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RESUMO

Prebidticos e probidticos tem sido largamente utilizados na industria de pet food,
principalmente com a fungdo de melhorar a saude intestinal e aumentar a longevidade
de cédes. Prebiotico € um ingrediente alimentar ndo digestivel pelas enzimas do intestino
delgado que beneficia o organismo por estimular seletivamente o crescimento e/ou
atividade de determinadas bactérias no colon, promovendo a saude do hospedeiro. Ja
0s probidticos, sdo produtos constituidos por microrganismos vivos que, uma vez
introduzidos no organismo animal influenciam beneficamente o hospedeiro por meio da
melhoria do balango microbiano intestinal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a inclusdo de levedura autolisada ou Bacillus subtilis em dietas de cées. No
experimento | foram utilizadas as seguintes dietas: controle, sem adi¢cdo de levedura
(CO); Dieta CO + 1% de levedura autolisada adicionada na massa (1%M) e Dieta CO +
1% de levedura autolisada adicionada por cobertura (1%C). Para digestibilidade e
produtos de fermentagao intestinal, foram utilizados 15 cdes adultos da raga Beagle,
distribuidos inteiramente ao acaso, com 5 repeticdes por tratamento. Os cées foram
alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais (n=5), sendo 25 dias de
adaptacao e 5 dias de coleta total de fezes. No teste de preferéncia alimentar foram
utilizados 16 caes e realizados as seguintes comparagdes: CO vs 1%M; CO vs 1%C e
1%M vs 1%C. Cada teste foi realizado por um periodo de 2 dias, totalizando 32
repeticbes. Houve maior numero de primeiras escolhas para a dieta 1%C, em relagao as
demais dietas (P<0,05). Para a razado de ingestao, nos testes entre os tratamentos CO
vs 1%M e CO vs 1%C os cédes consumiram maior quantidade da dieta CO e 1%C
(P<0,01), respectivamente. No experimento |l, dezesseis cdes Beagle adultos foram
distribuidos aleatoriamente (n = 8) para um dos dois tratamentos dietéticos por 33 dias:
controle (sem probiético) e probidtico (B. subtilis C-3102, 1 x 106 UFC / g de dieta). Nao
houve diferenga entre os coeficientes de digestibilidade aparente do trato total (CTTAD)
e a energia metabolizavel (EM) das dietas (P> 0,05). Da mesma forma, ndo houve
diferencas para o pH fecal e acido sialico (P> 0,05). No entanto, maior escore fecal (P
<0,001), conteudo de matéria seca (P = 0,021) e concentragao de acido propidnico (P =
0,039) e menor odor fecal (P <0,001) e aménia (P = 0,037) foram observados em caes
alimentados com probiotico. O sequenciamento do gene 16S rRNA revelou que a adigao
de B. subtilis alterou a microbiota intestinal de caes. Alteragbes proporcionais da
microbiota intestinal entre os grupos foram detectadas em quatro filos principais e 13
géneros de bactérias (P <0,05). A diversidade bacteriana do intestino foi maior (P =
0,021) em cées alimentados com probiético. Dessas mudangas, o interesse particular foi
a maior abundancia de Faecalibacterium em caes alimentados com probiético, que &
considerado como tendo efeitos benéficos sobre a saude intestinal. A inclusao de 1%
de levedura autolisada em cobertura aumenta a palatabilidade de alimentos destinados
a caes em relacao a dieta controle. Ja a incluséo de 33 g/tonelada de B. subtilis na dieta
aumenta a consisténcia e o acido propiénico fecal e reduz a aménia e o odor das fezes
dos céaes. Ainda, altera a microbiota intestinal, mas nao afeta a digestibilidade dos
nutrientes e energia da dieta.

Palavras chave: Bacillus subtilis, Levedura autolisada, Microbiota, Saude intestinal.



ABSTRACT

Prebiotics and probiotics have been widely used in the pet food industry, mainly with the
function of improving intestinal health and increasing the longevity of dogs. Prebiotic is a
food ingredient not digestible by small intestine enzymes that benefits the body by
selectively stimulating the growth and/ or activity of certain bacteria in the colon,
promoting the health of the host. Probiotics are products composed of living
microorganisms that, once introduced into the animal organism, beneficially influence the
host by improving the intestinal microbial balance. Thus, the objective of this work was to
evaluate the inclusion of autolysed yeast or Bacillus subitilis in dog diets. In the experiment
| the following diets were used: control, without addition of yeast (CO); Diet CO + 1% of
autolysed yeast added in the mass (1% M) and Diet CO + 1% of autolysed yeast added
by coverage (1% C). For digestibility and intestinal fermentation products, 15 adult beagle
dogs were used, randomly distributed with 5 replicates per treatment. Dogs were fed for
30 days with experimental diets (n = 5), 25 days of adaptation and 5 days of total collection
of feces. In the food preference test, 16 dogs were used and the following comparisons
were made: CO vs 1% M; CO vs 1% C and 1% M vs 1% C. Each test was performed for
a period of 2 days, totaling 32 replicates. There were more first choices for the 1% C diet,
in relation to the other diets (P <0.05). For the intake ratio, in the tests between CO
treatments vs 1% M and CO vs 1% C the dogs consumed higher amounts of the diet CO
and 1% C (P <0.01), respectively. In the experiment Il, sixteen adult Beagle dogs were
randomly assigned (n=8) to one of the two dietary treatments for 33 days: control (no
probiotic) and probiotic (B. subtilis C-3102, 1 x 108 CFU/g diet). There was no difference
between the coefficients of total tract apparent digestibility (CTTAD) and metabolisable
energy (ME) of diets (P > 0.05). Likewise, there were no differences for faecal pH and
sialic acid (P > 0.05). However, greater faecal score (P < 0.001), dry matter content (P =
0.021) and propionic acid concentration (P = 0.039) and lower faecal odor (P < 0.001)
and ammonia (P = 0.037) were observed in dogs fed with probiotic. The 16S rRNA gene
sequencing revealed that the addition of B. subtilis altered gut microbiota of dogs.
Proportional changes of gut microbiota between groups were detected in four major phyla
and 13 genera of bacteria (P < 0.05). Gut bacterial diversity was greater (P = 0.021) in
dogs fed probiotic. Of these changes, particular interest was the greater abundance of
Faecalibacterium in dogs fed probiotic, which is considered to have beneficial effects on
gut health. The inclusion of 1% of autolysed yeast in cover increases the palatability of
foods destined to dogs in relation to the control diet. Already the inclusion of 33 g/ tonne
B. subtilis in the diet increases the consistency and the fecal propionic acid and reduces
the ammonia and the odor of the feces of the dogs. Still, it alters the intestinal microbiota,
but does not affect the digestibility of nutrients and dietary energy.

Key words: Bacillus subtilis, Auto immune yeast, Microbiota, Intestinal health.
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CAPITULO | - CONSIDERAGOES GERAIS

1 - INTRODUGAO

As dietas comerciais destinadas a cides e gatos estdo cada vez mais especificas
quanto as ragas, animais castrados, obesos, com alguma patologia ou até mesmo para
animais de companhia que vivem dentro de casa. No geral, o que pode diferenciar estas
dietas é a inclusao de diferentes aditivos, por isso, a inclusdo destes ingredientes tem
sido cada vez mais importante na industria de pet food.

De acordo com a instrugdo normativa 44/2015, aditivos sao substancias,
microrganismos ou produtos formulados e adicionados intencionalmente aos alimentos,
que nao sao utilizados normalmente como ingredientes, tenham ou n&o valor nutritivo e
que melhorem as caracteristicas dos produtos destinados a alimentagdo animal,
melhorando o desempenho dos animais sadios e atendendo as necessidades
nutricionais.

Em alimentos completos destinados a caes, os aditivos sao largamente utilizados
e apresentam diversas fungbes, como para a conservacao das dietas e melhoria do
aspecto em relacao a textura, cor e sabor. Ainda, os aditivos podem melhorar a saude,
bem-estar e longevidade dos animais de companhia. Estes ultimos se enquadram ao
grupo de aditivos zootécnicos, os quais englobam substancias conhecidas como
“alimentos funcionais” e sdo os mais estudados.

No Brasil, no minimo 60,9% das dietas secas extrusadas para caes utilizam
aditivos para melhorar a saude intestinal e/ou caracteristicas fecais dos animais (FELIX
et al., 2013). Entre eles, destacam-se os pré e probioticos, os quais podem inibir
microrganismos patogénicos e apresentar efeito imunomodulador, além de melhorar a
saude intestinal de caes e gatos.

