,11 1,10 1,08 1,13 1,09 6,37 ns -

Peso final, kg 9,18 941 9,63 9,39 9,33 11,94 ns -
21 - 49 dias de idade

CDR, g 476 524 519 480 487 16,38 0,007 quadratico

GDP, g 327 369 371 367 341 18,89 ns -

CA 1,44 1,44 1,40 1,31 1,42 8,21 0,041 linear

Peso final, kg 15,79 17,11 17,17 16,19 15,51 12,96 0,042 quadratico
21 - 63 dias de idade

CDR, g 684* 780 7 802 794 14,12 0,002 linear
GDP, g 406 438 443 443 444 15,16 ns -
CA 1,74 176 1,76 1,73 1,77 4,68 ns -

Peso final, kg 23,50 23,19 25,38 25,56 25,50 10,09 ns -

% Coeficiente de variagao;
® Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose;
* Indica diferenca (P<0,05, Dunnett) entre cada nivel de rafinose e a dieta MFS.

rafinose a dieta. Observou-se melhora linear (y=-0,054x + 1,459; R2 = 0,27) na
converséao alimentar a medida que o nivel de rafinose aumentou. O ganho diario de

peso nao foi afetado (P>0,05) pelas dietas nessa fase, no entanto, houve efeito
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quadratico (y = -1,479x? + 3,8897x + 14,854; R2 = 0,34) para o peso final, estimando-
se 0 maior peso final aos 28 dias pos-desmame para o teor de 1,31% de rafinose.

No periodo total do experimento (dos 21 aos 63 dias de idade), observou-se
aumento linear (y = 0,0347x + 0,714; R2 = 0,23) do consumo diario de racdo com o
acréscimo dos teores de rafinose nas dietas. Os animais alimentados com a dieta
MFS tiveram desempenho similar aos demais em todos os periodos, com excecao
do ultimo, no qual o consumo diario de racdo dos animais que receberam a dieta
MFS foi maior (P<0,05) em relacdo aqueles que consumiram a dieta sem incluséo

de rafinose.

Ainda que numericamente diferente, a ocorréncia de diarreia ndo foi
influenciada (P>0,05) pelos tratamentos (Tabela 6). Credita-se esse fato ao baixo
namero de ocorréncias do escore diarreico observado de modo geral nos animais
utilizados no experimento, além da variabilidade dos dados, o que impossibilitou o
teste estatistico detectar diferencas entre as médias.

Tabela 6 — Total de ocorréncias dos escores fecais e incidéncia de diarreia dos 25
aos 46 dias de idade.

Escore® Rafinose, % MES Cc\VP Contraste® |
0 0,75 1,50 2,25 P Efeito

1 136 136 129 136 136 - - -

2 130 128 133 132 132 - - -

3 25 26 41 41 34 - - -

4 7 4 11 10 10 - - -

Diarreia, % 2,38 1,36 3,74 3,40 2,40 49,45 ns -

%1 — fezes duras; 2 — fezes normais; 3 — fezes pastosas e 4 — fezes liquidas (diarreicas);
® Coeficiente de variacao;
¢ Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose.

As variaveis de morfologia da porcéao inicial do jejuno, como a altura dos
vilos, profundidade das criptas, relacdo da altura dos vilos/profundidade das criptas,
namero de células caliciformes coradas pela técnica do PAS e densidade de vilos
nao foram influenciadas (P>0,05) pelas dietas experimentais (Tabela 7). No entanto,
nessa porcéo do intestino, houve efeito quadratico (y=1,031x* — 2,584x + 6,344; R2 =

0,19) para as inclusdes de rafinose, sobre o niumero de células caliciformes AB,
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sendo o menor numero estimado para o teor de 1,25% de rafinose. Verificou-se
maior (P<0,05) nimero de células caliciformes AB nos animais que receberam a

dieta MFS em relacéo aos alimentados com a dieta contendo 1,50% de rafinose.

