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RESUMO

Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos de uma mistura de mananoligossacarideos
(MOS) e frutoligossacarideos (FOS), na proporcdo de 1:1 adicionados a uma dieta
comercial para cdes, antes ou ap0s 0 processo de extrusdo, sobre os coeficientes de
digestibilidade aparente das dietas, energia metabolizavel, metabolismo do nitrogénio
(curva de uréia sérica pds-prandial, balango orgénico de nitrogénio, concentracao fecal
de amdnia e excrecdo de uréia urinaria) e parametros fermentativos fecais (pH fecal e
concentracdes de acidos graxos de cadeia curta). Foram utilizados 18 cées adultos da
raca Beagle, distribuidos ao acaso em trés tratamentos, sendo uma ragdo controle mais
duas dietas em que a mistura dos prebiéticos foram adicionados antes ou apds o
processo de extrusdo das ragOes. Ndo houve diferenca na digestibilidade, energia
metabolizavel, teor de amonia fecal e de &acidos graxos de cadeia curta (acético,
propibnico e butirico) entre as dietas controle e com adicdo dos prebidticos. Entretanto,
os cdes suplementados com prebidtico, antes ou apo6s a extrusdo, apresentaram menor
pH fecal (p<0,05) em relacdo & dieta controle e foi observado ainda reducdo na
concentracdo pos-prandial de uréia sérica (p<0,0001) nos animais que receberam
prebidticos, observados pelas areas abaixo da curva de uréia e do seu incremento. O
processo de extrusdo ndo afetou os efeitos bioldgicos destes prebidticos sobre os
parametros avaliados nos cdes. Possiveis mecanismos implicados no efeito dos
prebidticos sobre a reducdo nas concentragdes de uréia seérica sdo a diminuigcdo na
formacédo e absorcdo intestinal de aménia, favorecidas pela redugdo no pH intestinal.

Estes achados podem ser considerados no uso de prebidticos em nutricdo clinica.

Palavras-chaves: Amonia. Extrusdo. Prebioticos. Saude intestinal.Uréia sérica.



ABSTRAT

The goals of this study were to evaluate the effects of a Mannanoligosaccharide (MOS)
and a Frutoligosaccharide (FOS) mixture in a 1:1 ratio added to a commercial diet for
dogs before or after the extrusion process on the apparent digestibility coefficient of the
diet sand on the metabolizable energy, nitrogen metabolism (postprandial blood urea
curve, organic nitrogen balance, fecal concentration of ammonia and excretion of
urinary urea) and fecal fermentation parameters (fecal pH and concentrations of short
chain fatty acids). 18 adult Beagle dogs were used and randomly distributed into three
treatments, being a control diet plus two diet sin which the mixture of prebiotic swere
added before or after the extrusion of the ration. There was no difference in
digestibility, metabolizable energy, fecal ammonia content and short-chain fatty acids
(acetic, propionic and butyric) between the control diet and the ones with the addition of
prebiotics. However, the dogs supplemented with prebiotics before or after extrusion,
had a lower fecal pH (p<0,05) compared to those in the control diet and a reduction in
the post prandial blood urea concentration (p<0,0001) was also observed in the animals
receiving prebiotics, observed by the areas below the curve of urea and it sincrement.
The extrusion process did not affect the biological effects of prebiotics on the
parameters evaluated in dogs. The possible mechanisms involved in the effect of
prebiotics on the reduction in the concentrations of blood urea are the reduction in the
formation and intestinal absorption of ammonia, favored by the reduction of intestinal

pH. These findings can be considered in the use of prebiotics in clinical nutrition.

Keywords: Ammonia. Extrusion. Prebiotics. Intestinal health. Blood urea.



|- INTRODUCAO GERAL

A relacdo entre cdes e humanos tem se tornado mais proxima, especialmente nas
ultimas décadas, onde a funcdo de companhia destes animais aos seres humanos tem
ganhado destaque. Esta proximidade tem exigido a ampliacdo do conhecimento em
sanidade, manejo e nutricdo destes animais favorecendo maior longevidade. Entretanto,
com o0 aumento da expectativa de vida, a interface nutricdo/doenca tem ganhado mais
importancia. Hoje, os alimentos ndo sdo apenas vistos como veiculo de nutrientes
essenciais para atender as exigéncias nutricionais para o crescimento e manutencao, mas
como contribuintes para a prevencdo de doencas e melhoria na qualidade de vida
(CUTRIGNELLLI, 2011).

Nesse contexto, além do conhecimento sobre exigéncias nutricionais basicas,
merecem destaque, os alimentos funcionais e os nutracéuticos, sendo este ultimo
definido, segundo a Sociedade Brasileira de Alimentos Funcionais (SBAF), como
“suplementos dietéticos que apresentam uma forma concentrada de um possivel agente
bioativo de um alimento e, usado para melhorar a salde, em dosagens excedentes
daquelas que poderiam ser obtidas do alimento normal”. Desta forma, o uso dos
prebioticos, devido aos beneficios verificados ao sistema imunologico e a saude
intestinal de uma maneira geral, tem ganhado interesse nas pesquisas.

Por definicdo, prebiotico € um ingrediente alimentar ndo digestivel por enzimas e
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de determinadas bactérias
benéficas no colon, promovendo a satude do hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID,
1995).



Os principais prebioticos estudados sdo as frutanas semelhantes a inulina
(oligofrutose, frutoligossacarideos e inulina), galactanas (galactoligossacarideos e trans-
galactoligossacrideos) e as mananas (mananoligossacarideos extraidos da parede celular
de leveduras Saccharomyces cerevisae). Na nutri¢cdo animal, os estudos com frutanas e
mananas sdo mais comuns e,consequentemente, estas substancias sdo mais amplamente
empregadas pela industria, embora para a comprovacgdo de seus efeitos benéficos, ainda
sejam necessarias mais pesquisas, uma vez que os resultados das pesquisas ainda sdo
controversos.

As frutanas sdo polimeros de frutose, podendo ser naturais, derivados de plantas
(inulina) ou sintéticos, resultante da polimerizacdo da frutose (GIBSON e
ROBERFROID, 1995).As mananas ou mananoligossacarideos (MOS) sao
oligossacarideos derivados das paredes de leveduras, amplamente empregadas nos
processos fermentativos industriais.A parede celular da levedura é formada por glucanas
e por mananas, em proporc¢des similares, além de proteinas.

No colon os MOS sdo moderadamente fermentados por Lactobacillus spp.
eBifidobacterium spp. (VICKERS et al., 2001). No entanto, parece que o principal
mecanismo de acdo dos MOS ocorre por ligagdo direta em sitios especificos dos
microrganismos patogénicos, impedindo sua colonizagéointestinal (SPRING et al.,
2000). Por outro lado, os FOS sdo altamente fermentaveis por bactérias lacticas no
intestino,enquanto  microrganismos gram-negativos, como Salmonella spp. eE.
colisdoincapazes de fermenta-los. As bifidobactérias presentes no intestino grosso
secretam a [-frutosidase (enzima que seria responsavel pela hidrdlise dos FOS),
responsavel pela liberacdo dos mondmeros de frutose. Estes monossacarideos sao
fermentados e, com isto, o pH intestinal é reduzido, inibindo as bactérias putrefativas.
Como resultado desta acdo, também é mantida baixa a concentracdo intestinal de
bacteridides, clostridio ou coliformes, contribuindo, assim,na prevencdo dedoengas
intestinais (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

A amoénia € produzida no intestino grosso como resultado da fermentagéo
bacteriana da uréia enddgena (reciclagem de uréia no organismo) e de aminoacidos nao
digeridos e pode ser absorvida quase na sua totalidade por mecanismo de transporte
passivo no intestino grosso. Sua metabolizacdo ocorre no figado, podendo ser
rapidamente transformada em uréia ou glutamina e, entdo, eliminada na urina (WRONG
e VINCE, 1984). A ambnia € um composto indesejavel ao organismo, uma vez que

eleva o pH intestinal e apresenta toxidade em altas concentraces, embora por outro



lado também seja capaz de fornecer nitrogénio para a sintese enddgena de aminoacidos.
Sabe-se que a manutencdo do pH intestinal levemente &cido reduz a atividade de
desaminases intestinais e bactérias produtoras de urease, culminando com a reducéo na
producdo de amonia intestinal (VINCE e BURRIDGE, 1980). Devido a estreita relacdo
entre o pH intestinal, producdo de amoénia e concentracdo sanguinea de uréia, 0s
prebidticos podem modificar o metabolismo do nitrogénio no organismo.

Os prebidticos sdo comumente empregados pela industria nos alimentos,
anteriormente ao processo de extrusdo. No entanto, 0 processamento térmico pelo qual
os alimentos extrusados passam é muito agressivo para algumas moléculas, ocasionando
perdas de alguns nutrientes e complexacdo de moléculas. Por este motivo, é importante
se conhecer a resisténcia de aditivos e nutrientes ao processo de extrusdo antes de
adiciona-los no alimento. Pouco se conhece sobre a tolerdncia do FOS e MOS as
condigdes de temperatura, pressdo e umidade aos quais séo submetidos os alimentos
extrusados.

Considerando este potencial efeito benéfico das frutanas e das mananas na saude
intestinal e que ambas apresentam mecanismos de acdo complementares no trato
digestorio, o presente estudo teve por objetivos verificar a hiptese de que a associa¢cdo
destes dois prebidticos em dietas para cdes apresentara efeitos benéficos sobre o
metabolismo do nitrogénio dos animais e parametros fermentativos fecais. Outra
hipbtese relacionada ao processamento da dieta sera comparar os efeitos da associacdo
destes prebioticos adicionados antes ou depois do processo de extrusdo, com a hipotese
de que a extrusdo ndo afetara os efeitos destes prebiodticos sobre os parametros avaliados

nos caes.

1. Processos fisioldgicos no intestino grosso dos caes

As principais funcgdes do intestino grosso nos cées incluem a absorcdo de agua e
eletrolitos.Além disso, serve como um ambiente para fermentagdo microbiana dos
nutrientes que escaparam da digestdo enzimética e absor¢do no intestino delgado.
Diferentemente do intestino delgado, o intestino grosso néo apresenta vilosidades o que
Ihe confere uma menor capacidade absortiva e, mesmo sendo capaz de absorver

eficientemente agua e eletrélitos, ndo possui mecanismos de transporte ativo.



Juntamente com um grande volume de &gua, o sodio € absorvido no organismo pelo
intestino grosso (CASE et al., 1998).

O intestino grosso dos cées € relativamente curto e simples. Caes em que 0 corpo
mede 0,75 m de comprimento apresentam intestino com aproximadamente, 4,5 m de
comprimento, sendo a maior propor¢do, o intestino delgado medindo 3,9 m (&rea da
superficie interna do jejuno com 54 cm? e ileo 38 cm?) e aproximadamente 0,6 m de
intestino grosso. Composto pelo ceco, cdlon e reto, o colon corresponde a maior fracao
do intestino grosso sendo constituido por trés secbes: colon ascendente, transverso e
descendente. A mucosa possui uma superficie lisa, sem vilosidades, sendo constituida
pelas criptas de Lieberkuhn, as quais sdocompostas por células mucosas e células
epiteliais (NRC, 2006).

O muco produzido no intestino grosso protege a superficie mucosa de lesdes,
ocasionadas, pelo contato abrasivo com residuos alimentares e até mesmo corpos
estranhos, além deproporcionar o meioaderente para a formacao do bolo fecal. O muco
protegeainda a parede intestinal da invasdo deum grande ndmero de bactérias
potencialmente patogénicas existentes no Iimen do intestino grosso(GUYTON 1996).