Segundo Gibson e Roberfroid (1995), prebidtico € um ingrediente alimentar ndo
digestivel pelas enzimas do intestino delgado que beneficia o organismo por estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de determinadas bactérias no célon,
promovendo a saude do hospedeiro. A parede de levedura autolisada pode ser utilizada

como prebidtico, ja que, apresenta grande quantidade de mananoligossacarideos
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(MOS). Este oligossacarideo, pode ser fermentado no intestino de caes e reduzir a
quantidade de bactérias patogénicas no intestino, (SWANSON et al., 2002).

Ja os probidticos, sao produtos constituidos por microrganismos vivos que, uma
vez introduzidos no organismo animal influenciam beneficamente o hospedeiro por meio
da melhoria do balango microbiano intestinal (FULLER, 1989). O Bacillus subtilis € um
exemplo de probidtico. Esta bactéria apresenta maior resisténcia e estabilidade durante
o0 armazenamento do alimento e no sistema gastrintestinal, pois € comercializada em sua
forma esporulada (BIOURGE et al., 1998). Assim, pode apresentar maior capacidade de
colonizar o intestino dos caes.

Desta forma, serdo discutidos nesta revisdo os principais aspectos do uso de

prebioticos e probidticos na nutricdo e saude intestinal de caes.

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MICROBIOTA INTESTINAL DE CAES

O primeiro sistema em varias espécies animais que é habitado por bactérias € o
gastrointestinal (DENG; SWANSON, 2015). O intestino da maioria dos mamiferos é
estéril ao nascimento, sendo rapidamente colonizado principalmente pelo contato
materno (FAHEY et al., 2008).

A microbiota intestinal tem importancia na digestdo e metabolismo do hospedeiro,
sendo fundamental para manter a saude geral do organismo. Pois apresentam defesas
contra patogenos, como producdo de substancias antimicrobianas, controle das
concentragdes de oxigénio, competicdo por nutrientes e pH (NRC, 2006). Os
microrganismos sao muito abundantes em mamiferos, sua populagédo é cerca de 10
vezes maior que o numero de células que o hospedeiro tem (GIBSON; ROBERFROID,
1995). Os filos predominantes de bactérias no trato gastrointestinal canino séo Firmicutes
(47,7%), Proteobacteria (23,3%), Fusobacteria (16,5%) Bacteroidetes (12,4%), e
Actinobacteria (1%). Dados estes encontrados com a metodologia do gene 16S rRNA
para encontrar estes géneros em fezes de caes (DENG; SWANSON, 2015).

Outros géneros como Clostridium predominam principalmente no duodeno e no

jejuno, mas também podem ser bastante abundantes no ileo e c6lon (SUCHODOLSKI
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et. al., 2008), enquanto Fusobacteria e Bacteroides sdo encontrados em maior
quantidade no ileo e célon (HAND et al., 2013). Os lactobacilos estao presentes em todo
o intestino do cao, entre eles o Lactobacillus acidophilus € dominante (TANG et al., 2012).
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus salivarius geralmente
sdo encontrados no intestino de caes saudaveis (BEASLEY et al., 2006).

Entre as espécies bacterianas, a Faecalibacterium prausnitzii € abundante na
microbiota intestinal humana e animal de individuos saudaveis e representa mais de 5%
das bactérias totais no intestino (MIQUEL et al., 2013). Esta espécie é responsavel pela
producao do acido graxo de cadeia curta (AGCC), com destaque ao butirato, o qual pode
ser uma importante fonte de energia aos colonécitos (BJERRUM et al., 2006).

De acordo com Honneffer et al. (2014), varios estudos tém demonstrado
diferengcas na microbiota intestinal entre cdes saudaveis e com disturbios
gastrointestinais. Em estudos analisando a microbiota intestinal de caes com inflamacao
intestinal crénica, foram observados aumento nos seguintes filos e géneros bacterianos:
Proteobacteria, organismos semelhantes a Escherichia coli (XENOULIS et al., 2008) ou
Pseudomonas (SUCHODOLSKI et al., 2010) e consequente redugdo dos géneros
Firmicutes e Bacteroidetes.

2.1.1 Produtos da fermentacgao intestinal

A microbiota intestinal pode fazer a fermentacdo de alguns nutrientes que nao
foram absorvidos no lumen intestinal, como aminodacidos livres e carboidratos, formando
outros compostos. Entre estes compostos estdo sendo bastante estudados aminas
biogénicas e os acidos graxos de cadeia ramificada (AGCR), que em excesso podem
caracterizar uma microbiota ndo tdo saudavel, além de piorar o odor fecal (HUSSEIN et
al., 1999). Entretanto, ha alguns compostos produzidos pelas bactérias que podem ser
interessantes para melhorar a saude geral deste animal de companhia. Um exemplo
disso séo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente os acidos acético,
butirico e propidnico.

O alimento que o cao ingere pode tanto beneficiar a saude intestinal com a
producédo de AGCC quanto desenvolver compostos putrefativos, associados a processos

de inflamacéo intestinal. Dietas com altas concentra¢des de proteina parecem favorecer
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o crescimento de bactérias patogénicas como o Clostridium perfringens, além da reducao
de bactérias nao-patogénicas (ZENTEK et al., 2003). A fermentagédo de aminoacidos nao
digeridos resulta na formacgéo de varios compostos putrefativos como fendis, indois,
amonia, AGCR, e aminas biogénicas (HENDRIKS et al., 2012).

Em contrapartida, a inclusdo de prebidticos e probidticos pode favorecer o
aumento populacional de bactérias ndo-patogénicas e consequentemente a producao
dos AGCC. A inclusao de L. fermentum aumenta a populacao de bactérias acido laticas,
reduz a producédo de Clostridium spp. e alguns géneros bacterianos gram-negativos
(STROMPFVA et al., 2017). Strompfva et al. (2015), observaram aumento nas
concentragdes de acido propriénico com a inclusao de L. fermentum combinado com
clolofilina. O mesmo foi obervado por Swanson et al. (2002) com a inclusao de
Lactobacillus acidophilus e frutooligossacarideos (FOS) em dietas para caes. Estudo in
vitro realizado por Vickers et al. (2001) constataram aumento da concentragcao de AGCC
nas fezes de caes alimentados com diferentes fontes de inulina.

As aminas biogénicas mais conhecidas sao: feniletinamina, tiramina, triptamina,
histamina, putrescina, espermina, espermidina, agmatina e cadaverina. Os principais
fatores que pode desencadear a formacao destes compostos nos alimentos sédo a
disponibilidade de aminoacidos livres, sinergismo entre as aminas, e presencga de alguns
microrganismos (SHALABY et al., 1996). Espécies de bactérias acido laticas como
Lactobacillus, Enterococcus e Canobacterium sado responsaveis pela producao de
tiamina. Foram relacionadas ao género Lactobacillus a formagéao de tiramina, triptamina,
feniletinamina, cadaverina e putrescina. Além disso, os Enterococcus foram ligados a
fermentacéo de tiramina e fenitilamina e Enterobacteriaceae a cadaverina e putrescina
(BOVER-CID; HOLZAPFEL, 1999).

Os AGCC em geral, possuem capacidade antibactericida contra bactérias
sensiveis ao pH acido (KNARREBORG et al., 2002) e sdo capazes de reduzir o pH
intestinal do hospedeiro. Duas caracteristicas para a reducéo de bactérias com potencial
patogénico. Estes compostos sdo produtos da fermentagdo dos carboidratos por parte
de algumas bactérias (PINA et al., 2014). Os acidos propiénico e acético sao absorvidos,
entram na corrente sanguinea e tem como principal fungcéo serem fonte de energia extra

para o hospedeiro. Ja o acido butirico € a principal fonte de energia para os colonécitos,
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importante regulador do crescimento e diferenciagcao celular (NRC, 2006). Os AGCC
podem suprir em até 7% a energia basal em caes (HERSCHEL et al., 1981) e 0 aumento
do acido propidnico pode reduzir a lipogénese, os niveis séricos de colesterol e a
carcinogénese no célon (HOSSEINI et al., 2011).