Tabela 7 — Valores de altura dos vilos (AV), profundidade das criptas (PC), relagcéao
da altura dos vilos/profundidade das criptas (AV/PC), nimero de células
caliciformes (CC) e densidade de vilos (DV) nas porc¢des inicial e final do
jejuno de leitdes em funcéo das dietas experimentais.

Rafinose, % MES oVt Contraste”
0 0,75 1,50 2,25 P Efeito

Jejuno inicial®

AV, um 349,9 352,9 379,4 373,2 371,8 15,92 ns -

PC, um 250,2 266,3 255,4 259,0 262,3 8,30 ns -

AV/PC 1,3 1,3 15 14 1,4 17,10 ns -

CC, PAS? 6,0 6,6 4.7 5,8 5,7 24,70 ns -

CC, AB? 6,0 5,9 4,0 6,0 5,2 25,14 0,002 quadratico

DV, mm2 34,7 38,8 35,6 37,4 35,6 18,38 ns -
Jejuno final®

AV, um 394,4* 457,6 476,3 477,12 536,0 18,16 0,048 linear

PC, um 256,1 253,7 243,0 2453  263,5 9,56 ns -

AV/PC 1,5 1,8 2,0 1,9 2,0 19,54 0,026 linear

CC, PAS® 6,7 6,4 5,2 6,9 6,3 22,34 ns -

CC, AB® 7,2 5,5 4,7 5,5 49 2365 0,041 quadratico

DV, mm® 40,3 37,8 40,3 420 366 2205 ns -

% Coeficiente de variagao;

® Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose;

¢ Jejuno inicial — a 1 metro da jun¢do com o duodeno; Jejuno final — a 1 metro da jungdo com o ileo;
IpAS — Coloracéo das células pela técnica do Shift PAS; AB — Coloracao das células pela técnica do
Alcean Blue pH 2,5;

* Indica diferenca (P<0,05, Dunnett) entre cada nivel de rafinose e a dieta MFS.

Na porcéao final do jejuno, houve aumento linear para a altura dos vilos
(y=0,19x + 1,614; R? = 0,22) e para a relagédo entre a altura dos vilos/profundidade
das criptas (y=35,531x + 411,370; R2 = 0,20), a medida em que os teores de rafinose
nas dietas aumentaram. Houve efeito quadratico (y=1,578x> — 3,943x + 7,310; R2 =
0,35) para o numero de células caliciformes AB, sendo o menor (P<0,05) valor
estimado para o nivel de 1,25% de rafinose purificada. Notou-se maior (P<0,05)
altura dos vilos e maior AV/PC para os animais alimentados com a dieta MFS em

relacdo aos que receberam a dieta sem inclusdo de rafinose. Ainda no mesmo
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segmento, verificou-se menor (P<0,05) numero de células caliciformes AB no jejuno
dos animais alimentados com a dieta MFS em relacdo aos que receberam aquela
sem inclusdo de rafinose. A profundidade das criptas, o namero de células
caliciformes coradas pela técnica do PAS e a densidade dos vilos ndo foram

influenciados (P>0,05) pelas dietas também na porcéo final do jejuno.

N&o houve efeito (P>0,05) dos niveis de rafinose sobre o pH do contetdo do
intestino delgado (Tabela 8). A dieta MFS causou aumento (P<0,05) do pH no
conteudo do intestino delgado dos leitdes quando comparada aquela com incluséo
de 0,75% de rafinose. No conteudo do ceco, observou-se menor (P<0,05) pH nos
animais alimentados com a dieta contendo 2,25% de rafinose em relagdo aos que

receberam a dieta MFS.

Tabela 8 — pH e contagem de bactérias laticas e E. coli (log ufc/g) no contetdo
intestinal de leitdes aos 35 dias de idade.