A reabsorcdo de agua e eletrélitos ocorre, primariamente, no célon ascendente
etransverso. Apds a reabsorcdo, os residuos fecais sdo movidos por movimentos
peristalticos até o reto, onde o bolo fecal sera armazenado antes da defecacdo. Otempo
de residéncia das fezes no intestino de cdes é de aproximadamente 12 horas(SIMPSON,
1998)e também apresenta influéncia direta sobre a fermentagdo intestinal.

MEYER eSCHUNEMANN (1989) relataram que apenas 8% da digestdo total do
alimento ocorrem no intestino grosso dos cdes, embora essa percentagem seja variavel
de acordo com a composicdo e caracteristicas fisicas do alimento. Os autores avaliaram
25 dietas para caes fistulados no ileoterminal, e verificaram que em dietas altamente
digestiveis, a digestdo no intestinogrosso correspondia de 1 a 4% da digestibilidade
total, enquanto dietas contendo batata crua e lactato, a digestibilidade no intestino
grossocorrespondia de 12 a 24% do total. Isto esta relacionado a chegada de uma maior
quantidade de compostos no intestino grosso, nao digeridos pelas enzimas enddgenas no
intestino delgado, como as fibras, tornando-se substratos fermentativos para a
microbiota do célon. Devido as ligacbes do tipo B presentes nas fibras, estas Sao
resistentes ahidrolisepor enzimas digestivaspresentes nas membranas dos enterdcitos (o-
glicosidase, maltase, isomaltase, sacarase) que sdo especificospara ligagdes do tipo a.

Uma vez que ahidrdliseé limitada, os produtos ndo digeridospassamatraves da



partesuperior do tratogastrointestinalpara o célon, local em que serdo digeridos apenas
por enzimas bacterianas, caracterizando o processo fermentativo (KAUR e GUPTA,
2002).

Os microbiossdo as menoresformasde vidae caracterizando uma populacéo
altamentedensae diversificada.Da mesma forma,o0 corpo humano eanimal,incluindoo
tratogastrointestinal(TGl), boca, peleetrato urogenitalabrigamcomunidades
microbianascomplexas(KIL & SWANSON, 2011). Logo apds 0 nascimento, as
superficies e mucosas dos animais, que, em condi¢fes fetais, sdo estéreis, rapidamente
sofrem colonizagdo por diversos microrganismos. Destes, alguns s&o considerados
benéficos e outros potencialmente patogénicos. A microbiota intestinalbenéfica auxilia
na digestdo e absorcdo de nutrientes, produz vitaminas que serdoutilizadas pelo
hospedeiro e diminui, por exclusdo competitiva, a proliferacdo de agentes patogénicos
(GIBSON, 1999). Ja& a microbiota nociva pode causar inflamacfes na mucosa intestinal,
gerar metabolitos toxicos e causar distrbios sistémicos no hospedeiro, quando em
contato com a corrente sanguinea.A regidoprimaria decolonizacdo microbiana em
humanos e animais € o trato gastrointestinal. Estima-se que o intestino contenha,
aproximadamente, 10'° a 10* unidades formadoras de col6nias de microrganismos
(bactérias, fungos, protozoarios e virus) compostas de 500 a 1.000 espécies diferentes,
cerca de 10 vezes mais do que o numero de células que compdem o corpo do
hospedeiro. (SUCHODOLSKI, 2011).0 ndmero de bactéria totais no intestino
delgadode cées e gatos aumenta, gradualmente, a partir do duodeno e jejuno de 10°-10°
unidades formadoras de coldnia por grama (UFC. gPpara a extremidadedo
fleo(10’"UFC.g™V. Fatores tais como pH, peristaltismo, nutrientes disponiveis, potencial
de oxidacdo-reducdo dentro do tecido, idade do hospedeiro, saide do hospedeiro,
aderéncia de bactérias, bactérias de cooperacdo, secrecdes de mucina contendo
imunoglobulinas, bactérias antagonistas, e tempo de transito influenciam os nimeros e
diversidade das bactérias presentes nas diferentes regides do TGl (ROBERFROID et al.,
2008).

Eubacterium, Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium, Bifidobacterium
eLactobacillussdo as bactériasanaerobias mais comuns, enquantoStreptococcus,
Staphylococcus, Pasteurella, Escherichia e Enterobactersdo os mais comunsaerobios e
anaerdbios facultativos em cédes e gatos.Onumero debactériasaerdbiase anaerdbias
facultativasésemelhante ao debactérias anaerdbiasno jejunode cdes. No intestino

delgadode caese gatos,Clostridiumperfringens, Clostridium



difficile,Klebsiellapneumoniae,Campylobacterjejuni,Salmonella typhimurium, entérico
Helicobacterspp.,  Yersinia  enterocoliticaeEscherichiacoliforam  identificados
comopotenciais patdgenosbacteriano para as espécies (BUDDINGTON, 2003). Quando
estas bactériaspatogénicas aderem a superficie epitelial do intestino, invadem as
camadas de mucosa ou produzem enterotoxinas ou ambos, 0 que muitas vezes resulta
em doencas inflamatdrias intestinais e diarréia (KIL & SWANSON, 2011).

A contagem total de bactérias modifica-se ao longo do TGI e varia também entre
o limem intestinal e a mucosa. A cavidade oral é considerada a maior fonte de bactérias
colonizadoras do TGI. O nimero de bactérias na boca de cées saudaveis é de 10’
unidades formadoras de col6nia por grama (UFC/g) de secrecgéo residual, composto por
uma diversa populacdo de bactérias aerdbias e anaerdbias. Ascolénias de bactéria no
estdmago variam entre 10* e10°UFC /g de secrecéo residual.

Na Tabela 1, sdo mostrados os principais grupos bacterianos presentes no
intestino delgado e grosso de cées.

Tabela 1-Principais grupos de bactérias no intestino dos cées

Local Grupo de bactéria Contagem log. UFC/g

Intestino delgado
Espirilos 3.0a6.8
Bacterioides 0a55
Lactobacillus SP. 1.0a5.4
Streptococcus spp 3.0a5.2
Escherichia coli 2.3a5.0
Clostridium perfringens 1.0a25

Intestino grosso
Bacterioides 7.3a10.2
Bifidobacterium spp. 8.0a10.0
C. perfringens 55a8.0
Clostridium spp. 7.3a9.5
E. coli 6.4a8.6
Lactobacillus spp. 55a9.0
Prevotella 7.0a8.5
Ruminococcus 7.0a8.0
Staphylococcus spp. 5.2a5.3
Streptococcus spp. 8.8a9.1

Adaptado de SUCHODOLSKI (2011).



Osmicrorganismos do célonttm ampla oportunidade dedegradaros
substratosdisponiveis. A grande maioria das bactérias no colon sdo anaerébios estritos e,
portanto, produzem energia a partir da fermentacdo.Os principais substratospara o
crescimento bacterianosdoos carboidratos ndo-digeriveis, chamados de fibra
dietética,que escapam da hidrolisee absorgdo no intestino delgado.Carboidratos néo-
digeriveiscompreendem  amido e  dextrinasresistentes,polissacarideos  ndo-
amilaceos,oligossacarideosndo  digestiveis(frutanas  semelhantes a  inulina,
galactoligossacarideos,  lactulose, isomaltoligossacarideos,  xiloligossacarideos,
frutoligossacarideos, mananoligossacarideos, rafinose eestaquiose), bem como
por¢desndo digeridasdedissacarideos(lactose)e alcoois  de acucar(lactitol,
sorbitoleisomalte) (BOUHNIK et al., 1997; CUMMINGS & MACFARLANE 1991;
NRC, 2006).

A fermentacéo da fibra dietética pelas bactérias anaerdbias, resulta na producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Os AGCC sdo compostos que possuem entre 1 a
7 atomos de carbono e os principais sdo: acido acético (C,), acido propidnico (Cs3) e
acidobutirico (Cy4), 0s quais sdo responsaveis por 90 a 95% do total dos AGCC no colon
(DASS et al,. 2007).Sdo rapidamente absorvidosa partir do colone sdogeralmente
consideradosbenéficos para o hospedeiro (WINDEY et al., 2012). Outros metabdlitos
incluem piruvato, lactato, etanol, succinato, bem como os gases hidrogénio (H,),
diéxido de carbono ( CO;), metano (CH,4) e acido sulfidrico(H,S) (LIN e VISEK.,
1991). Além disto, as bactérias sdo capazes de obter energia para seu crescimento e
funcdo celular (GIBSON et al., 1996). Dados de pesquisa devarias populagdesmostram
queos AGCCfecaisseguem a seguinte ordem: (acetato> propionato > butirato).Outros
acidos organicos(por exemplo,lactatoousuccinato  decadeia curtaoude cadeia
ramificadageradoa partir de aminoacidos) sdo encontrados em menores quantidades
(CAMPBELL, 1997a).

A producdo dos AGCC, como resultado da fermentacdode nutrientes ede
secrecdoendogena, estimula a absorgdo dedgua eeletrolitos, portanto, éenvolvida coma
funcdoosmorregulatériado intestino. Além disto, a absor¢do dos AGCC aumenta a taxa
de absorcéo de sodio, e esta combinacdo da absor¢do dos AGCC e sddio no intestino
grosso aumenta a absorcdo de dgua (NRC, 2006).0s AGCC acidificam o pH do lumen
suprimindo o crescimento de agentes patdgenos e também influenciam na motilidade
intestinal (DASS et al,. 2007) (Figura 1).
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Figura 1- Mecanismo propostopela fermentagdoseletivade prebiodticosesubsequente producéo
deacidosgraxos de cadeia curta, resultando em prevengdo a colonizagdo de microrganismos
patogénicos,aumento daabsorcdo de mineraisna dietae menor risco decancer de
c6lon.CRITTENDENEet al.,(2006). SCFA= Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC).

O acetato émetabolizado principalmenteno musculo,rim, coracdo ecérebro, e o
propionato metabolizado pelo figado,sendo umpossivel substratogliconeogénicoe
podecontribuir para ainibicdo da sintese decolesterol. Por outro lado, o butirato é
amplamente metabolizado pelo epitélio do célon, o qual serve como principal fonte de
energia destas células , bem como um regulador do crescimento e diferenciagdo celular
(CUMMINGS, 1997) e regulador dos processos imunologicos (PATURI et al.,
2012).Funcdes adicionais ao butirato,incluem, a inibicdoda carcinogéneseeinflamacgéo
no colon, assim como, na reducdodo estresse oxidativo, reforcando a barreira de defesa
do colon. A maior parte dobutiratoabsorvidoé metabolizadopeloepitélio do célon, o que
resulta em concentracdes baixasde butiratono sangue portal (HAMER et al., 2008).

Os metabolitosderivados dafermentacdo microbiana, tais como osacidos

orgénicose secrecdesendogenasafetamopHno intestino grosso,que resulta emuma



mudanca paraum pH &cidoe, assim,inibindoo crescimento debactérias patogénicas
(PATURI, 2012).