Strompfova et al. (2012) relataram aumento de acido butirico e valérico nas fezes
de caes alimentados com dieta contendo 2 g de Lactobacillus fermentum. As espécies
do género Bacteroides sao capazes de produzir o propibnato através do succinato
(SCOTT et al., 2006). Propst et al. (2003) observaram aumento das concentragdes dos
acidos acético, butirico e propiénico com a inclusao de 3, 6 e 9 g/kg de inulina em dietas
para caes. Beloshapka et al. (2012) obtiveram resultados parecidos com a incluséo de
5, 10 e 15g/kg de polidextrose nas dietas de cdes em que foi observado aumento nos
acidos acético, propionico e nos AGCC totais. Desta forma, é possivel observar que a
inclusdo de pré e probidticos pode estimular a produgdo de AGCC e assim melhorar a

saude intestinal de caes.

2.2 PREBIOTICOS

Embora o termo “prebiotico” tenha sido adotado somente em 1995 (GIBSON &
ROBERFROID, 1995) os estudos sobre eles sdo bem mais antigos. Na década de 50, a
descoberta de que o leite humano possui compostos que atuam como inibidores de
adesado de bactérias patogénicas na superficie epitelial (posteriormente identificado
como lactulose) e potencializam o crescimento das populagbes de bifidobactérias e
lactobacillus, aliviando os sintomas de encefalopatia hepatica em bebés (NICOLI;
VIEIRA, 2000) o que incentivou outras exploragdes sobre o efeito do consumo de
compostos nao digestiveis na microbiota intestinal (FARNWORTH et al., 1992).

Para manter os animais de produgdo com equilibrio benéfico da microbiota do
trato gastrointestinal e diminuir a mortalidade, os principais produtos adicionados na
nutricdo animal foram os antibidticos e quimioterapicos. Estes quando utilizados em
doses subterapéuticas também tinham utilidade como promotores de crescimento
(SALYERS, 1999). Crescentes estudos afirmam que estes produtos estdo tornando-se

ineficazes, pois sao responsaveis pelo aumento da resisténcia de bactérias patogénicas
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aos tratamentos com antibidticos na alimentagcéo animal e humana (SPRING, 1999).
Desde o ano de 2004 alguns antibiéticos e quimioterapicos deixaram de ser utilizados
como promotores de crescimento, quando foram proibidos pela instrugdo formativa n°
11, de 24 de novembro de 2004 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2004).

Os prebidticos vém sendo utilizados como alternativa aos promotores de
crescimento para animais de produg¢ao, com o objetivo de manter o equilibrio benéfico
da microbiota intestinal, especialmente em animais jovens ou em condi¢gao de estresse
(SILVA; NORNBERG, 2003). Desta forma, o0 uso e pesquisa destes aditivos estdo sendo
intensificados, ja que ndo causam nenhum prejuizo a saude, além de poder aumentar a
quantidade de microrganismos benéficos, melhorar o sistema imunolégico e ainda
melhoram a qualidade das fezes nos céaes.

Para um aditivo zootécnico ser caracterizado como prebidtico, ele precisa ser
pouco fermentavel por bactérias localizadas na boca, incapacidade de digestao por parte
do hospedeiro, ndo ser absorvivel pelo intestino delgado, além de ser possivelmente
fermentavel por microrganismos benéficos (CRITTENDEN; PLAYENE, 2009). Estes
podem ser oligossacarideos, carboidratos de cadeia curta. Como exemplos de
oligossacarideos utilizados como prebidticos pode-se citar os glicoligossacarideos
(GOS), lactoligossacarideos, xiloligossacarideos (XOS), frutoligossacarideos (FOS) e
mananoligossacarideos (MOS). Alguns ingredietes podem ser usados como fontes de
prebioticos, entre eles destaca-se a parede celular de levedura a qual apresenta
quantidade consideravel de MOS em sua composigao.

A utilizacao de prebidticos na industria pet food tem sido bastante difundido nos
ultimos anos, ja que a utilizagdo destes aditivos traz varios beneficios a saude. Dentre
estes, cabe citar a modulacdo da microbiota intestinal, a qual pode reduzir o risco de
cancer de colon, melhorar a absor¢gdo de calcio e auxiliar no metabolismo lipidico
(ROBERFROID, 2002). O uso de alguns prebidticos como a inulina e os
oligossacarideos, por exemplo, podem estimular o sistema imunoldgico e reduzir os
niveis de bactérias no intestino, resultando em diminuigao do risco de doencas e melhora
na saude em geral (KAUR; GUPTA, 2002).
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Por isso, estes aditivos tornam-se muito importantes principalmente na dieta de
animais de companhia. Ja que seus tutores esperam que estes animais tenham maior
longevidade com saude, pois muitas vezes sao considerados membros da familia. Entre
os prebidticos mais utilizados para caes destacam-se os oligossacarideos: FOS, MOS e
GOS, além das suas fontes como a parede celular de levedura e a inulina. As fibras
também podem ter efeito prebidtico dependendo do nivel de fermentacéo no intestino.

A levedura é uma célula eucarionte e € utilizada no campo das ciéncias, medicina
e biotecnologia (OSUMI, 1998). Os carboidratos presentes representam cerca de 45 a
55% da composigéo da sua composigéo, sendo 33% de trealose, 27% de glucanos, 21%
de mananoligossacarideos e 12% de glicogénio (BATTISTI et at., 1985). Entre estes
compostos, destacam-se os [3-glucanos e MOS, os quais podem reduzir a colonizagao
de bactérias patogénicas no intestino (CAMPOS NETO, 1987), tendo assim, funcao
prebidtica. A levedura integra é obtida através da fermentagdo anaerdbica do melago ou
do caldo de cana, durante o processo de produgao do alcool, coletada via centrifugagao
ou via fundos das dornas de fermentagado. Posteriormente, este material € submetido a
secagem (ZANUTTO et al., 1999).

A levedura autolisada é extraida através da indugdo de autodigestdo ou
rompimento mecanico (ASSIS, 1996). Quando acontece a separacao entre a parede de
levedura e o extrato, a maior parte dos carboidratos esta presente na parede da levedura,
onde é extraido o MOS e o B- glucano. Além da inclusdo de MOS, a industria pet food
também tem realizado a inclusdo da parede de levedura autolisada com funcéo
prebidtica ou nado. Ja que, além desta funcdo, a utilizacdo de leveduras pode ser
interessante para o aumento da palatabilidade, como fonte de nutrientes, para melhorar
a textura, digestibilidade da dieta e para melhorar a saude e bem-estar do animal
(SWANSON; FAHEY, 2006).

A levedura autolisada apresenta em sua composi¢ao cerca de 29 a 64% de -
glucanos, 31% de mananoligossacarideos, 13% de proteina, 9% de lipidios e de 1 a 2%
de quitina. Entretanto, a composicao pode variar de acordo com as condi¢des de cultivo
e obtencao do levedo (JAEHRING et al., 2008). Por apresentar altas concentragbes de
B- glucanos e MOS, a levedura autolisada pode ser uma boa fonte prebidtica na

alimentacao de caes.
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Os MOS sao moderadamente fermentados no intestino de caes, por isso,
apresentam produgdo moderada de AGCC (VICKERS et al., 2001) e também podem
aumentar a populagao de bactérias ndo patogénicas no intestino, como os Lactobacillus.
Em relacao as caracteristicas fecais, este prebiotico pode reduzir os niveis de amdnia (o
que resultaria em fezes menos fétidas), maior matéria seca e escore fecal (FELIX et al.,
2009; ZENTEK et al., 2002). Entretanto, sua inclusdo pode reduzir a digestibilidade da
dieta, ja que o MOS pode ser capaz de aglutinar e ligar-se as proteinas tornando-as
menos digestiveis no intestino delgado (SWANSON et al., 2002), sendo interessante
para dietas destinadas a caes obesos.

Ja os [B- glucanos provenientes da levedura, funcionam como agentes
imunomoduladores (EL KHOURY et al., 2012). Isso ocorre pelas interagdes especificas
do B- glucano com varias células imunocompetentes (MEDZHITOV; JANEWAY JUNIOR,
2000). Os B- glucanos agem por estimulacao do sistema imune e desencadeiam acdes
que podem ter efeito benéfico contra varias bactérias, virus e fungos (Mantovani et al.,
2008). Avaliando os [3- glucanos com administragao oral em céaes, Stuyven et al. (2010),
relataram efeitos sobre a imunidade humoral, com o aumento de IgM sérica e redugao
de IgA no soro e nas mucosas. Zaine, (2010), realizou a suplementagéo de 0,015% de
B- glucanos em dieta extrusada para caes e observou aumento nas subpopulagbes
linfocitarias e céluas T citotoxicos e linfocitos B, além de aumento na resposta de
hipersensibilidade tardia a inoculagao da vacina polivalente e aumento na producéo da
citocina TNF- a em sobrenadante de cultura celular de mononucleares de sangue
periférico.