Rafinose, % MES cVe Contraste”
0 0,75 150 2,25 P Efeito

Intestino delgado

pH 6,37 583 6,39 6,33 6,46 6,90 ns -

Bactérias laticas 7,79 8,04 7,88 8,04 8,26 548 ns -

E. coli 6,61 542 459 6,25 4,24 21,05 0,031 quadratico
Ceco

pH 6,14 594 6,02 589 6,19 1467 ns -

Bactérias laticas 8,78 9,05 884 925 937 420 ns -

E. coli 6,15 489 348 497 484 21,84 0,025 quadratico

% Coeficiente de variagao;
® Contrastes polinomiais para os niveis de rafinose;
* Indica diferenca (P<0,05, Dunnett) entre cada nivel de rafinose e a dieta MFS.

A incluséo de rafinose nao influenciou (P>0,05) as contagens de bactérias
laticas nos contetdos do intestino delgado e do ceco dos animais (Tabela 8). Quanto
aos niveis de rafinose, esses néo afetaram (P>0,05) o nimero de bactérias laticas
no intestino delgado e no ceco. Porém, houve efeito quadratico para o nimero de
ufc/g de E. coli no intestino delgado (y=1,266x? — 3,104x + 6,720; R2 = 0,20) e no
ceco (y=1,220x* — 3,406x + 630; R2 = 0,31), sendo os menores (P<0,05) valores
estimados para os niveis de 1,23 e 1,40% de rafinose, respectivamente. O niumero

de ufc/g E. coli foi menor (P<0,05) no intestino delgado dos animais que consumiram
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a dieta MFS em relacdo aos que receberam as dietas com inclusdes de 0 e 2,25%
de rafinose. No ceco ndo observou-se efeito (P>0,05) sobre esta variavel. Também
no ceco dos leitdes que consumiram a dieta MFS, verificou-se maior (P<0,05)
guantidade de bactérias laticas em relagdo aos alimentados com as dietas contendo

0 e 1,50% de rafinose.

4. Discussao

Os resultados desse estudo indicaram que a rafinose purificada ndo causa
prejuizo ao desempenho de leitdes. Ao contrario, estimou-se que a inclusdo de
1,16% proporcionou o melhor consumo diario de racdo e a inclusdo de até 2,25%
melhorou a conversédo alimentar dos 21 aos 49 dias de idade. Esses achados
discordaram dos verificados por Liying et al. (2003) e Pan et al., (2002), que
observaram menor ganho de peso de leitbes recém-desmamados alimentados com
dietas contendo 1 e 2% de estaquiose purificada. Essas diferencas quanto ao
desempenho dos leitdes ndo séo esperadas, no entanto, de acordo com Mussatto e
Mancilha, (2007), a facilidade com que os Gos sédo degradados, depende de fatores
como o grau de polimeragdo, do efeito sinérgico entre bactérias e substratos, além
das ligacdes glicosidicas e o grau de ramificacdo. Dessa forma, pode-se especular
gue a rafinose, por possuir uma molécula de galactose a menos em relacdo a
estaquiose, possa ser mais facilmente degradada e por isso, ter seus efeitos menos

prejudiciais ou até mesmo benéficos.

Um achado interessante foi que o0 desempenho dos animais que
consumiram a dieta sem a inclusdo de rafinose foi pior em relacdo aos que
consumiram dietas com maiores teores de Gos. Possivelmente a incluséo de 2,25%
de caulim como matéria inerte possa ter suprimido o consumo dos animais, uma vez
gue essa dieta ficou com aspecto pulverulento. O ganho de peso dos leitbes
alimentados com a dieta MFS foi superior em 13% em relac&o aos que receberam a

dieta sem inclusao de rafinose.

Alguns estudos, no intuido de provar que melhores indices zootécnicos de

aves e suinos seriam alcancados pela remocéo dos Gos, falharam. Nos trabalhos de
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Angel et al. (1988), Ruiz et al. (2008) e Veldman et al. (1993), as dietas foram
suplementadas com a enzima a-galactosidase, porém nao observou-se beneficios
da técnica. Esses resultados levaram o0s autores a correlacionarem outros
componentes, que ndo os Gos, aos baixos indices de desempenho e utilizacdo dos
nutrientes. Observou-se, nesse estudo, que mesmo a dieta MFS, que continha 1,55,
2,03 e 2,01% de Gos, proporcionou consumo diario de racdo e ganho de peso
satisfatérios para o periodo total do experimento, quando comparados as demais

dietas.