Outrogrupo  desubstancias fermentadas no intestino grosso, as quais
contribuempara o desenvolvimento dasbactérias,sdo as proteinas, peptideos e
aminoacidos, sendo as principaisespéciesproteoliticas pertencentes aos Bacteriodes e
Clostridium(ROBERFROID, 2007). As proteinas que chegam ou sdo produzidas no
colon, sdo fermentadas a acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR) tais como
isobutirato,isovaleratoe uma série decompostos nitrogenadosesulfurados.Ao contrario
dos produtosda fermentacdode carboidratosque sdo reconhecidoscomobenéficos para a
salde, alguns dos produtos finais dometabolismo de aminoécidospodem ser téxicos
parao hospedeiro,como,amonia,aminas e compostosfenélicos (MACFARLANE &
MACFARLAN 1995). Consequentemente, o excesso de fermentacdode proteinas,
especialmente no colondistal de humanos e ratos,temsido associadacomestados de
doenga, tais como céancer do colonesindrome do intestino irritdvel,queinicia
geralmentena regidodistal do intestino grossoantes de afetaras areas mais proximais.
(ROBERFROID, 2008).

A degradagdo  deproteinas  nocoloncomeca coma  hidrdlise  das
proteinasapeptideosmenorese aminoacidospelasproteasese peptidases bacterianasque
sdo mais ativasem pHneutro paraalcalino.No colonproximal, o pH é maisacidodevido a
a producdo de AGCC a partir da fermentacdo de carboidratos.Apds aprogressao paraa
partedistal doc6lon,ocorre diminuicdo dos carboidratos,0 pHaumentaea fermentacao das
proteinatorna-se maiseficiente.Emboraos AGCC sejam os produtos finaisprincipais da
fermentacdo  doscarboidratos, eles  também  sdo produzidosa  partir
demuitosaminoéacidospor desaminacdoredutora ( BLACHIER et al., 2007).

Ao contrario dos AGCC, os AGCR sdo exclusivos da fermentacdo de
amino&cidos de cadeia ramificada. Isobutirato,isovalerato de2-
metilbutiratosdoproduzidosa partir da fermentacaodevalina, leucina
eisoleucina,respectivamente  (SMITH & MACFARLANE, 1997).A degradagéo
bacteriana de aminoacidos aromaticos no célon resultam na producdo de compostos
fendlicose indolicos (inddl, 3-metilindol, 2-metilindol, 2,3-metilindol e 2,5-metilindol).
Ja os produtos da degradacdo da tirosina incluem:4-hidroxifenilpiruvato, 4-
hidroxifenilactato, 4-hidroxifenilpropionato e 4-hidroxifenilacetato,noem comofenol,p-
cresole 4-etilfenol. O metabolismo bacteriano da fenilalanina conduz a derivados

semelhantes, tais como, fenilpiruvato, fenilactato, fenilacetato e fenilpropionato. Ja a
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degradacdo dotriptofano gera indol, 3-metilindol (escatol), 3-metilindol e 2,5-
metilindol(HUGHES et al., 2000).

A fermentacdo de aminoacidos sulfurados, tais como metionina, cisteina, cistina e
taurina, por bactérias sulfato-redutoras,resultam na producdo de sulfeto de hidrogénio, o
qual é considerado um composto tdxico (LEWIS, 2007).

Ainda, as espécies de bactérias proteoliticas, que incluem os géneros Clostridium,
Enterobacteriaceae e algumas espécies de Eubacteriumtambém produzem aminas
biogénicas, amonia, fendis, entre outros (TESHIMA, 2003).A aménia é produzida pelas
bactérias por meio da desaminacdo dos aminoacidos e através da hidrélise da uréia
produzida endogenamente, sendo esta Ultima catalisada pela atividade da urease
bacteriana(BLACHIER et al., 2007). Devido a degradacdobacteriana ereciclagem de
nitrogénioendogeno, oepitélio do colonesta constantementeexposto aamonia a qualpode
alterar o metabolismointermediarioea morfologiadas células epiteliais intestinais,
aumentar a sintese deDNAede afetarsuavida Util,enquanto queelevadasconcentracoes
dessemetabolitos no limem do colon resultam em efeitos adversos sobre a salde
intestinal (SMITH & MACFARLANE, 2006; HUSSEIN, 1999).

Até 3,5 a 4,0 g de amdnia sdo liberadas diariamente no intestino (VISEK, 1978),
resultando emconcentra¢fes luminais em humanos de até 60 mmol/kg decontetdo
luminal (MACFARLANE & CUMMINGS, 1986). Grandes quantidades de amonia séo
formadas pelo processo de desaminacdo, sendo que quantidades adicionais sao
continuamente formadas no intestino pelas bactérias e, a seguir, absorvidas para a
corrente sanguinea.A desaminagdo dos aminoacidos € necesséria para que eles
possamser utilizados na producdo de energia ou para que possam ser convertidosem
carboidratos ou gorduras. Pode ocorrer certo grau de desaminacdoem outros tecidos do
organismo, sobretudo nos rins (GUYTON, 2006). A amonia liberada durante a
desaminacgdoé quase totalmente removida do sangue por sua conversdo emuréia; duas
moléculas de amonia e uma molécula de dioxido de carbonocombinam-se de acordo

com a seguinte reagéo:

2 NH3z + CO,— NH, —C—NH, + H,0
l
(0]
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Estenitrogéniondo € utilizadopara a sintese deproteina, massim, excretado
ouutilizado pelas bactérias para o seu préprio metabolismo.Ap6s sua formacdo, a uréia
se difunde das células hepaticas para osliquidos corporais, sendo excretada na urina pelo
rim (GUYTON e HALL, 1996).Poucos estudos em cées tém verificado os efeitos da
fermentacdo intestinal sobre o metabolismo do nitrogénio e aproximadamente 99% da
amonia produzida no intestino pelos processos de fermentacdo é absorvida e
direcionada ao figado para a sintese de aminoacidos ou de uréia.

Na Tabela 2, pode-se verificar a relacdo entre as populacdes bacterianas e 0s

produtos resultantes da fermentacao de nutrientes por estas bactérias.



Tabela 2 -Fungdes damicrobiota intestinalno tratogastrointestinal normal
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Atividade microbiana

Produtos

Representantes

Descarboxilagdo e deaminacdo de
aminoacidos

Desconjugacao e desidroxilagdo dos acidos
biliares

Sintese de vitaminas

Fermentacdo de carboidratos
Fermentacdo de aminoacidos
Degradacdo do oxalato

Degradagéo de inulina e amido
Metabolismo do H,, alcool e &cido acético

Amonia

Acidos biliares secundarios (colico e
dexocdlico)
K3, B12, biotina e acido félico

Lactato, propionato, acetato e butirato

Hidrogénio, metano, aminas, fendis,
amonia, acidos organicos e sulfeto de
hidrogénio

Metanoato e CO;

Lactato

Metano e CO;

Clostridium spp.,Peptostreptococcus spp.,
Peptococcus spp.
Clostridium hiranonis, Lactobacillus spp.

Enterococcus spp.,Pseudomonas spp.,
Sphingomonas spp., Lactobacillus spp.
Clostridium cluster X1Va, Prevotella spp.,
Faecalibacterium spp., Bifidobacterium spp.
Bactéria redutora de sulfato (SRB), Desulfovibrio
spp.,Clostridium spp., Peptostreptococcus spp.

Oxalobacter formigenes
Bifidobacterium spp.
Metanobactéria

Adaptado de SUCHODOLSKI (2011).
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2. Prebioticos

As propriedades nutricionaisdos prebioticosestdo
relacionadosdiretamenteasalteracdes fisiologicasque eles induzemno hospedeiro
(VENTER, 2007). O conceitode prebioticoenfatiza aestimulacdo especifica de uma
determinada microbiota a qual conduz a uma reducdo da atividade de bactérias,
potencialmente prejudiciais. Bactériaspotencialmente benéficassdo ainda caracterizadas
pela auséncia devias metabodlicassecundarias que conduzem a formacdo demetabolitos
toxicos, porexemplo,xenobi6ticos ou fitoquimicos (ROBERFROID, 2010). Os efeitos
benéficospodem ser relacionados com seu metabolismo, ou seja, perfisde fermentacdoe
produtos finais, capacidade deproducdo devitaminas, antioxidantes, defesa contra
agentespotencialmente prejudiciais,troca de sinaismolecularesentre 0S
diferentesgénerose espécies, mas também com as células epiteliais (ROBERFROID,
2010).

A maior parte do prebidticosidentificados  sdoos  carboidratose
oligossacarideoscom diferentesestruturas molecularesque ocorremnormalmentena dieta
humanae animal. Carboidratosdietéticos, tais como fibras, sdo candidatos a prebidticos,
no entanto,osmais promissores sdo osoligossacarideosndo digeriveis(ONDs). Os
ONDsque atendema definicdo de prebioticos sdo osfrutooligossacarideos(FOS,
oligofrutose e inulina), galacto(GOS), transgalactoligossacidos (TOS)e lactulose. No
entanto, um grande namero deoutrosONDs também
estudadossdoglucoligossacarideos,glicoligossacarideos, lactitol,
isomaltoligossacarideos,maltoligossacarideos, xilo-oligossacarideos, estaquiose,
rafinose, sacarosee oligossacarideostérmicosforam também investigados(GAGGIA et
al., 2010).0s mananoligossacarideos(MOS), derivados da parede celular de leveduras,
tém sido utilizadosda mesma maneiracomo os prebioticoslistados acima.

Na década de 1980, pesquisadores japoneses demonstraram queoligossacarideos
ndo digestiveis (especialmente frutoligossacaridos) foram seletivamentefermentados por
bactéria consideradas benéficas do género Bifidobacterium, as quais apresentavam
capacidade proliferacdo em fezes humanas. Estasobservagdes foram confirmadas
porGibson &Roberfroid, os quaisintroduziram o conceitode prebioticosem1995.
Segundo a definigdo inicial, de GIBSON & ROBERFROID em (1995), eles eram

consideradosum ingrediente alimentar ndo digestivel que beneficia o organismo por
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estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de determinadas bactérias no
célon, promovendo a satde do hospedeiro.

A literatura recente, entretanto, ndo restringe o célon com Unico sitio ativo e define
prebidtico como um ingredientealimentarseletivamentefermentadoquepermite
mudancasespecificas, tanto emcomposi¢cdo e/ou atividadedamicrobiotagastrointestinal,
promovendo beneficios & saude e bem-estar do hospedeiro (ROBERFROID, 2010).

Para que um substratoalimentar possaser classificado como umprebiotico,pelo menos
trés critériossdo necessarios:(1)Ser resistente (parcialmente ou totalmente) a acidez
géstrica, hidrélise por enzimas dos mamiferos, e absorcdo gastrintestinal,(2)Ser
fermentado pela microbiota intestinal; e (3) Estimular seletivamenteo crescimentoe/ou
aatividade de uma ou deum numero limitado debactérias intestinais que promovam a
saude e bem-estar (ROBERFROID,2007).

Um prebidticondo deveestimular o crescimento debactérias potencialmente
patogénicas, tais como Clostridium, bactérias proteoliticas e Escherichiacoli
(MANNING eGIBSON, 2004). Como resultado, uma composicdomicrobiana saudavel

no intestino grossoé obtida por meiodo consumo deprebidticos.

2.1Frutoligossacarideos (FOS)

Os FOS e inulina sdo polimeros e oligbmeros de frutose que pertencem ao grupo
das frutanas, unidos por ligacdo do tipo B (2—1). Os FOS pertencem aum grupo
heterogéneo decarboidratos coma caracteristica de possuirresiduos defrutosecomoa
maioria dos seusmondémeros. S&o amplamentedistribuidosno reino  vegetal,
particularmente em banana,trigo, cevada, cebola, alho, espargos e alcachofrasde
Jerusalém (helianthus tuberus)(CAMPBELLetal., 1997b; ROBERFROID, 2002).