A adicdo de 1,4% de parede de levedura pode aumentar a concentragdo de
acetato e dos AGCC totais no intestino, por causa do poder de fermentacao e modulagao
da microbiota do MOS contido em sua parede (BELOSHAPKA et al., 2012). A parede
de levedura pode ter varios efeitos benéficos como imunomodulador e aumento da
palatabilidade da dieta (FLEMMING, 2005).

Em relacédo a digestibilidade da dieta, a adigdo de 0,25% de parede celular de
levedura em alimentos completos para caes adultos pode aumentar a digestibilidade ileal
dos nutrientes (MIDDELBOS et al., 2007b). De acordo com os autores, isso aconteceu

porque devido a redugdo da capacidade de fermentacédo e de substrato chegando no
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intestino grosso. A suplementagao da parede de levedura pode aumentar a viscosidade
da dieta e desta forma, reduzir a taxa de passagem no intestino delgado. Com o quimo
exposto por mais tempo neste ambiente rico em enzimas, a digetibilidade do alimento
tente a aumentar. Quando analisada a digestibilidade total, esta foi reduzida quando foi
suplementado a mesma quantidade da parede celular de levedura. Esta reducéo pode
ter acontecido pelo aumento das populagdes bacterianas no intestino canino.

Os MOS apresentam mecanismo de acao para reduzir a populagdo microbiana
patogénica no intestino de caes através da exclusdo competitiva (STRICKLING et al.,
2000). Este prebidtico age como receptor analogo das fimbrias tipo 1, reduzindo a
colonizagao de patdgenos com estes sitios de ligacédo e/ou ligando-se a microrganismos,
como Salmonella sp. e E. coli. Desse modo, estas bactérias patdgenas sédo carreadas
para fora do hospedeiro (SPRING et al., 2000).

Isso acontece porque os mesmos receptores de ligagao do MOS também séo os
receptores de bactérias com potencial patogénico. Dessa forma, o MOS reduz os sitios
de ligacao destas bactérias e/ou as bactérias podem ligar-se ao MOS, as quais seréao
carreadas para fora do hospedeiro. Por esta razdo, estes microrganismos nao
conseguem se fixar no intestino. Esta caracteristica foi observada por Middelbos et al.
(2007b), os quais observaram redugao de E. coli nas fezes de caes alimentados com
dietas contendo parede de levedura.

Em geral, a suplementacgao prebidticos, como a levedura autolisada por exemplo,
nas dietas destinadas a cdes pode melhorar a saude intestinal destes animais, pois tem
a capacidade de aumentar a populagdo de algumas bactérias benéficas como
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., além do aumento na producdo de AGCC e
acido latico. Esta inclusdao também pode ser benéfica para o sistema imunoldgico.
Entretanto, estes beneficios sdo mais visiveis quando o animal esta passando por algum
desafio, pois neste caso, o nivel de microbiota saudavel geralmente € menor (PATRA,
2011).

2.3 PROBIOTICOS

Os probidticos ja sao utilizados ha muito tempo na alimentagdo. Em 1907, a Teoria

de Metchnikoff (Teoria da Longevidade) mostrou a importancia dos lactobacilos para a
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saude do homem. Por isso, encontramos atualmente produtos contendo probidticos em
todo o mercado mundial. Lilly e Stillwell (1965) foram os primeiros a utilizar o termo
probiotico, verificando a agédo de microrganismos como promotores de crescimento.

A década de 70 foi marcada pelo inicio do uso de um probidtico para fim animal,
o0 Lactobacillus acidophilus. Este fato culminou com a preocupacao, por parte das
autoridades e 6rgaos de saude animal internacionais, com as ragdées animais contendo
antibidticos. A preocupacdo resultou na interdicdo do uso de algumas dessas
substancias alegando que a eficacia desses componentes poderia ser diminuida quando
utilizados em humanos, se administradas continuamente em animais.

Existem varias definicbes para probidtico, ao longo dos anos varios autores o
descreveram. Foi inicialmente descrito por Lilly e Stiilwell (1965), como substancias
produzidas por protozoarios que estimulavam outras substancias. Em 1974, Parker
definiu probiético como microrganismos, como bactérias e leveduras, que podem ser
adicionadas a dieta com o propdésito de regular a microbiota intestinal, sendo esta
definicdo a mais consagrada atualmente.

Segundo Schrezenmeir Vrese (2001), probidtico designaria preparagbes ou
produtos que contém microrganismos viaveis definidos e em quantidades adequadas,
que alteram a microbiota propria das mucosas por implantagdo ou colonizagdo de um
sistema do hospedeiro, e que produzem efeitos benéficos a sua saude.

O uso de probidticos pode ser justificado pelo auxilio a manutengdo da microbiota
benéfica no intestino. As caracteristicas essenciais para um microrganismo ser
considerado probiético sdo: sobreviver, crescer e se fixar ao epitélio intestinal, enfrentar
condigdes adversas, como a produgao de sais biliares, sucos gastrico, pancreatico e
entérico, colonizar o intestino e ter capacidade antagbnica as bactérias prejudiciais
(FERNANDES et al., 2000).

2.3.1 Probidticos na nutricao de caes

A utilizagdo de probidticos pode inibir o crescimento de microrganismos com
potencial patogénico no intestino e, desta forma, reduzir a produgdo de compostos

toxicos, como a amoénia e aminas biogénicas (CAPELLI et al., 2016). Desse modo, além
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de contribuir com a saude do organismo, pode reduzir o odor fecal, o que € bastante
desejavel pelos tutores de caes.

Entre os probidticos utilizados pela industria de alimentos para animais de
companhia, destaca-se o uso de bactérias do género Bacillus. Essas bactérias
apresentam maior resisténcia e estabilidade durante o armazenamento do alimento e no
sistema gastrintestinal, pois sdo comercializadas em sua forma esporulada (BIOURGE
et al., 1998). Assim, apresentariam maior capacidade de chegarem viaveis no intestino
dos caes.

Estas bactérias sdo consideradas aerdbias e podem ser produtoras de acido latico
(KOSAZA, 1989). Este tipo de bactéria € considerado como flora transitoria, ja que nao
se estabelecem no intestino, enquanto bactérias anaerébias como as do género
Lactobacilos e Bifidobacteria s&o considerados constituites da flora intestinal
(MITSUOKA et al., 1978).

A utilizacdo do B. subtilis em alimentos extrusados € altamente viavel, ja que este
microorganismo tem a capacidade de esporulagdo. Desta forma, pode apresentar
estabilidade por mais tempo nas dietas comerciais destinadas a caes. Além disso,
também sao estaveis quando estdo no estomago e n&o séo susceptiveis a agdo do acido
cloridrico (KOSAZA, 1989). Por causa deste mecanismo o B. subtilis consegue alcangar
o intestino sem perder a sua eficacia.

Em estudo realizado para verificar a viabilidade do B. subtilis no processo de
extrusao, foi observada a redugao de 99% do probidtico na dieta. Quando o foi aplicado
um po6 de revestimento, 60% dos microorganismos sobreviveram. Estas perdas podem
ter ocorrido devido aos esporos aprisionados dentro da fracéo lipidica da dieta. Mesmo
com esta perda, o revestimento em p6 pode ser eficiente para adicionar o B. subtilis a
dieta antes da extrusdao. Apds o processamento, as dietas foram acompanhadas pelo
periodo de 12 meses e constatou-se a perda de 25% ao longo deste periodo. No mesmo
estudo foram realizadas mensuracgdes para observar se o B. subtilis permaneceu vivo no
trato gastrointestinal de caes. Os primeiros microorganismos observados nas fezes
foram em um periodo de 24 horas apds a primeira alimentagao e atingiram um platé de
2 a 4 dias. Ap6s a retirada da dieta com o probiético, este desapareceu das fezes 3 dias

apos a ultima alimentagcdo com o microorganismo. Levando em consideragdo estes
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resultados é possivel observar que o B. subtilis sobrevive e chega até o inestino, porem
a sua suplementagao deve ser continua (BIOURGE et al., 1998).