Embora a grande parte dos trabalhos sobre a rafinose correlacione a
ingestdo desse oligossacarideo com incidéncia de diarreia, essa variavel ndo foi
afetada nesse estudo. A adicdo de até 2% de estaquiose purificada também néo
influenciou essa variavel no trabalho de Liying et al. (2003). Shoaf et al. (2006),
verificaram que a rafinose causou diminuicdo da aderéncia de Escherichia coli as
células do epitélio intestinal, sendo essa bactéria, uma das principais causas de
diarreia em leitdbes. Embora os teores de Gos da dieta MFS tenham sido
aproximadamente trés vezes maiores em relacdo a dieta sem inclusao de rafinose,
nao observou-se diferenca entre os tratamentos. Dessa maneira, percebe-se que os
teores de Gos encontrados normalmente em dietas formuladas a base de milho e
farelo de soja, ndo sdo responsaveis por causar diarreia em leitdes. De qualquer
maneira, 0 numero de ocorréncias do escore 4 (diarreia) foi muito menor em relacéo
aos demais escores em todos os animais do experimento. O baixo numero de
ocorréncias desse escore aumentou a variabilidade dos dados, o que contribuiu para
gue o0 método estatistico ndo identificasse diferencas significativas. Isso
possivelmente deve-se ao vazio sanitario, de trés meses, realizado nas instalacdes
anteriormente ao inicio do ensaio, bem como a 6tima condi¢&do sanitaria dos animais

utilizados.

A acdo da rafinose sobre a morfologia intestinal de leitdes foi mais
pronunciada sobre a porcao final do jejuno em relacao a inicial, na qual somente o
nuamero de células caliciformes AB foi influenciado pelas dietas. Na porgéo final,
além das células caliciformes AB, a altura dos vilos e a relacéo entre a altura dos
vilos e profundidade das criptas também foram afetados. E esperado, de fato, que os

efeitos dos Gos, sejam mais pronunciados no final do jejuno, visto que, esses
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carboidratos séo passiveis de degradacdo pelos microrganismos que habitam o
intestino delgado e a populacdo microbiana, cresce a medida em que se aproxima

do ceco.

Verificou-se que a incluséo de rafinose provocou aumento linear da altura
dos vilos, bem como da relacédo altura dos vilos e profundidade das criptas. Os
trabalhos que avaliaram a influéncia da rafinose sobre a morfologia intestinal sé&o
escassos. Juskiewicz et al. (2009), verificaram que os Gos produzem efeitos
diferentes sobre a morfologia intestinal de perus de acordo com a idade dos animais.
Na quarta semana de vida dos animais, a dieta com 2,70% de Gos provocou
aumento da profundidade das criptas e menor relacdo entre altura de vilos e
profundidade das criptas em comparacao a dieta contendo 0,23% de Gos. Ja, na
oitava semana, os resultados foram os inversos dos verificados na quarta semana.
No presente estudo, a diferenca observada entre a dieta sem a inclusao de rafinose
e a dieta MFS, pode estar relacionada com o consumo diario de ragéo (209 vs 224
gramas, respectivamente), uma vez que 0 menor consumo de racdo possui relacao

direta com menores alturas de vilos (Pluske, 2001).