Os FOSdisponiveis comercialmente sdo produzidos,enzimaticamente,a partir
dedissacarideosou polissacarideosnaturaise se consistem decadeias molecularescomum
grau de polimerizacdo(GP) abaixo de 9. Um grupo deFOSé derivado da
hidroliseenzimética parcial da inulina,utilizandoendo-inulinasemastambém podem ser
sintetizadosa partir da sacaroseporum processo detransfrutosilagdo, por meio da
enzimaf-frutofuranosidase deAspergillusniger (YUN, 1996).
OsFOSprincipaisconsistem del-kestose (GF2), nistose(GF3)e 1F-p frutofuranosil-
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nistose(GF4), que sdo oligbmeros deumaunidade de glicosee de dois, trés e quatro
unidades de frutose, respectivamente (Figura 2). As ligacOesfrutosilglicose séo
semprea-(1—2), eas ligagdesfrutosil-frutose séop- (2— 1) (ROBERFROID, 2007;
CAMPBELLetal., 1997b).
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Figura 2- Estrutura quimica dos oligbmeros de frutose dos FOS compostos de : (A) 1-Ketose
GF,, (B) Nistose GF3, (C) Frutofuranosil nistose GF4(OGUEKE et al., 2010).

A inulinaé um tipo defrutanolargamenteencontrada na naturezapara a
armazenagemde energiadas plantas (NINESS 1999). E encontrada naturalmente emuma
variedade de plantase, em algunsfungos e bactérias . Fontes comunsincluemas raizes de
chicéria(Cichorium intybus), alcachofra de Jerusalém(helianthus tuberus) cebola, alho e
aspargos(PALFRAMAN., et al). A inulinapode também sersintetizadaenzimaticamentea
partir da sacarose(NINESS, 1999;ROBERFROID,2002). De um pontode vista
estrutural,éum polissacarideo composto deunidades deD-frutofuranose B (2—1)ligada
aum residuoD-glicosil na extremidadeda cadeia (UENO etal.2011).Dependendo da
fonte, o GP varia entre 20 a 60varia entre 20 a 60(ROBERFROID, 2007).
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Figura 3 -Estrutura da inulina. UENO et al (2011).

Os FOS apresentam cadeias curtas e sdo higroscopicos, pois sua capacidade de
retencdo de agua é superior a da sacarose, nao cristalizam e nao precipitam. Por se tratar
de um acUcar ndo-redutor, o FOS ndo é susceptivel a formacdo de compostos de
Maillard e sdo estaveis a pH superior a 3 e temperatura de até 140° C (BORNET, 1994).
A solubilidade atingida na agua a 25° C é de 80%, sendo solGvel em etanol a 80%, pH 2
e 0° C, diferenciando-se de outros polissacarideos (BORNET, 1994; SILVA et al.,
2007). Resistem a processos térmicos, como a pasteurizacdo, ndo sao cariogénicos,uma
vez que ndo sdo utilizados como substrato por Streptococcus mutans, microrganismo
responsavel pelo aparecimento de doenca periodontal (SAAD, 2006), ndo cristalizam,
ndo precipitam e ndo deixam sabor residual. A inulina € menos solGvel, apresenta
cadeias longas (GP até 60) e capacidade para formar microcristais quando misturada
com &gua e leite (VANLOO et al.,1998).A presenca de frutoligossacarideos em alguns

ingredientes usados na alimentacdo de cées pode ser encontrada na Tabela 3.

Tabela 3— Concentracdo de frutoligossacarideos em alguns ingredientes utilizados em
alimentos para caes
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Concentracdo de FOS em mg/g de MS*

Ingrediente GF, GF; GF, Total
Aveia 0,36 - - 0,36
Cevada 1,46 0,43 0,03 1,92
Polpa de beterraba 0,05 - - 0,05
Farelo de canola 0,04 - - 0,04
Farelo de glaten de milho 0,03 0,19 0,11 0,34
Farelo de arroz 0,14 - - 0,14
Farelo de trigo 3,82 0,19 - 4,0

Farelo de arroz 0,14 - - 0,14
Gérmen de trigo 2,15 0,21 2,32 4,68
Casca de soja 0,12 - - 0,12

Fracées dos oligdmeros de frutose: 1-kestose (1-kestotriose; GF,), nistose (1,1-kestotetraose; GF3) e 1-
frutofuranosil-nistose (1,1,1-kestopentaose, GF,).

Adaptado de HUSSEIN et al.(1998)

O efeito prebiotico dos FOS ocorre devido a configura¢do 3 do C, anomérico nos
mondmeros de frutose, o que torna essas moléculas resistentes a hidrolise pelas enzimas
do trato superior do TGI, as quais sdo especificas para ligagdes a-glicosidicas
(ROBERFROID 2007). Os FOS séao altamente fermentaveis por bactérias lacticas no
intestino,enquanto  microrganismos gram-negativos, como Salmonella spp. eE.
colisdoincapazes de fermentd-los. As bifidobactérias presentes no IG, secretam a [-
frutosidase (enzima que seria responsavel pela hidrolise dos FOS), diminuindo o pH
fecal e destruindo as bactérias putrefativas. Também sdo mantidas baixas as
concentracdes de bacteridides, clostridios ou coliformes, contribuindo na prevencao do
cancer de colon, pela inibicdo da producdo de compostos toxicos resultantes da
atividade fermentativa destes microrganismos (GIBSON e ROBERFROID, 1995).
Sendo assim, os FOS favorecem o desenvolvimento da microbiota ndo-patogénica em
detrimento de microrganismos patogénicos, comodemonstrado por alguns estudos
(SWANSONEet al., 2002a; MIDDELBOS et al., 2007; HIDAKA et al., 1990).

Os FOS podem ser ainda associados a diminuicdo da potencialidade de varias
patologias em humanos e animais, normalmente associado com um elevado grau de
bactérias intestinais patogénicas como, doencgas autoimune, cancer, constipacéo,
intoxicacdo alimentar, problemas digestivos, intolerancia a alimentos e gases intestinais
(PASSOS e PARK, 2003). MIDDELBOS et al. (2007), estudando diferentes fontes de
fibra (celulose, polpa de beterraba, FOS e MOS), encontraram maior concentracdo de
Bifidobacterium spp. eLactobacillus spp. nas fezes de cées alimentados com fibras

fermentéaveis em relacdo aos cées que receberam uma dieta com celulose.
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A suplementacdo com FOS pode reduzir a producao de compostos putrefativos (fendis,
indois e amdnia), os quais contribuem para 0 mau odor das fezes e para a carcinogénese
do colon (SWANSON et al., 2002a). Trabalhando com a inclusdo de 0,2 e 0,4% de
inulina e FOS na dieta de cdes adultos, BARRY et al. (2009) encontraram diminuicao
das concentracGes de fendis e aminas biogénicas nas fezes. Por outro lado, estes autores
ndo observaram mudangas nos parametros imunologicos avaliados, concluindo que
maiores concentracOes Sa0 necessarias para alterar a microbiota e parametros
imunoldgicos. Ainda, como resultado dafermentacdointestinalepromocdo do
crescimentode membrosbenéficos damicrobiota intestinal, os prebiGticospodem
influenciara defesa do hospedeiro. Através do aumento donimerode bifidobactérias,
havera uma maiorcompeticdocombactérias patogénicasparasitios de ligacdosobre o
epitéliointestinalede nutrientes, inibindo assim, asobrevivénciadas cepaspatogénicas
(LOMAX & CALDER, 2009).

Trabalhando com a incluséo de 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5% de polidextrose na dieta,
BELOSHAPKA et al. (2012) encontraram diminuicdo nos teores de indois fecais,
aumento da mateéria seca fecal e aumento nas concentracdes de acetato, propionato e
AGCC totais nas fezes de cédes alimentados com o maior nivel de polidextrose na dieta.

Também foi relatado por FABER et al. (2011), diminuicdo do pH das fezes, e
aumento nas concentracOesfecaisde acetato,propionato e AGCC totais de caes
alimentados com galactomananas na dieta. O aumento da fermentacdo provavelmente
seja devido a disponibilidade de substrato no intestino grosso resultando em diminuicao
do pH das fezes. Resultados opostos foram relatados por BARRY et al. (2009), os quais
obtiveram diminuicdo nas concentracGes de acetato, propionato e AGCC totais nas
fezes de cées suplementados com 0,4% de inulina na dieta. Os autores justificam esses
resultados pelo fato da quantidade utilizada seja a minima para promover fermentacao.
Além disso, a absor¢do dos AGCC ocorre no colon ascendente do cdo, em vez do célon
descendente como ocorre frequentemente, quando concentracbes maiores de frutanos

sdo incluidas nas dietas.

2.2Mananoligossacarideos (MOS)
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Os MOS sdo oligossacarideos complexos obtidos a partir da parede celular de
leveduras (Saccharomyces cerevisiae) a qual consiste de uma estrutura complexa de
manose fosforilada, glucose e proteina. Em média, a parede celular de levedura é
composta por 75 a 90% de polissacarideos, integrados por um complexo de f (1—3) e
(1—6)-D-glucano e quitina mais componentes amorfos denominados mananoproteinas
(FURLAN et al., 2004).

Enquanto os B-D-glucanos e a quitina sdo responsaveis pela rigidez da parede
celular e definem sua forma, as mananoproteinas e sua por¢ao de carboidrato a-D
manano sao responsaveis pelo reconhecimento e interacGes célula-célula, interacGes
com o meio-ambiente e determinam a especificidade imunoldgica de leveduras. Os dois
principais polissacarideos constituintes da parede celular das leveduras (B-D-glucanos e
a-D-manano) tém sido recentemente reconhecidos como capazes de promover
modulagdo do sistema imune de diversos organismos vivos, desde insetos a humanos,
mediante interagdes especificas com diferentes células imunocompetentes (GARCIA,
2008). A alteracdo da microbiota intestinal causada pelo uso de prebidticos pode ocorrer
de duas maneiras: através do fornecimento de nutrientes para as bactérias desejaveis ou
através do reconhecimento, pelas bactérias patogénicas, de sitios de ligagdes nos
oligossacarideos como sendo da mucosa intestinal, reduzindo a colonizag&o intestinal
indesejavel, resultando em menor incidéncia de infeccbes e melhor integridade da
mucosa intestinal (SWANSON et al., 2002b). Para que as bactérias consigam colonizar
o trato intestinal e criar uma condi¢do patoldgica, precisam inicialmente aderir-se a
superficie epitelial. Esta adesdo ocorre através de glicoproteinas (lectinas ou fimbrias)
que reconhecem determinados acUcares da superficie do epitélio intestinal. Portanto, se
eles se ligarem a um acucar ou oligossacarideo dietético, e ndo a mucosa intestinal, irdo
passar com a digesta sem causar problemas digestivos para os animais. Desta forma, 0s
mananoligossacarideos sdo capazes de bloquear a aderéncia dos patdgenos e evitar a
colonizacdo (FURLAN et al., 2004)

As fimbrias adesivas tipo-1, as quais S80 comuns em nuUmMerosos géneros e
espécies, como Salmonella spp. eEscherichia coli, sdo especificas por manano-residuos.
Sendo assim, os MOS podem diminuir a colonizacdo de patégenos, agindo como
receptor analogo por fimbrias tipo-1, reduzindo o numero de sitios de ligacdo
disponiveis e/ou ligando-se aos microrganismos, os quais serdo carreados para fora do
hospedeiro (SPRING et al., 2000).
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Estudo realizado por KIM et al., (2011) sobre a suplementacgdo de 0,25% de FOS
e 0,05% de MOS em frangos de corte, demonstrou diminui¢do nas populagdes de
Clostridium perfringes e E. coli, e aumento na populacdo de Lactobacilus. Devido aos
efeitos benéficos encontrados,0s autores sugerem o uso dos prebidticoscomo uma
alternativa aosantibioticospromotores de crescimento.MIDDELBOS et al. (2007),
também observaram reducdo significativa na concentracdo de E. coliem
caessuplementados com parede de levedura e SWANSON et al., (2002a) encontraram
aumento de Lactobacilus no IG de cées adultos.