Felix et al. (2010), relataram que a inclusao de 0,01% de Bacillus subtilis em
alimentos para caes adultos reduz as concentragdes de amdnia nas fezes. Isso pode ter
acontecido pela redugdo da microbiota com potencial patogénico pela inclusdo deste
probidtico. Entretanto, os autores ndo observaram reducdo de pH e isto pode ter
acontecido pois o Bacillus subtilis tem uma fermentacéo limitada em relagdo a outras
bactérias, como por exemplo o género Lactobacillus.

O mesmo probidtico foi suplementado em cées filhotes com diarreia e Paap et al.
(2016) observaram melhora no quadro clinico. A administracdo de 0,5g/100g da dieta
baseada na matéria seca de Bacillus subtilis também deixou as fezes menos fétidas e
reduziu a quantidade de gases no intestino. Estes autores também correlacionam esta
melhora a alteragao que o B. subitillis pode ter realizado na microbiota intestinal. Ja que,
a melhora nas caracteristicas fecais pode indicar boa saude intestinal nos caes. A
interacao entre Bacillus amyloliquefaciens e Enterococcus faecium também foi capaz de
reduzir as populagdes patogénicas, como clostridios no intestino de cdes (GONZALES-
ORTIZ et al., 2013).

Outro probidtico muito estudado em nutrigdo de caes € o género Lactobacillus. A
suplementacao de 2g de L. fermentum pode ser benéfico para a saude intestinal de caes,
ja que pode reduzir a populagdo de bactérias do género clostridium e desta forma
prevenir doengas como as causadas por C. difficile ou C. perfringens. Esta redugéo pode
ser impacto do aumento da produgao de alguns AGCC (acidos acético, propidnico e
butirico) e acido lactico pelas bactérias ndo patogénicas, o que também fez com que
houvesse redugdo no pH fecal (STROMPFOVA et al., 2012). Além disso, a inclus&o de
L. fermentum nas dietas para caes pode melhorar a consisténcia fecal de animais com
diarreia, estimulo do sistema imune e a modulagado da microbiota (STROMPFOVA etal.,
2017).

Existem algumas teorias de como os probidticos agem em beneficio do
hospedeiro. Uma delas é em relacédo a competicdo por sitios de ligagdo. Neste caso,

estes microrganismos apresentam receptores ou pontos de ligagdo na mucosa intestinal
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e com esta ligagcao formam uma barreira que impede a ligagao de bactérias patogénicas,
que acabam sendo eliminadas (FULLER, 1991).

Outro mecanismo de agao que pode ser utilizado pelas bactérias probidticas é a
competicdo por nutrientes. Quando o intestino ja esta colonizado por bactérias nao
patogénicas fica mais dificil a fixagdo de microrganismos patogénicos pela competicdo
existente entre eles (GIBSON; ROBERFROID, 1995). Ja, o estimulo do sistema imune
pode ser dado principalmente pelos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, os quais
podem estimular a producdo de anticorpos, células T, ativacdo de macrofagos e
producao de interferon (FULLER, 1991).

Por ultimo a acdo dos probidticos pode ser realizada com a producdo de
substancias antibacterianas. Entre elas, as bactérias acido laticas podem produzir nisina,
diplococcina, lactocidina e reuterina. Estas substancias sdo responsaveis pela inibicao
de bactérias gram-negativas e gram-positivas (LIMA et al., 2007). Além disso, outro
mecanismo para inibir as bactérias patogénicas pode ser a produgéo de AGCC e acido
lactico. Estes acidos tendem a reduzir o pH intestinal, o que seria suficiente para reduzir
a populacao de bactérias gram-negativas (KURDI et al., 2006).

Dessa forma, os probidticos sdo excelentes aditivos para melhorar o bem-estar
de animais de companhia, ja que, podem influenciar positivamente na nutricdo de caes
saudaveis ou que apresentem alguma enfermidade do TGl (GRZESKOWIAK et al.,
2015).
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3 - CONSIDERAGOES FINAIS

O equilibrio da microbiota intestinal de caes é de extrema importancia para manter
a saude geral destes animais. Alteragdes na dieta podem ocasionar mudangas
significativas na populagdo microbiana e tornar estes animais mais susceptiveis a
doencgas. Para manter a saude e longevidade destes animais de companhia € possivel
fazer a inclusao de alguns aditivos na dieta.

O uso de pro e prebidticos pode modular a microbiota intestinal de forma a reduzir
o risco de contrair alguma doenca ligada as bactérias patogénicas, como inflamagdes
intestinais e diarreias, por exemplo. Além disso, o uso destes ingredientes pode favorecer
a producao do AGCC, benéficos para a saude geral de caes e a redugao de compostos
putrefativos, que sado responsaveis pelo aumento da producdo de gases e odor das

fezes.
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CAPITULDO Il — Utilizagao de levedura autolisada sobre a digestibilidade da dieta,
produtos de fermentagao intestinal e preferéncia alimentar de caes

RESUMO

Objetivou-se avaliar a inclusao de levedura autolisada (Saccharomyces cerevisiae), de
duas diferentes formas, na dieta de caes, sobre a digestibilidade da dieta, produtos de
fermentacéo intestinal e preferéncia alimentar. As dietas avaliadas foram: Controle, sem
adicao de levedura (CO); Dieta CO + 1% de levedura autolisada adicionada na massa
(1%M) e Dieta CO + 1% de levedura autolisada adicionada por cobertura (1%C). Para
digestibilidade e produtos de fermentacao intestinal, foram utilizados 15 cédes adultos da
raca Beagle, distribuidos inteiramente ao acaso, com 5 repeticdes por tratamento. Os
caes foram alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais (n=5), sendo
20dias de adaptacao e 5 dias de coleta total de fezes. No teste de preferéncia alimentar
foram utilizados 16 cées e realizados as seguintes comparagées: CO vs 1%M; CO vs
1%C e 1%M vs 1%C. Cada teste foi realizado por um periodo de 2 dias, totalizando 32
repeticdes. Nao houve diferenga entre os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
e energia metabolizavel (EM) das dietas e os produtos de fermentagao intestinal dos
caes (P>0,05). Houve maior numero de primeiras escolhas para a dieta 1%C, em relagéao
as demais dietas (P<0,05). Para a razdo de ingestéo, nos testes entre os tratamentos
CO vs 1%M e CO vs 1%C os caes consumiram maior quantidade da dieta CO e 1%C
(P<0,01), respectivamente. A inclusdo de 1% de levedura autolisada em cobertura
aumenta a palatabilidade de alimentos destinados a caes em relagao a dieta controle.
Entretanto, a inclusédo tanto em massa quanto em cobertura ndo altera a digestibilidade

e os produtos de fermentacao intestinal em céaes.

Palavras-chave: Acidos graxos de cadeia curta, Prebidtico, Primeira escolha, Saude

intestinal.
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Use of autolised yeast on diet digestibility, intestinal fermentation products and

dog food selection

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the inclusion of autolysed yeast
(Saccharomyces cerevisiae), in two different ways, in the diet of dogs, on diet digestibility,
intestinal fermentation products and food preference. The diets evaluated were: Control,
without addition of yeast (CO); Diet CO + 1% of autolysed yeast added in the mass (1%
M) and Diet CO + 1% of autolysed yeast added by coverage (1% C). For digestibility and
intestinal fermentation products, 15 adult beagle dogs were used, randomly distributed
with 5 replicates per treatment. Dogs were fed for 30 days with experimental diets (n =
5), with 20 days of adaptation and 5 days of total collection of feces. In the food preference
test, 16 dogs were used and the following comparisons were made: CO vs 1% M; CO vs
1% C and 1% M vs 1% C. Each test was performed for a period of 2 days, totaling 32
replicates. There was no difference between the apparent digestibility coefficients (CDA)
and metabolizable energy (ME) of the diets and the intestinal fermentation products of
the dogs (P> 0.05). There were more first choices for the 1% C diet, in relation to the
other diets (P <0.05). For the intake ratio, in the tests between CO treatments vs. 1% M
and CO vs 1% C the dogs consumed a greater amount of diet CO and 1% C (P <0.01),
respectively. The inclusion of 1% of autolysed yeast in cover increases the palatability of
foods destined to dogs in relation to the control diet. However, inclusion both in bulk and

in cover does not alter the digestibility and intestinal fermentation products in dogs.