As células caliciformes AB sdo produtoras de mucinas acidas, e sua acéo
esta relacionada a acidificagdo do muco que recobre o epitélio intestinal, impedindo
gue microrganismos patogénicos, como a E. Coli, se liguem a mucosa. Nesse
estudo, foi estimado menor numero de células caliciformes AB para o teor de 1,25%
de rafinose. Isso pode estar relacionado aos efeitos previamente estabelecidos pelos
Gos, sobre a acidificacdo do conteudo intestinal, com consequente inibicdo do
crescimento de microrganismos patogénicos, portanto, ndo haveria a necessidade
da mucosa intestinal produzir mucinas éacidas para prevenir a colonizacdo do
intestino por bactérias patogénicas. Devido a propriedade dos Gos em aumentar a
velocidade de passagem da digesta pelo trato digestorio, pode néo ter ocorrido uma
fermentacdo desejavel para os maiores teores desse carboidrato. O mesmo
raciocinio vale para a dieta MFS, que embora, com teor de Gos de 1,55%,
proporcionou nuimero de células caliciformes AB maior em relagdo a dieta com
inclusédo de 1,50% de rafinose, pois lji e Tivey, (1998) relataram que Gos purificados
e adicionados a dietas sdo mais facilmente fermentados que os presentes na matriz

dos ingredientes. Essa hipdtese pode ser reforcada pelo fato desse efeito ter
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ocorrido na porcéo inicial do intestino delgado, onde a degradacdo desses

compostos pelos microrganismos é menor.

Embora esperava-se um efeito mais pronunciado da rafinose sobre a
populacdo de bactérias laticas, como descrito anteriormente por Smiricky-Tjardes et
al. (2003), foi sobre a contagem de E. coli que foram observados os efeitos mais
expressivos. Nesse estudo evidenciou-se que a rafinose possui caracteristicas
prebidticas, uma vez que as menores quantidades de E. coli contabilizadas no
intestino delgado e no ceco foram estimadas para as inclusées de 1,23 e 1,40%,
respectivamente. Autores como Liying et al. (2003) e Smiricky-Tjardes et al. (2003),
verificaram que a adi¢do de Gos as dietas de leitBes estimularam o crescimento de
bactérias benéficas no trato digestério de leitdes. Curiosamente, Liying et al. (2003),
observaram gue a inclusdo de 1% de estaquiose, produziu efeitos melhores sobre a
microbiologia intestinal em relacéo a adicdo de 2% desse carboidrato. Nesse estudo,
a incluséo de 2,25% também néo acarretou em melhores resultados. Embora ndo se
tenha uma explicacdo muito plausivel para esse fato, pode-se inferir que dietas com
baixos teores de Gos ndo exercem efeito prebibtico, por ndo terem substrato para o
desenvolvimento de bactérias benéficas, enquanto dietas com teores elevados
desses compostos acabam por diminuir em demasia a taxa de passagem da digesta
e por isso, comprometem a fermentacdo dos Gos pelos microrganismos. Porém,

estudos precisam ser realizados para validar essa hipotese.

Outro achado que merece destaque, € que 0s animais alimentados com a
dieta MFS, que continha 1,55% de Gos, tiveram a contagem de E. coli no intestino
delgado menor em relacao aos alimentados com a dieta sem inclusao de rafinose ou
com a inclusdo de 2,25%. Isso refor¢cou a ideia de que um teor minimo de Gos em
dietas de leitdes é benéfico. A dieta MFS também promoveu maior desenvolvimento
de bactérias laticas no ceco em relacdo aquelas sem inclusdo de rafinose ou com
1,50% do carboidrato. Esperava-se que a dieta com inclusdo de 1,50% de rafinose
promovesse desenvolvimento de bactérias laticas, de modo igual ou até mesmo

superior a dieta MFS, porém isso ndo se confirmou.
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5. Conclusao

A rafinose melhora o desempenho e nédo causa diarreia em leitdes recém-
desmamados. Adicionalmente, esse carboidrato exerce efeitos prebiodticos, uma vez
que melhoras quanto a microbiologia e morfologia intestinal dos leitdes pos-
desmame foram observadas. Leites alimentados com dietas formuladas com milho
e farelo de soja e que contém em torno de 1,50% de galacto-oligossacarideos tém
desempenho, incidéncia de diarreia, microbiologia e morfologia intestinal melhores,
em relagdo a leitbes alimentados com dietas contendo teores menores desses

carboidratos.
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