GOUVEIA et al. (2006) constataram a efetividade do MOS em cédes com idade
entre 2 e 6 meses com quadros de gastroenterite, havendo a eliminagdo da Escherichia
coli patogénica em 85,71% dos animais, enquanto que, no grupo sem o MOS, apenas
25% ndo apresentaram o microrganismo. Neste estudo, oMOS foi efetivo no controle da
E. coli patogénica, sendo indicado como tratamento adjuvante nas gastroenterites.

Os MOS séo capazes de induzir a ativacdo de macrofagos, saturando os receptores
de manose das glicoproteinas da superficie celular, que se projetam da superficie da
membrana celular dos macréfagos. Uma vez que trés ou mais lugares tenham sido
saturados, inicia-se uma reacdo em cadeia que da origem a ativacdo dos macrofagos e a
liberacdo de citoquinas, com a instalacgdo de uma resposta imunoldgica adquirida
(MACARI e MAIORKA, 2000). A suplementacdo diaria de 2 g de MOS e 2 g de FOS,
conjuntamente na dieta, apresentou os melhores resultados em relacdo a salde intestinal
dos cées, com aumento da resposta imune local (44% a mais de IgA) e diminuigéo de
compostos putrefativos. Provavelmente, devido ao efeito sinérgico desses dois
prebidticos, em modular a microbiota intestinal pela acdo de acidificacdo e
fornecimento de energia do FOS e diminuicdo da colonizacdo da mucosa por
microrganismos patogénicos pelos MOS (SWANSON et al., 2002a).

MIDDELBOS et al. (2007), relatam diminuicdo no pH das fezes de cées,
recebendo 0,45% de parede de levedura na dieta. Resultado semelhante foi descrito por
ZENTEK et al.(2002), os quais obtiveram diminuicdo no pH fecal e menor
concentracdo de amonia nas fezes de cdes suplementados com 1g.kg de peso
corporal/dia de MOS, em relacdo a dieta controle.

Considerando o elevado teor protéico empregado em muitos alimentos comerciais
para cdes e que muitos dos produtos de fermentacdo protéica podem predispor o
aparecimento de doencas nos animais, a utilizacdo de prebioticos nos alimentos pode

apresentar beneficios neste sentido.
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3- Estabilidade térmica dos prebidticos

A estabilidadedos prebidticosduranteo  processamento € um  requisito
muitoimportante,dado queos efeitos bioldgicos dos prebidticos dependem da sua
integridade estrutural.Os FOS possuem caracteristicas que permitem sua aplicagdo em
varias areas.Na industria de alimentos para humanos,sdo indicados para formulacdes
dietéticas, como sorvetes, cremes vegetais, patés, entre outros, e adicionados em barras
de cereais e biscoitos para elevar o conteudo de fibras alimentares, produtos de
panificacdo, aléem de bebidas lacteas e leites fermentados. Também sdo empregados em
produtos alimentares para animais (SILVA et al., 2007). A utilizacdo de FOS com
sucesso na inddstria de alimentos se deve a inumeras propriedades (SILVA et al., 2007).
Os FOS nédo sdo degradados durante a maioria dos processos de aquecimento sendo
estaveis até 140°C (BORNET, 1994) (Tabela 4).

Tabela 4 — Propriedades funcionais de alguns agucares ndo digestiveis

Estabilidade

Acucar ndo digestivel ~ Calor (°C) pH Viscosidade Higroscopicidade
Sorbitol <160 2-10 Baixa Alta
Xilitol <160 2-10 Muito baixa Alta
Manitol <160 2-10 Baixa Baixa
Eritritol <160 2-10 Muito baixa Baixa
Isomalte <160 2-10 Alta Baixa
Lactilol <160 2-10 Muito baixa Média
Frutoligossacarideo <140 >3 Semelhante a Média

Sacarose

Adaptado de BORNET (1994).

Embora os prebidticos sejam muito empregados em uma variedade de alimentos
processados (ROBERFROID etal.2010),durante 0 processamento 0S
carboidratos,sofrem  alteracOesdiferentes, tais como a reacdo deMaillard,
caramelizagdoehidrdlise (DUAR, 2011). Assim,a interacdo doprebidticocom a

matrizcircundante eo efeitoque o tratamentopode tersobre a suaestruturatem deser
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considerada (HUEBNER etal.2008).Na inddstria alimentar, a inulina é muito utilizada,
na produgdo dealimentoscom baixo indice glicémicodestinados adiabéticose
hidrolisadapara produzirxaropes de frutose(HOFERetal.1999).Além disso, a inulina
melhora as propriedadesfisicase organolépticas dosalimentos e podeser usada como
umsubstituto de gordura (MATUSEK etal., 2008; BIRKETTetal.,2009).

—¢—100°C —m—135°C —4— 165°C —g— 180°C —x— 195°C
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0 20 40 60
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Figura 4 -Degradagdodeinulina a partir dechicériadurante o tratamentotérmicopor 60minutos,
atemperaturas entre100 €195 °C. Adaptado deBOHMetal.(2005).

A aplicacdo de prebidticos na industria PetFood, ocorre principalmente no
processo de fabricacdo de racdes extrusadas.A pratica mais comumente usada ocorre,
com a inclusdo dos prebidticos juntamente com os ingredientes que compdem a
formulacdo, anteriormente ao processo de extrusdo. A extrusdo € o principal processo
para fabricacdo de alimentos para animais de estimacao, e dentre a ampla variedade de
alimentos disponiveis no mercado, mais de 90% sé&o extrusados (SAAD et al., 2005).

A combinacdo das varidveis envolvidas no processamento da dieta, como a
umidade, pressdo, calor e cisalhamento permitem que as matérias primas modifiqguem
suas caracteristicas estruturais, funcionais e nutricionais durante a extrusdo, ocorrendo

varias mudancgas quimicas e fisicas simultaneamente (EL-DASH, 1982). Portanto, a
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combinacéo de pressdo, temperatura, viscosidade e fluidez podem influenciar na textura
final do produto, na densidade, cor e propriedades funcionais (MURRAY, 2001).No
presente estudo, as condi¢cdes de temperatura do processo de producdo das raches
experimentais, se mantiveram dentro da faixa adequada de temperatura, na qual os
prebidticos demonstram ser resistentes como relatado por BOURNET, (1996),

possivelmente, mantendo desta forma, suas caracteristicas  funcionais.



I1-  OBJETIVOS

Avaliar os efeitos de uma mistura de mananoligossacarideos (MOS) e
frutoligossacarideos (FOS) na proporc¢éo de 1:1 adicionados a 1% de uma dieta controle
antes ou ap0s 0 processo de extrusdo sobre:

- coeficiente de digestibilidade total aparente dos nutrientes e energia metabolizavel das
dietas;

- metabolismo nitrogenado, avaliado pelas concentragdes fecais de amonia, curva de
uréia sérica pés-prandial e balanco organico de nitrogénio;

- indicadores fecais dos processos fermentativos intestinais: pH fecal e quantificacdo de

acidos graxos de cadeia curta nas fezes (&cido acético, propibnico, butirico).
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Materiais e Métodos

Foram utilizados 18 cées adultos (4-7 anos de idade), machos e fémeas da raca
Beagle, sadios, vacinados e desverminados, com peso médio de 14,0 + 1,2 Kg,
procedentes do Centro de Estudos em Nutricio e Alimentacdo de Animais de
Companhia (CENAC), pertencente ao Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal de Lavras — UFLA, nos meses de julho e agosto de 2012.

Os tratamentos foram compostos por uma dieta comercial (Vital Can PRO,
Kowalski Alimentos S.A., Apucarana - PR, Brasil), fornecida ao grupo controle e duas
com adicdo da mistura dos prebidticos Mananoligossacarideos (MOS) e
Frutoligossacarideos (FOS) na propor¢do de 1:1 adicionados a 1% da dieta controle
antes ou apoOs o0 processo de extrusdo. A formulacdo e composi¢do quimica das dietas

estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Composi¢do quimica, na matéria seca, das dietas experimentais

ltem” Controle® MOS/FOS antes”® MOS/FOS ap6s™*
Proteina bruta 33,1 31,5 33,3
Extrato etéreo acido 19,2 18,5 18,8

Fibra bruta 1,3 1,5 1,7
Matéria mineral 11,0 11,2 10,8
Extrativos ndo — nitrogenados® 28,7 29,8 28,8
Energia bruta (kcal/kg) 4908,3 4893,0 4987,5

"Todas as amostras foram analisadas em duplicata aceitando-se um coeficiente de variagio < 5%.
Composicdo basica do alimento Controle (Vital Can PRO, Kowalski Alimentos S.A., Apucarana, Brasil)
Ingredientes: Carne Hidrolizada, Farinha de Visceras de Aves com Ossos, Ovo Desidratado, Plasma em
P&, Nucleotideos, Farinha de Peixe, Quirera de Arroz, Milho Integral Moido, Farelo de Trigo, Semente de
Linhaga, Oleo de Visceras de Aves, Extrato de Yucca , Zeolita, Polpa de Beterraba, DL-Metionina,
Vitamina C, Palatabilizante, Aditivo Antifungivo Fungistatico, Aditivo Antioxidante, Premix Vitaminico
mineral, Cloreto de Sédio (Sal Comum).

Enriquecimento por Kilograma de ragdo: 20000 Ul de vitamina A; 20000 Ul de vitamina D3;48mg de
vitamina E; 4mg de vitamina B1; 8mg de vitamina B2; 32mcg de vitamina B12; 4,8mg de vitamina K3;
56mg de niacina; 16mg de &cido pantoténico; 800mg de colina; 0,20mg de selénio; 15mg de cobre;
150mg de zinco; 30mg de manganés; 1,5mg de iodo.

*Mistura dos prebi6ticos mananoligossacarideos (MOS) e frutoligossacarideos (FOS) na proporcao de 1:1
adicionados a 1% da dieta controle antes do processo de extruséo.

*Mistura de 1% de prebidtico fonte de mananoligossacarideo (MOS) e frutoligossacarideo (FOS) na
proporcdo de 1:1 adicionados a 1% da dieta controle apds o processo de extrusdo.

>Estimado por: ENN (%) = 100 — (MM% + PB% + EEA% + FB%).
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O ingrediente fonte de mananoligossacarideos (MOS) utilizado foi o produto
comercial Bio-MOS (Alltech Tools do Brasil), composto por extrato da parede
celular de levedura e o ingrediente fonte de inulina utilizado foi o produto Oraft IPS
(Beneo Oraft SA, Bélgica) contendo 90% de inulina.