Key words: Short-chain fatty acids, Prebiotic, First choice, Intestinal health.
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1 - INTRODUGAO

A fim de garantir bem-estar e longevidade aos cées, muitos aditivos funcionais
vém sendo utilizados nas dietas comerciais destinadas a estes animais. Entre eles
destacam-se os prebiodticos, que sdo, carboidratos n&o digestiveis pelo organismo
animal, mas que estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de
microrganismos benéficos (BIAGI, 2014).

A levedura autolisada foi utilizada nesse estudo pela composi¢ao de proteinas de
alta digestibilidade, peptideos, nucleotideos, enzimas e vitaminas do complexo B,
presentes no citoplasma (ICC, 2010). Dentre estes componentes, o acido glutamico
presente em alta concentracao pode aumentar a palatabilidade da dieta (FLEMMING,
2005).

Além da fungao nutricional, a levedura autolisada apresenta maior disponibilidade
e concentracdo dos seus componentes da parede celular, como os
mananoligossacarideos (MOS) e beta-glucanos. Isso acontece pelo estresse que a
célula sofre durante o processo de producédo do etanol e como forma de defesa a
levedura aumenta a quantidade de carboidratos para aumentar a rigidez da parede
celular (KNORR, et al., 1979).

Os MOS podem ser fermentados no intestino de caes e apresentam producao
moderada de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (VICKERS et al., 2001) e podem
aumentar a populagao de bactérias ndo patogénicas, como os lactobacilos e reduzir as
com potencial patogénico no intestino (SWANSON et al., 2002). Além disso, outros
efeitos sdo relatados com a inclusao de levedura aultolisada na alimentagao de caes,
como efeito imunomodulador causado pelo MOS e beta-glucanos (FLEMMING, 2005).

Desta forma, espera-se que a inclusdo da levedura autolisada na dieta melhore a
palatabilidade, além de aspectos relacionados a saude intestinal dos caes, reduzindo a
producdo de compostos nitrogenados toxicos no intestino e contribuindo com as
caracteristicas fecais. No entanto, considerando que a maioria dos alimentos comerciais
para caes sado submetidos a altas temperaturas durante a extruséo e a secagem, nao se
sabe ao certo se ha influéncia do processo sobre a funcionalidade das leveduras como

prebiotico. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a digestiblidade dos nutrientes e
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energia, os produtos da fermentagdo intestinal e a preferéncia alimentar de céaes
alimentados com dietas contendo levedura autolisada em duas diferentes formas de

aplicacdo, na massa ou em cobertura.

2 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissao de ética no uso de animais do setor

de Ciéncias agrarias da Universidade Federal do Parana, Curitiba-PR, Brasil (051/2016).

2.1 DIETAS EXPERIMENTAIS

Foram avaliadas trés dietas experimentais, sendo uma dieta controle (CO), sem
adicao de levedura autolisada, uma dieta contendo 1% de levedura autolisada de cana
de acucar adicionada na massa (1%M), antes da extrusao e uma terceira dieta contendo
1% de levedura autolisada de cana de agucar adicionada em cobertura (1%C), apds o
processo de extrusdo (Tabela 1). A levedura autolisada da dieta 1%C foi aplicada em
cobertura apds a extrusao, juntamente com o 6leo, sendo este, aplicado em todos os

tratamentos na mesma quantidade.

Tabela 1 - COMPOS[QAO QUIMICA DA LEVEDURA AUTOLISADA E DAS DIETAS EXPERIMENTAIS
COM BASE NA MATERIA SECA.

% Levedura autolisada’ CcO 1%M 1%C
Umidade 5,00 8,01 7,73 8,77
Proteina Bruta 38,00 24,54 23,76 24,84
Extrato etéreo em hidrdlise acida 2,50 13,44 13,33 13,42
Matéria Mineral 5,00 9,03 10,21 9,30
Fibra Bruta 1,50 2,49 2,39 2,31
Energia Bruta (kcal/kg) - 4739,94 4738,99 4753,20
Calcio 0,17 1,92 2,19 1,88
Fosforo 0,56 1,30 1,45 1,28

" Composicéo padréo; CO = controle; 1%M = 1% de levedura na massa; 1%C = 1% de levedura aplicada
por cobertura.
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2.2 EXPERIMENTO I: DIGESTIBILIDADE E CARACTERISTICAS FECAIS

2.2.1 Animais e instalacbes

Foram utilizados 15 cées adultos (oito machos e sete fémeas) da raca Beagle com
um ano de idade, pesando 8,9 + 1,1 kg. Os animais foram alojados em baias de alvenaria
com solario de 2 x 5 m, vacinados, desverminados e previamente submetidos a exames

clinicos que atestaram seu estado de higidez.

2.2.2 Procedimentos Experimentais

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo método da coleta total de fezes,
considerando as recomendacdes da AAFCO (2004). As dietas foram oferecidas por um
periodo de adaptagao de 20 dias seguidos por cinco dias de coleta total de fezes.

Os alimentos foram ofertados duas vezes ao dia (8:00 e 16:00 horas), em
quantidade suficiente para atender as necessidades de energia metabolizavel (NEM) de
cada animal segundo o NRC (2006) e o fornecimento de agua foi a vontade.

As fezes foram colhidas, pesadas duas vezes por dia e armazenadas em potes
plasticos individuais, previamente identificados, tampados e em freezer a -21°C, para
analises posteriores. Ao final do periodo de coleta, o composto de fezes de cada animal
foi seco em estufa a 55 C (320-SE, Fanem, Sao Paulo, Brazil), por 72 horas e
posteriormente moidos em moinho de martelos Willey (Arthur H. Thomas Co.,
Philadelphia, PA), com peneiras de crivos de 1 mmfoi seco em estufa a 55°C (320-SE,
Fanem, S&o Paulo, Brazil), por 72 horas. As fezes foram moidas com peneiras de crivos
de 1 mm em moinho de martelos Willey (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA).

As dietas e fezes foram submetidas a analises quimicas de matéria seca (MS),
matéria organica (MO), proteina bruta (PB, método 954.01) e extrato etéreo em hidrolise
acida (EEA, método 954.02), segundo a AOAC (1995). A energia bruta foi determinada
em bomba calorimétrica (Parr Instrument Co., Model 1261, Moline, IL, USA). Com base
nos resultados laboratoriais obtidos foram calculados os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) dos nutrientes e a energia metabolizavel (EM) das dietas, segundo a
AAFCO (2004):
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CDA = [(g nutriente ingerido — g nutriente excretado) / g nutriente ingerido] x 100.

EM (kcal.g™") = {kcal.g™' EB ingerida — kcal.g™' EB excretada nas fezes — [(g PB
ingerida — g PB excretada nas fezes) x 1,25 kcal.g™']} / g ragéo ingerida.

As caracteristicas das fezes foram avaliadas pelo teor de matéria seca (MSf),
escore fecal, concentragdo de amdnia, pH fecal, odor fecal, acido sialico e acidos graxos
de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR). O pH fecal e a concentragao de aménia
foram analisados em fezes coletadas no maximo 15 minutos apds a defecacéo. O escore
fecal foi avaliado sempre pelo mesmo pesquisador, atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo:
1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias e mal formadas; 3 = fezes macias,
formadas e umidas; 4 = fezes bem formadas e consistentes; 5 = fezes bem formadas,
duras e secas, de acordo com Carciofi et al. (2009).

O pH fecal foi mensurado por meio de um pHmétro digital (331, Politeste
Instrumentos de Teste Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) utilizando 3,0 g de fezes frescas
diluidas com 30 mL de agua destilada. A concentragdo de amobnia nas fezes foi
determinada de acordo com Félix et al. (2013).

O odor fecal foi avaliado por 50 voluntarios que compararam as fezes frescas dos
animais alimentados com as dietas do experimento. As fezes foram coletadas de dois
animais de cada tratamento e entdo 5 g de cada animal foram homogeneizados e
armazenados em um pote plastico, que foi tampado com papel filme com 36 furos. Os
voluntarios deram notas de 1 a 3 para os odores dos potes contendo os tratamentos CO,
1%M e 1%C, sendo que as notas significavam: 1 - odor melhor (menos fétido/menos
intenso) que a controle, 2 - igual a controle e 3 - pior (mais fétido/mais intenso) que a
controle.

Para determinagdo dos AGCC e AGCR, as fezes dos animais foram coletadas
frescas, no maximo 15 minutos apdés a defecacdo. Em um recipiente plastico
devidamente identificado e com tampa, 10 g de amostra de fezes foram pesadas e
misturadas com 30 mL de acido férmico 16%, homogeneizadas e armazenadas em
geladeira a 4°C por um periodo de 3 a 5 dias. Apds esse periodo, estas solugbes foram
centrifugadas a 5000 rotagdes por minuto em centrifuga (2K15, Sigma, Osterodeam
Hans, Alemanha) por 15 minutos. Ao final da centrifugagao o sobrenadante foi separado

e submetido a nova centrifugagdo. Cada amostra passou por trés centrifugacoes e ao
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final da ultima, parte do sobrenadante foi transferida para um eppendorff devidamente
identificado para posterior congelamento. Posteriormente, as amostras foram
descongeladas e passaram por uma nova centrifugacéo a 14000 rotagbes por minuto
por 15 minutos (Rotanta 460 Robotic, Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Os AGCC e AGCR
fecais foram analisados por cromatografia gasosa (SHIMADZU, modelo GC-2014,
Quioto, Japéao). Utilizou-se uma coluna de vidro (Agilent Technologies, HP INNO wax —
19091N, Santa Clara, EUA) de 30 m de comprimento e 0,32 mm de largura. O nitrogénio
foi o gas transportador, com uma taxa de fluxo de 3,18 ml/min. As temperaturas de
trabalho foram 200°C na injecgao, 240°C na coluna (na velocidade de 20°C/min) e 250°C
no detector de ionizagdo de chama.

Para analise de acido sialico, as fezes foram secas em liofilizador (Alpha 1-4 LO
plus, Christ, Osterodeam Hans, Alemanha) e a analise feita de acordo com Jourdian et
al. (1971).

2.2.3 Desenho experimental e analise estatistica

O experimento foi analisado segundo delineamento inteiramente casualizado,
totalizando em cinco repeticdes por tratamento. Os dados foram previamente analisados
quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e quanto a homocedasticidade das
variancias pelo teste de Bartlett. Quando essas premissas foram atendidas os dados
foram submetidos a anadlise de variancia utilizando o procedimento GLM do pacote
estatistico SAS (1996). As médias obtidas foram comparadas pelo Teste de Tukey
(P<0,05). Caso os dados nao apresentassem distribuicdo normal, estes foram analisados

pelo teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade.

2.3 EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE
2.3.1 Animais e instalacbes

Foram utilizados 16 caes adultos (oito machos e oito fémeas) da raca Beagle com
um ano de idade, pesando 8,9 + 1,1 kg. Os animais foram alojados em baias de alvenaria
com solario de 2 x 5 m, vacinados, desverminados e previamente submetidos a exames

clinicos que atestaram seu estado de higidez.
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2.3.2 Procedimentos experimentais

O ensaio de palatabilidade foi composto por trés testes realizados em dois dias
consecutivos cada e as dietas avaliadas testaram o efeito da adicdo da levedura
autolisada por cobertura ou inclusdo na massa. Para isso, comparou-se as dietas CO vs.
1%M; CO vs. 1%C; 1%M vs. 1%C, totalizando 32 repeticdes por teste. A cada
alimentacéo, os animais receberam quantidade de cada dieta 30% superior as suas
necessidades energéticas, com base na formula para caes adultos em manutencéo do
NRC (2006), assegurando assim a presenga de sobras.

Os alimentos foram fornecidos uma vez ao dia as 08:00 horas, cada animal
recebeu dois potes, cada um contendo uma das dietas avaliadas. Assim que uma das
dietas era consumida completamente, ambos os potes eram retirados e as sobras
quantificadas. A posig¢ao relativa dos comedouros foi alternada no segundo dia de
experimento para que nao houvesse o condicionamento do animal ao local de
alimentacao.

A primeira escolha foi definida pelo registro do primeiro pote que o animal se
aproximou durante a oferta simultdnea dos alimentos. A razédo de ingestao foi calculada
pela seguinte formula:

Razao de ingestédo = [g ingeridas da dieta A ou B/ g totais consumidas (A + B)] x
100

A preferéncia alimentar foi determinada pela associagcao dos testes de razdo de

ingestao e primeira escolha entre as ragdes ofertadas aos caes.

2.3.3 Desenho experimental e analise estatistica

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado. Foram utilizados 16
animais totalizando 32 repetigdes por teste (16 cédes x 2 dias). Os dados de primeira
escolha foram submetidos ao teste de Qui-quadrado e a razdo de ingestédo ao teste t-

Student, ambos a 5% de probabilidade.



39

3 - RESULTADOS
3.1 EXPERIMENTO I: ENSAIO DE DIGESTILIBIDADE E CARACTERISTICAS FECAIS

A inclusio da levedura autolisada em massa e em cobertura ndo alterou os CDA dos
nutrientes e a EM das dietas (P>0,05, Tabela 2). Também n&o houve alteragao (P>0,05)

nos produtos de fermentacgéao intestinal e caracteristicas fecais dos caes (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - MEDIA DOS COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE APARENTE (CDA, %), ENERGIA
METABOLIZAVEL (EM, KCAL/KG) E CARACTERISTICAS FECAIS DE CAES ALIMENTADOS COM
DIETA CONTROLE (CO), 1% DE LEVEDURA AUTOLISADA APLICADA NA MASSA (1%M) E 1% DE
LEVEDURA APLICADA EM COBERTURA.

Item CO 1%M 1%C EPM P
CDA

Matéria seca 71,45 67,30 68,46 0,97 0,206
Matéria Organica 79,61 76,41 77,20 0,74 0,189
Proteina Bruta 81,69 77,27 78,39 0,81 0,056
Extrato etéreo 83,90 82,25 77,52 0,65 0,563
Energia Metabolizavel 3466,30 3336,20 3368,80 32,08 0,239
Caracteristicas fecais

NH3 (%) 0,06 0,06 0,07 0,001 0,214
Matéria seca (%) 38,56 39,51 39,37 0,84 0,903
pH 7,06 7,40 7,00 0,09 0,181
Ac. Sialico* 2,41 2,60 2,54 0,051 0,315
AGCC**

Acético 19,65 20,69 20,27 1,05 0,931
Propridnico 11,97 13,76 13,17 0,69 0,542
Butirico 3,88 3.10 3,28 0,40 0,740
Total AGCC 35,50 37,55 36,72 2,03 0,914
AGCR***

Isobutirico 0,63 0,65 0,59 0,03 0,365
Isovalérico 0,75 0,78 0,75 0,04 0,950
Valérico 0,21 0,26 0,19 0,02 0,770
Total AGCR 1,59 1,69 1,53 0,07 0,653

EPM: Erro padréo da média, P: probabilidade; NH3: nitrogénio amoniacal (%) * pmol/g amostra, **Acidos
graxos de cadeia curta (umol/g de fezes na matéria seca), ***Acidos graxos de cadeia ramificada (umol/g
de fezes na matéria seca).

Tabela 3 - MEDIANAS DE ESCORE FECAL E ODOR FECAL DE CAES ALIMENTADOS COM DIETAS
CONTROLE (CO), 1% DE LEVEDURA AUTOLISADA APLICADA NA MASSA (1%M) E 1% DE
LEVEDURA APLICADA EM COBERTURA (1%C).

ltem CO 1% M 1% C P
Escore 4 4 4 0,171
Odor 2 3 2 0,517

P: Probabilidade; Escore fecal: 1 = fezes liquidas a 3 = fezes secas; Odor fecal: 1 = melhor que o controle;
2 =igual ao controle e 3 = pior que o controle
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3.2 EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE

A razdo de ingestao foi maior para o tratamento CO, quando comparado ao
tratamento 1%M e para o tratamento 1%C em comparacgao a dieta CO (P < 0,001). Na
avaliacao de primeira escolha, CO vs 1%C e 1%M vs 1%C (P < 0,001) os cées foram

primeiro ao comedouro da dieta 1%C, em ambos os testes (Tabela 4).

Tabela 4 - PRIMEIRA ESCOLHA DA DIETA A (N) E RAZAO DE INGESTAO (RI + ERRO PADRAO) DAS
DIETAS CONTROLE (CO), 1% DE LEVEDURA AUTOLISADA APLICADA NA MASSA (1%M) E 1% DE
LEVEDURA APLICADA EM COBERTURA (1%C).