As dietas experimentais foram produzidas na inddstria Kowalski Alimentos
S.A., Apucarana - PR, Brasil, em extrusora de rosca simples (Wenger - X235). As
condicdes de temperatura do processo de producdo das racGes foram: condicionador
(90°C), extrusora (80°C) e secador (130°C), com tempo de permanéncia da racao
extrusada no secador de 35 minutos. Para o procedimento de aplicacdo a dieta seca
extrusada, os prebidticos em po, foram previamente manuseados, sendo pesados na
proporcdo de 1:1, homogeneizados e misturados a racdo seca extrusada em
misturador “horizontal” por 5 minutos. Na dieta com adi¢ao dos prebidticos antes do
processo de extrusdo, os mesmos foram adicionados na propor¢do de 1:1 no
misturador junto aos ingredientes As dietas foram recobertas com gordura de aves e
palatabilizante e armazenada em sacos de fios plasticos (nylon) e identificadas.

Os cdes foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, em
trés tratamentos e seis observacdes por tratamento, totalizando 18 observagdes. O
experimento teve duracdo de 15 (quinze) dias, sendo distribuidos da seguinte forma:

- dias 1-10: ensaio de digestibilidade, energia metabolizavel, balanco de
nitrogénio, determinacdo do consumo de nutrientes e qualidade fecal;

- dias 11-13: determinagé&o do pH fecal,

- dia 14: colheita de fezes para a determinacdo das concentracGes de amonia e
AGCC;

- dia 15: coleta seriada de sangue para determinacdo da curva de uréia sérica
pos-prandial.

Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e a energia metabolizavel
(EM) das racOes utilizadas foram determinados pelo método in vivo, segundo o
procedimento de coleta total de fezes e urina (AAFCO, 2004). Os animais foram
alojados em gaiolas metabdlicas individuais de 70 cm altura x 85 cm comprimento X
70 cm largura; onde permaneceram dez dias, sendo cinco dias de adaptacdo as
gaiolas e cinco dias para a colheita total das fezes e urina.

Os alimentos foram fornecidos aos cdes uma vez ao dia, as 08:30 horas, em
quantidade suficiente para atender as necessidades de energia metabolizavel (NEM)

do animal segundo a formula: NEM = 130 x Peso corporal®”, preconizada pelo
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National Research Council (NRC, 2006). A agua foi fornecida a vontade. Durante o
periodo de colheita de fezes e urina, todas as fezes foram colhidas, pesadas e
congeladas (-15°C) e a urina recolhida em recipiente plastico contendo 1ml de acido
sulfurico (1 Eg/L), para evitar a volatilizacdo de nitrogénio e proliferacdo de
bactérias. Apos a coleta foi armazenada uma aliquota de 30% do volume da urina
produzida de cada animal, sendo entdo mantidas em freezer a (-15°C).

A avaliacdo do escore fecal dos cdes foi realizada sempre pelo mesmo
pesquisador, atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 =
fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3 =
fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e
consistentes e que ndo aderem ao piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas (SA-
FORTES, 2005).

Ao final do periodo de colheita, as fezes e urina foram descongeladas e
homogeneizadas, compondo-se uma amostra por animal. Posteriormente, as amostras
de fezes foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas. Em
seguida, as amostras de fezes e racao, foram moidas em moinho com peneira de 1,0
mm. As amostras entdo foram analisadas para determinacdo dos teores de matéria
seca (MS) a 105 °C, proteina bruta (PB), fibra bruta (FB), matéria mineral (MM) e
energia bruta (EB) segundo SILVA & QUEIROZ (2002) e extrato etéreo em
hidrolise acida, determinado por sistema de extracdo automatico (Ankom Hydrolysis
System, Ankon Technology Modelo HCL I, Nova York, USA).

A fragdo correspondente aos extrativos ndo-nitrogenados (ENN) foi
determinada segundo a férmula:

ENN% = 100 - (%UM + %PB + %FB + %EEA + %MM): sendo UM o teor de
umidade da amostra (100-%MS).

Para a determinacdo da EB da urina, as amostras foram descongelas e filtradas
em papel de filtro. Posteriormente, cerca de 3 mL de urina foram colocadas em
capsulas de polietileno previamente pesadas em balanca analitica. As cépsulas
contendo urina (3 ml) foram levadas a estufa de ventilagdo forcada a 55°C, até quase
completa secagem das amostras (dezoito a vinte e quatro horas). Este procedimento
foi repetido por mais duas vezes, totalizando 9 mL de urina, tendo-se o cuidado de
ndo deixar a amostra secar completamente. O conteido de energia bruta das dietas,
fezes e urina foi determinado em bomba calorimétrica (PARR Instrument Co.
ACT720, EUA).
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Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram determinados os
coeficientes de digestibilidade aparente das dietas, pelo procedimento de coleta total
(AAFCO, 2004):

CDA% = [(nutriente ingerido — nutriente excretado) / nutriente ingerido] x 100.
O balanco de nitrogénio (BN) foi calculado pela diferenca entre o nitrogénio ingerido
(Ningerido) e excretado nas fezes (Nfecal) e urina (Nurinario), pela seguinte fémula:
BN (mg/dia) = [Ningerido — (Nfecal + Nurinario)] /5.

Ao término do ensaio de digestibilidade, todos os caes foram mantidos por um
periodo adicional de cinco dias para a colheita didria de fezes frescas, colhidas
imediatamente apds a defecacdo ou diretamente do reto do animal, quando
necessario, para a determinacdo dos AGCC, pH e nitrogénio amoniacal fecais.

Para a afericdio do pH fecal, um grama de fezes frescas (coletado
imediatamente apos a defecacdo) foi diluido em 5 mL de 4gua miliQ e o pH avaliado
em pHmetro digital de precisdo 0,01pH (Modelo DM-22, Digimed Analitica Ltda,
Sdo Paulo, Brasil). Este procedimento foi repetido por trés dias consecutivos,
empregando-se a média das trés afericdes obtidas.

Para determinar a concentragdo de &cidos graxos de cadeia curta (acético,
propidnico e butirico), 10 gramas de fezes frescas foram coletadas e rapidamente
homogeneizadas e misturadas a 30 mL de solucdo de acido formico a 16% (1:3 p/v).
Esta mistura foi mantida sob refrigeracédo por trés dias, sendo, entdo, centrifugada por
trés vezes a 4.500 G, durante 15 minutos, aproveitando-se o sobrenadante e
desprezado o sedimento segundo ERWIN et al., (1961). As amostras foram
identificadas e armazenadas em freezer (-15°C) e, posteriormente, encaminhadas
para analise ao Laboratdrio de Analise de Alimentos e Nutricdo Animal (LANA) do
Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Maringa — PR.

A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta nas fezes (acético, propidnico
e butirico) foi determinada por cromatografia gasosa (Cromatdgrafo Trace GC Ultra
— Thermo Scientific, EUA) com injetor automatico, equipado com detector de
ionizacdo de chama a 240°C e coluna capilar de silica fundida (100 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,20 um, Restek 2560). Foi utilizado
hidrogénio como géas de arraste (vazdo 1,2 mL/min.), nitrogénio como gas auxiliar
(vazdo 35mL/min.) e ar sintético e hidrogénio como gases combustiveis na vazado de
35 e 350 mL/min., respectivamente. A temperatura inicial da coluna foi estabelecida

em 65°C, mantida por 5 minutos, elevada até 170°C a uma taxa de 16°C/min.,
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mantida por 7 minutos, chegando a 235°C de temperatura final.O volume de amostra
utilizado foi de 1pL pipetado em vial (1,5 mL) acoplado ao injetor automatico do
cromatografo. O célculo da concentracdo da amostra foi efetuado por comparagéo
com a area dos picos formados pela solucdo, contendo o acido padrdo (Sigma
Aldrich, S&o Paulo, Brasil).

O nitrogénio amoniacal das fezes foi determinado por adaptacdo do método de
Kjeldahl, omitindo-se a fase de digestdo. Para tanto, foram utilizados os extratos
preparados para dosagem de AGCC. Os extratos foram descongelados a temperatura
ambiente e, em seguida, aliquotas de 2 mL foram transferidas para tubo de ensaio, e
diluidas em 13 mL de agua destilada e submetidas a destilacdo em destilador de
nitrogénio (Tecnal T-036/1 Piracicaba, Brasil). A destilacdo foi realizada com 5 mL
de hidréxido de potassio KOH 2 mol/L e o nitrogénio recebido em um erlenmeyer
com 10 mL de solucdo (&cido boérico 0,97 N). A seguir, procedeu-se a fase de
titulagdo com HCL (0,005 N).

Para a avaliacdo da curva de uréia sérica pds-prandial, os cdes foram
assepticamente tricotomizados na veia cefélica (antebraco) e, em seguida, foi
introduzido um cateter intravenoso tamanho 22GAx1,16” (BD Angiocath, Becton
Dickinson, USA) heparinizado para coleta de sangue. Para isto, 0s animais foram
mantidos em jejum por um periodo de 24 horas, porém, com fornecimento de agua
ad libitum. A primeira coleta foi realizada no tempo zero (jejum) e entdo, o alimento
foi disponibilizado aos cdes por 15 minutos e as coletas seguintes ocorreram nos
tempos 60, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 540, 600, 660 e 720 minutos apos a
alimentacéo, sendo o tempo considerado a partir do término da ingestdo do alimento.

Em cada coleta, foram obtidos cerca de 1,5mL de sangue, o qual foi
imediatamente transferido para tubos de ensaio de vidro sem anticoagulante e
centrifugados a 2.000 rotacGes por minuto (rpm), por cinco minutos para separagéo
do soro. Em seguida a centrifugacdo, o soro foi pipetado e transferido para tubos de
eppendorf e armazenados em freezer a -15°C até o momento das analises. Para evitar
a contaminagdo da amostra com heparina presente no cateter, aproximadamente 0,5
ml de amostra de sangue foi descartado no inicio de cada procedimento de coleta. A
concentracdo de uréia sérica foi determinada usando-se kit comercial Uréia-PP
(Analisa®, Belo Horizonte-MG), por meio do método enzimatico-colorimétrico.
Mediu-se a absorbancia em Espectrofotdmetro de Ultravioleta-Visivel — UV-Vis
(Aparelho Shimadzu modelo 1601PC) no LANA/UEM. A leitura pelo método
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espectrofotométrico ocorreu a 600 nanémetros (nm). A concentragdo de uréia
urinéria também foi determinada, seguindo-se a mesma metodologia utilizada para a
determinacdo da uréia no soro, porém, o valor obtido na dosagem foi multiplicado
pelo fator 50, obtendo-se assim o valor de uréia urinaria. Foi utilizada a amostra de
urina coletada durante o ensaio de digestibilidade.

Os dados experimentais foram submetidos a Andlise de Variancia e testados
quanto a sua distribuicdo normal, pelo teste Kolmogorov-Smirnov e igualdade de
variancias, pelo teste de Levene. Quando resultados da ANOVA foram considerados
significativos, as médias das varidveis foram analisadas mediante teste de Tukey,
considerando 5% de probabilidade. Para a avaliacdo das respostas séricas de uréia
pos-prandiais, empregou-se um esquema de medidas repetidas no tempo, sendo
avaliados os efeitos de periodo (tempo de coleta), tratamento e suas interacdes. As
médias também foram comparadas pelo teste de Tukey considerando o nivel de
significancia de 5%. A analise estatistica foi conduzida, usando a funcdo GLM do
SAS versdo 9.2 (SCHLOTZHAUER & LITTELL, 1997). Os resultados da curva de
ureia sérica de todos os momentos de colheita foram transformados para area abaixo
da curva (AAC) e posteriormente inseridos na andlise estatistica juntamente com as
demais varidveis. Utilizou-se o software estatistico ORIGIN PRO 9.0 32-bit
(OriginLab Data analysis and graphing software, Massachusets, Estados Unidos)

para proceder ao calculo de AAC.

Resultados e Discussao

Neste estudo, procurou-se, por meio do delineamento proposto, verificar o
efeito da fermentacdo intestinal de prebidticos sobre o metabolismo do nitrogénio em
caes e, adicionalmente, verificar possiveis modificacbes no efeito biologico dos
prebiodticos quando submetidos ao processamento térmico. O consumodas dietas
experimentais foi adequado e ndo houve ocorréncias de diarréia e recusa do alimento
durante o periodo experimental. O consumo de MS, MO, MM, PB, EEA, e EMA
ndo diferiu entre os tratamentos (P>0,05). Os animais consumiram, em media,

118,9+1,93 kcal/kg®*/dia, sendo este consumo préximo do recomendado pelo NRC
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(2006), de 130 kcal/kg® */dia. Também ndo houve diferenca (P>0,05) entre os CDA
da MS, MO, PB, EEHA, ENN e EMA das dietas controle e com adi¢do dos
prebidticos (p>0,05). O consumo de nutrientes das trés dietas experimentais e peso
corporal dos animais, assim como os dados relativos aos coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA), energia metabolizavel e balanco de nitrogénio das

racoes estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Peso corporal dos animais, consumo de nutrientes, coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) e energia metabolizavel (EM) das
dietas controle e das dietas com a inclusdo dos prebioticos antes ou apds 0 processo de extrusdo

Item Dietas
Controle MOS/FOS antes’ MOS/FOS ap6s®  CV(%)® Valor de
P
Peso corporal dos cdes (kg) 14,2 14,8 13,5 15,1 0,5669
Consumo de nutrientes (kg®*/dia) ~
Matéria seca () 29,4 29,2 29,5 11,4 0,7163
Matéria organica (g) 26,2 25,9 26,3 11,4 0,3515
Matéria mineral (Q) 3,25 3,29 3,19 115 0,3515
Proteina bruta (g) 9,75 9,20 9,84 11,2 0,8881
Extrato etéreo acido (g) 5,67 5,41 5,57 11,3 0,6767
Energia metabolizavel (kcal/kg ®"/dia) 121,4 121,6 121,3 11,4 0,5726
Coeficiente de digestibilidade aparente”
Matéria seca 80,7 80,9 77,7 3,2 0,0942
Matéria organica 87,5 87,8 85,4 2,1 0,0809
Proteina bruta 81,9 82,5 78,9 3,2 0,0682
Extrato etéreo &cido 95,1 94,6 94,6 0,8 0,4707
Extrativos ndo-nitrogenados 89,0 89,9 86,6 2,5 0,0614
Energia metabolizavel (Kcal/g) 4,08 4,12 3,97 3,1 0,1447

“Todas as amostras foram analisadas em duplicata aceitando-se um coeficiente de variagdo < 5%.

*Mistura dos prebiéticos mananoligossacarideos (MOS) e frutoligossacarideos (FOS) na proporcao de 1:1 adicionados a 1% da dieta controle antes do processo de extrusao.
Mistura de 1% de prebi6tico fonte de mananoligossacarideo (MOS) e frutoligossacarideo (FOS) na proporcéo de 1:1 adicionados a 1% da dieta controle apds o processo de
extruséo.

3Coeficiente de variagéo.
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PROPST et al., (2003) e SWANSON et al. (2002b), n&o encontraram alteragéo
nos CDA total dos nutrientes, em cées suplementados com uma combinagéo de 1g de
FOS e 1g de MOS por dia na dieta. FLICKINGER et al.(2003), também né&o
encontraram diferenca na digestibilidade em cées suplementados com até 0,5% FOS
por dia.

Os FOS podem ser classificados como um tipo de fibra dietética sollvel,
entretanto, ndo aumentam a viscosidade do conteudo intestinal, possivelmente nédo
afetando significativamente a digestibilidade dos nutrientes quando suplementados
em baixos niveis (SWANSON et al., 2002b); FLICKINGER et al., 2003). Ainda,
GOMESet al. (2009) observaram auséncia de efeito da parede celular de levedura
(PCL) sobre os CDA da MS, PB, EEA, MO, ENN e EB. Por outro lado, ZENTEK et
al. (2002) observaram diminuicdo no CDA da PB, ENN e MS em caes
suplementados com 1 grama de MOS por Kg de peso corporal por dia. Estes achados
foram atribuidos pelos autores a diminuicdo do tempo de transito intestinal, efeito
comum de fibras fermentaveis e, ao aumento da sintese celular bacteriana, como
conseqiiente aumento da biomassa microbiana das fezes.

Em estudo realizado por KANAKUPT et al. (2011), ndo foram encontradas
diferencas na digestibilidade aparente total da MS, MO, EEHA e energia
metabolizavel em gatos, recebendo uma mistura de 0,5% de FOS e 0,5% de GOS
incluidos na dieta antes da extrusdo. No entanto, os autores relataram menor
digestibilidade da PB para o mesmo tratamento. Segundo os autores, esta diminuicéo
esta relacionada a uma maior producdo de biomassa bacteriana no intestino grosso
dos animais que receberam este tratamento, aumentando, desta forma, as perdas
enddgenas e, consequientemente, reduzindo a digestibilidade aparente da PB.
BARRY et al. (2009) relataram que a digestibilidade da PB no ileo de cdes aumentou
linearmente em dietas suplementadas com 0,2 ou 0,4% de inulina, no entanto, os
valores ndo foram afetados quando houve a suplementacgéo de 0,2 ou 0,4 % de FOS.

Como pode ser observado, os resultados encontrados nos estudos s&o
controversos e podem estar relacionados, dentre outros fatores, com as diferentes
caracteristicas dos ingredientes fontes de prebioticos, com a dosagem empregada,
entre outros. Ainda que os prebidticos possam afetar a digestibilidade dos nutrientes,
estas alteracGes parecem ser minimas e isto ndo estd entre 0s objetivos principais
com a sua utilizacdo em petfood, que s&o: regulacdo adequada da microbiota

intestinal; fornecimento de substrato energético para os colondcitos (butirato);
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reducdo da formacédo intestinal de compostos resultantes da fermentagdo protéica,
tais como indois, fendis, amonia, aminas, entre outros.

Uma vez que os prebidticos afetam a fermentacdo intestinal de proteina,
espera-se que modifiquem o metabolismo do nitrogénio. Neste estudo, para verificar
esta hipotese foram avaliadas a concentracdo fecal de aménia, balang¢o organico de
nitrogénio, concentraces urinarias de uréia e curva de uréia sérica pés-prandial.
Todos os tratamentos apresentaram BN positivo, resultado esperado devido ao
elevado teor de proteina das dietas. Segundo HENDRIKS et al. (1997), citado pelo
NRC (2006), os cédes adultos em manutencdo necessitam, aproximadamente, 210
mg/kg®"®/dia para manter o BN neutro, o que corresponde & ingestdo de uma dieta
com 4000 kcal/kg, contendo aproximadamente 80g/kg de Proteina Bruta. Neste
estudo, os alimentos apresentaram acima de 300g/kg de Proteina Bruta, o que
favoreceu os elevados valores de BN. Na Tabela 7, estdo disponiveis os dados
relativos ao consumo, absorgéo, excrecao e retencdo de N dos cdes, assim como o
BN.

Tabela 7 — Consumo, absorcéo, excrecao e retencdo de N e BN dos caes

Item Controle  MOS/FOS MOS/FOS CV(%)* Valor de
! antes 2 apos p

(9/kg”"/dia) *

N ingerido 1,55 1,47° 1,57° 0,13  <0,0001
N excretado fezes 0,22 0,21 0,26 14,05 0,0559
N excretado urina 0,178 0,182 0,207 40,39 0,7811
N retido 1,15 1,07 1,10 7,81 0,2986
N retido: N absorvido (%) 86,52 85,47 84,07 6,98 0,7783
BN (mgN/kg ®"/dia)*" 1150 1070 1100 7,81 0,2986

“Todas as amostras foram analisadas em duplicata aceitando-se um coeficiente de variacio < 5%.
*Mistura dos prebiéticos mananoligossacarideos (MOS) e frutoligossacarideos (FOS) na proporcéo de
1:1 adicionados a 1% da dieta controle antes do processo de extruséo.

Mistura de 1% de prebi6tico fonte de mananoligossacarideo (MOS) e frutoligossacarideo (FOS) na
proporcdo de 1:1 adicionados a 1% da dieta controle apds o processo de extrusdo.

ab¢ Médias com mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).

*Coeficiente de variacéo.

* Nitrogénio ingerido — (Nitrogénio fecal + Nitrogénio urinario), dado em gramas por Kilograma de
peso metabdlico(kg® ™) por dia.



35

O elemento N estd presente no corpo na forma de proteinas, aminoacidos,
acidos nucléicos, purinas, pirimidinas, vitaminas, horménios, anticorpos, enzimas,
uréia, amonia e diversos outros compostos. O N é excretado do corpo principalmente
como proteina ndodigerida e proteina microbiana nas fezes, assim como, na forma de
uréia na urina, a qual é produzida no figado a partir do catabolismo de aminoacidos e
do metabolismo hepético da amdnia de origem intestinal.

Parte da uréia produzida pelo organismo segue ao intestino, porém, nem toda
uréia é excretada com as fezes, devido a presenca da urease bacteriana no intestino
grosso, a qual quebra a molécula de uréia formando aménia, CO, e agua. A maior
parte da amonia é reabsorvida e metabolizada no figado pela enzima carbamoil
fosfato sintetase, e finalmente para uréia novamente, que sera, finalmente, excretada
na urina (FULLER et al., 2004). No entanto, a formacdo e absorcdo da amonia
intestinal a partir da uréia depende da atividade da urease e das condi¢des de pH
favoréveis. Sabe-se que, aproximadamente, 99% da amonia formada diariamente no
intestino grosso € absorvida por mecanismo de difusdo ndo-idnica pelos colondcitos.
No entanto, a medida que o pH intestinal diminui, a capacidade de difusdo intestinal
da amdnia para o sangue portal também é reduzida, sendo excretada mais amonia nas
fezes (ARNOLD & SCHAD, 1954.; CUMMINGS, 1976).

Considerando que a amdnia no organismo pode ser utilizada para a sintese de
aminoacidos ou de uréia, espera-se que a maior absorcao intestinal deste composto
possa elevar as concentracdes plasmaticas de uréia.

Neste estudo, ndo foi verificada diferenga (P>0,05) nas concentragdes fecais de
amonia (Tabela 8), semelhante ao verificado por FABER et al. (2011) e KANKUPT
et al. (2011), utilizando prebioticos em cées e gatos, respectivamente. Por outro lado,
ZENTEK et al. (2002), trabalhando com MOS em dietas para cdes, verificaram que
0s animais suplementados apresentaram reducdo nas concentracgdes fecais de amoénia
e HESTA et al. (2003), diferente de todos os outros, verificaram ainda maior
excrecdo fecal de aménia em cdes alimentados com uma dieta com alto nivel de
proteina e 3% de FOS. Como pode ser verificado, este assunto € ainda muito
controverso, mas considerando que a maior parte da amonia produzida é absorvida
pelas células da mucosa intestinal, sua quantificacdo nas fezes pode néo ser um bom
indicador da atividade fermentativa neste orgdo, pois 0 aumento ou reducdo nas
concentragdes fecais pode ser erroneamente interpretado, quando avaliado

isoladamente.
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Os parametros fecais e urinarios dos cdes encontram-se na Tabela 8. O escore
fecal dos cées néo diferiu entre os tratamentos (p>0,05). Escore fecal com valores
entre 3 e 4 sdo considerados ideais, sendo este, um aspecto importante para donos de
cdes, pois, qualquer mudanca negativano escorefecalpode ser visto comoprejudicial
paraa utilizacdo deum determinado ingrediente. Baixo nivel desuplementacdode

frutanosparece nao alterar a qualidadefecal de cdes (BARRY et al., 2009).



Tabela 8 - Parametros fecais e urinarios dos caes alimentados com dieta controle e com a inclusdo dos prebidticos antes ou apds a extrusao

ltem” Controle MOS/FOS antes MOS/FOS ap6s CV(%)” Valorde P
Escore fecal 3,83 4,00 4,00 5,97 0,3911
pH das fezes frescas 7,09% 6,67 6,74" 2,1 0,0004
Amonia fecal (mg/g na MS) 12,07 13,2 12,4 13,9 0,7056
AGCC (mmol/kg de MS)*

Acido acético 276,8 294.,9 378,8 4,17 0,1555
Acido propibnico 121,8 151,1 191,2 7,47 0,4280
Acido butirico 127,6 200,4 219,7 10,93 0,6701
AGCC Totais 526,3 646,4 789,7 5,38 0,3560
Excrecao de Uréia urinria (mg/kg”"/dia) 40,2 35,7 40,6 21,22 0,5315

" Todas as amostras foram analisadas em duplicata aceitando-se um coeficiente de variagio < 5%.

b Médias com mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
Escore: 1: fezes pastosas e sem forma a 5 :fezes bem formadas, duras e secas.

2 Acidos graxos de cadeia curta.

*Coeficiente de variacéo.

“* Os dados numéricos do CV (%) e valor de P para os AGCC, foram transformados em logaritmo na base10.
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A inclusdo dos prebidticos nas dietas levou a reducdo do pH das fezes (p<0,05)
dos cdes em relagdo a dieta controle, ndo havendo, no entanto, diferenca (P>0,05%)
entre 0s momentos da adicdo dos prebioticos nas formulagdes. Resultados
semelhantes foram reportados por TWOMEY et al. (2003), os quais relataram
diminuigéo do pH das fezes com a incluséo de 3% de FOS na dieta de cées adultos,
como consequéncia do aumento das concentracGes de lactato nas fezes. A produgéo
de 4cidos pelas bactérias lacticas € um mecanismo que pode influenciar a
concentracdo de acidos nas fezes e, consequentemente, o pH fecal.

Todas as fontes de inulina e FOS sédo altamente fermentaveis com capacidade
de promover o crescimento de bactérias lacticas, resultando em altas concentraces
de lactato e AGCC no intestino, resultando em diminuicdo do pH intestinal e, por
conseguinte, do pH das fezes (SWANSON & FAHEY, 2006). No presente estudo,
ndo foram quantificados o nimero de Lactobacillus spp. eBifidobaterium spp, apesar
disso, o menor pH das fezes dos cées alimentados com as dietas contendo a mistura
dos prebidticos pode estar relacionado com o aumento e atividade destes
microrganismos no intestino grosso dos cdes. BEYNEN et al., (2002) encontraram
aumento da concentracdo de Lactobacillus e Bifidobacterium nas fezes de cdes
alimentados com 1% de FOS, em relagdo aos cdes que receberam a dieta controle.
SWANSON et al.(2002a), também observaram maior concentracdo de Lactobacillus
spp., Bifidobacterium spp., e bactérias aerobias totais, além de acido lactico e
butirato e menor concentracdo de Clostridiumperfringens nas fezesde cées
suplementados com 4 g de FOS e 2 g de MOS por dia, durante 14 dias. Neste estudo,
ndo foram verificadas diferencas nas concentracbes fecais de AGCC entre o0s
tratamentos, embora os tratamentos com prebiéticos tenham apresentados valores
numericamente maiores para estes parametros. Estes resultados sdo semelhantes aos
observados por SWANSON et al.,, (2002) e ZENTEK et al. (2002), que néo
encontraram diferenca quanto aos AGCC nas fezes de cdes adultos suplementados
com prebidticos na dieta.

Neste estudo,associou-se as concentracdes sericas e urinarias de uréia com o
propésito de melhorar o entendimento sobre o efeito dos prebidticos sobre a
formacéo e absorcdo intestinal de amonia. Os resultados das concentragdes de uréia
sérica pos-prandial dos cdes em jejum e apos a alimentacdo mediante consumo das

dietas estéo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Uréia sérica pos—prandial (mg/dL) dos caes alimentados com dieta controle e com a incluséo dos prebidticos antes ou apos a extrusdo

Item Controle MOS/FOS antes MOS/FQOS apo6s Média EPM®
Tempo da coleta (horas)

0 (jejum) 30,44 32,7% 32,24 31,7 1,3
1 37,504 39,2¢04 36,34 37,6 1,6
2 42,6°4 43,84 43,4°* 43,3 2,0
3 60,124 53,784 54,63 56,1 1,9
4 65,124 56,64 57,3 59,7 1,6
5 64,224 63,0 61,4¢" 62,8 2,0
6 62,424 61,1¢" 58,324 60,6 2,0
7 66,5 58,225 53,23°¢ 59,3 2,3
8 57,724 53,784 50,92°A 54,1 2,2
9 56,124 51,8°A 49,6°* 52,5 1,8
10 55,4°4 46,74 47,1° 49,7 2,0
11 53,4°4 43,94 42,9°4 46,7 2,1
12 45,24 37,54 38,8" 40,5 1,8
Média 53,6 49,4 48,1 - -
EPM? 1,6 1,2 1,2 - -
AAC uréia” 709,9" 607,3" 590,1" 635,7 435
AAC incremento® 296,3* 213,8° 204,38 238,1 12,3
Pico uréia 66,5 63,0 61,4 62,8 3,8
Pico incremento 41,9% 31,48 30,6° 34,6 1,3
Tempo do pico da uréia 51 51 5,0 5,0 0,4

ABCDeabed Medias com mesma letra, maitscula na linha e mindscula na coluna, no diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
YErro padréo da média.

?Area abaixo da curva da uréia.

$Area abaixo da curva do incremento.
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Como pode ser verificado na Tabela 9, os tratamentos com prebidticos
apresentaram menor concentracdo de uréia sérica, em relacdo ao Controle (p<0,05),
visto pelas AAC de uréia (Tabela 9) e de incremento de uréia (Figura 5). Foi observada
também diferenca na concentracdo de uréia sérica entre os periodos pds-prandiais de
ingestdo dos alimentos. A partir de uma hora da ingestdo do alimento, houve aumento
das concentragBes deste metabolito no sangue, sendo este, um comportamento
fisiologico esperado ap6s a alimentacdo. MATSUOKA et al. (1990) citado por
ZENTEK (2002 verificaram em Beagle, que a ingestdo de lactulose diminuiu a absor¢éo
de compostos nitrogenados, resultando na reducdo das concentracGes sanguineas de
amonia na circulacdo portal. Neste estudo, acredita-se que a reducdo da uréia sérica dos
animais que consumiram dietas contendo prebidticos antes ou apos a extrusdo tenha
ocorrido devido a reducdo na formacdo intestinal de amonia e na sua posterior absor¢édo
intestinal. Uma vez que a ingestdo de proteina tenha sido a mesma entre os tratamentos
e que a digestibilidade desta proteina também n&o tenha diferido, esta hipdtese é a mais
provavel, visto pela reducdo no pH fecal dos animais que consumiram os prebioticos
MOS/FOS, que por sua vez reduz a formacdo e absorcdo intestinal de amonia
(CUMMINGS, 1976).

40 1
—@— Controle

-B- MOS/FOS antes

A+ MOS/FOS apés

Incremento de uréia sanguinea (mg/dL)

[0] T T T T T T

(0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
tempo (h)

Figura 5 — Incrementos de uréia sérica pds-prandial dos cdes alimentados com dieta controle e
com inclusdo da mistura dos prebidticos antes ou ap0s a extrusao
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A reducdo na formacdo de amonia por bactérias no intestino € importante para
manter o pH intestinal mais baixo, favorecendo o estabelecimento de bactérias benéficas
em detrimento das potencialmente patogénicas e fermentadoras de proteinas.
Atualmente, sabe-se que alguns produtos de fermentacdo protéica, quando em excesso,
contribuem com o desenvolvimento de disturbios inflamatorios intestinais e cancer de
célon. Uma vez que os alimentos para cées e gatos apresentam elevadas concentragdes
de proteina, os prebidticos podem trazer beneficios, devido a producdo de AGCC e
manutencdo da microbiota potencialmente patogénica controlada (SEGAIN et al., 2000;
HAMER et al., 2008). Outro beneficio dos prebioticos verificado neste estudo foi a
possivel reducdo na absorcdo intestinal de amonia e, conseqlientemente, nas
concentragOes séricas de uréia. Este achado é importante para a nutricdo clinica, uma
vez que na insuficiéncia hepéatica ou nos shunts porto-sistémicos, a prevencdo da
toxicidade da amdnia é um dos objetivos do tratamento clinico, conseguido por meio da
restricdo protéica e com o uso da lactulose (HAND, 2010). E possivel que os MOS e
FOS também apresentem beneficios neste sentido. Em outros distdrbios, como na
insuficiéncia renal crénica, um dos objetivos do tratamento é prevenir o acumulo de
uréia no organismo (HAND, 2010) e desta forma os prebidticos também podem
apresentar beneficios. A aplicacdo dos prebioticos pela industria é facilitada quando
empregada na massa da racdo, antes da extrusdo. No entanto, é possivel que o
processamento térmico durante a extrusdo (110-130 °C) e secagem (aproximadamente
100 °C) possam modificar a atividade bioldgica deste ingrediente. BOURNET (1996)
verificou que acima de 135 °C sdo verificadas perdas significativas de inulina no
processamento. No entanto, este autor verificou ainda que estas perdas ocorrem apds,
aproximadamente, 5 minutos do alimento nesta faixa de temperatura. A extrusdo na qual
os alimentos para cdes sdo submetidos, embora apresente elevadas temperaturas, o
mesmo permanece apenas por alguns segundos nestas condigdes, 0 que provavelmente
tenha preservado a estrutura dos prebidticos. Desta forma, neste estudo ndo foi
verificado efeito do processamento sobre o efeito bioldgico dos prebidticos MOS e FOS

associados.
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Conclusoes

A utilizacdo de prebidticos na dieta ndo altera os CDA dos nutrientes e
EMA.Também ndo afeta as concentracbes de amonia fecal e balanco de nitrogénio,
porém as concentracdes de uréia sérica pos-prandial sdo reduzidas com a ingestdo de
prebioticos.Os prebidticos nas dosagens empregadas neste estudo, ndo alteram as
concentracfes de AGCC das fezes, porém reduzem o pH fecal.O processo de extrusdo
ndo modifica os efeitos bioldgicos dos prebiodticos sobre os parametros avaliados nos

caes.
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