Dieta Avs. B nA nB RI A RIB Pri Pescolha
CO vs 1%M * 10 22 0,67 + 0,22 0,33 + 0,22 <0,001 0,113
COvs 1%C * 25 7 0,33 + 0,27 0,67 + 0,27 <0,001 <0,001
1%M vs 1%C 25 7 0,43 + 0,23 0,57 + 0,23 0,995 0,001

*Valor de P <0,05 para o niumero de visitas para a dieta A pelo teste de qui-quadrato e Rl teste t-Student;
RI: [g da dieta A ou B/g total da dieta oferecida (A + B)].

4 - DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO I: ENSAIO DE DIGESTILIBIDADE E CARACTERISTICAS FECAIS

Os resultados encontrados na literatura sobre a digestibilidade dos nutrientes, de
dietas suplementadas com derivados de leveduras em cées sao controversos. Middelbos
et al. (2007b) relataram aumento da digestibilidade ileal dos nutrientes em céaes
alimentados com niveis crescentes de parede celular de levedura até 0,25%. Entretanto,
para digestibilidade total aparente, a qual também foi realizada no presente estudo,
houve reducdo dos CDA e EM. Para os autores supracitados, esta redugcédo pode ter
ocorrido pelo aumento de bactérias que acidificam o intestino. Com o aumento da
populacdo microbiana pode ocorrer a redugdo da digestibilidade da PB e
consequentemente da MO e MS, pela maior excrecdo de bactérias nas fezes. Desta
forma, a auséncia de resultados significativos neste estudo pode estar relacionada a
digestibilidade total aparente.

A inclusdo de MOS pode reduzir a digestibilidade da dieta, ja que este prebidtico
pode ser capaz de aglutinar e ligar-se as proteinas tornando-as menos digestiveis no
intestino delgado (SWANSON et al., 2002). Este comportamento nao foi observado neste

trabalho com a inclusédo de parede de levedura como fonte de MOS.
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Alvim (2001) testou a extrusdo de 5% de levedura autolisada em conjuncéo com
farinha de milho. A autora relata que o processamento deste material reduziu o grau de
gelatinizagdo do amido. Isto pode refletir em menor digestibilidade das dietas. Entretanto,
nao houve diferenca na digestibilidade das dietas em caes alimentados com os
tratamentos 1%M e 1%C, indicando que a levedura autolisada e o nivel desta utilizada
neste estudo nao influenciou negativamente o processamento das dietas.

Nao houve alteracdo nas caracteristicas fecais e produtos de fermentagcao
intestinal analisados. O MOS age como receptor analogo das fimbrias tipo 1, reduzindo
a colonizagao de patdgenos com estas fimbrias e/ou ligando-se a microrganismos, como
Salmonella sp. e E. coli. Desse modo, estas bactérias patdégenas sédo carreadas para fora
do hospedeiro (SPRING et al., 2000). Consequentemente o MOS pode reduzir a
populacdo microbiana com potencial patogénico em geral no intestino de caes
(STRICKLING et al., 2000). Por isso, a inclusdo deste prebidtico poderia resultar em
menores niveis de aménia e AGCR nas fezes, ja que as bactérias com potencial
patogénico seriam as maiores produtoras deste composto.

Entretanto, neste estudo, ndo houve diferencga para os niveis de aménia nas fezes.
Isso pode ter ocorrido pela inclusao da levedura autolisada utilizada neste trabalho n&o
apresentar quantidade suficiente de MOS para obter tal resultado. Estes dados nao
corroboram com os de Felix et al. (2009) e Zentek et al. (2002), que observaram redugao
nos niveis de aménia, maior MSf e escore fecal para caes alimentados com dietas
contendo MOS, em relagao a dieta controle.

Em relagdo a MSf, a inclusdo de MOS pode reduzir a umidade das fezes, ja que
estimula a produgédo de AGCC pelas bactérias ndo-patogénicas. Estes AGCC contribuem
com a absorgao de agua no lumen intestinal (HERSCHEL et al., 1981), por isso podem
deixar as fezes mais consistentes. Por contribuir com a absorgéo de agua, os AGCC, em
sua grande maioria sédo totalmente absorvidos antes de chegar ao colon distal (VON
ENGERLHARD, 1995). Assim, a mensuracéo destes acidos graxos a partir das fezes de
caes pode ser subestimada em relagdo aos valores reais (STROMPFOVA et al., 2017).
Talvez por este motivo, este estudo ndo apresentou diferenga para nenhum dos AGCC
mensurados. Corroborando com estes dados, Swanson et al. (2002) também nao

encontraram diferenca nesta analise para caes alimentados com dietas contendo MOS.
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Beloshapka et al. (2012) encontraram concentracées maiores de acetato e AGCC
totais suplementando 1,4% de parede de levedura em caes. Estes resultados nao se
refletiram neste experimento talvez pelo nivel inferior de inclusdo do prebidtico. Além
disso, o MOS é moderamente fermentavel no intestino, por isso, pode resultar em menor
producédo de AGCC em relagao a outros prebidticos, como frutooligossacarideos e inulina
(VICKERS et al., 2001).

Swanson et al. (2002) ndo encontraram diferenca nas concentragdes de fendis e
indois em fezes de cées alimentados com 1 g de MOS. No caso deste estudo, ndo houve
diferenca de odor fecal, sendo esta caracteristica diretamente influenciada pelos niveis
de fendis e indois.

Os AGCR também podem resultar em fezes mais fétidas, pois s&o produzidos a
partir da fermentacado de aminoacidos ramificados no intestino. Entretanto, a inclusao de
levedura autolisada nao afetou a digestibilidade da proteina da dieta e também néao
alterou as concentragcdes de AGCR. Os mesmos resultados foram encontrados por
Beloshapka et al. (2012) e Swanson et al. (2002) avaliando MOS na dieta para caes.

A andlise de &cido sialico é utilizada para indicar agressdo a mucosa intestinal,
sendo que o seu aumento é indicativo de maior excre¢do de mucinas pelo intestino. A
concentragcdo de acido sialico no intestino tende a ser maior quando ha infeccoes
bacterianas ou fragilidade osmotica no intestino (PIRGOZLIEV et al., 2007). Neste
estudo, a inclusdo de 1%M e 1%C nao alterou a produgdo de mucina no intestino dos
caes. Provavelmente isso se deve ao fato dos cées ndo terem sido submetidos a nenhum
desafio dietético, uma vez que consumiram uma dieta comercial padrdao, sem agentes

agressores a mucosa intestinal.

4.2 EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE

Os caes consumiram em maior quantidade a dieta 1%C em relagao a dieta CO e
para o teste entre as dietas CO e 1%M os cdes consumiram em maior quantidade a dieta
controle. A levedura de cana de agucar pode promover sabor e intensificar os demais
sabores pela presenga de ions sddio. Além disso, apresenta glutamato e nucleotideos
(KURIHARA; KASHIWAYANAGI, 2000). Esta preferéncia pode estar associada a
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presenca de acido glutamico no extrato de levedura de cepa especifica que torna a dieta

mais palatavel por sensibilizar os receptores umami (TESHIMA et al., 2007).

Martins et al. (2014) também observaram aumento no consumo da dieta contendo
levedura de cana de acgucar autolisada para caes. Por este motivo a dieta com inclusao
em cobertura obteve maior consumo, além da primeira escolha ter sido maior para este
tratamento também. O fato dos caes terem preferido a dieta CO, em relagao a dieta com
1%M, pode ser um indicio que o processo de extrusao altere as caracteristicas sensoriais

da levedura, sendo importante maior investigacao sobre isso.

5 - CONCLUSAO

Ainclusdo de 1% de levedura autolisada adicionada em cobertura a dieta aumenta
a palatabilidade de alimentos destinados a caes em relagao a dieta controle. Entretanto,
a inclusao tanto em massa quanto em cobertura ndo altera a digestibilidade, produtos de

fermentacéo intestinal e odor fecal dos cées.
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CAPITULDO lll - Efeitos de Bacillus subtilis C-3102 sobre a digestibilidade da
dieta, caracteristicas fecais e microbiota de caes

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de Bacillus subtilis C-3102 sobre a
digestibilidade da dieta, caracteristicas fecais e microbiota de cées. Dezesseis cées
Beagle adultos foram distribuidos aleatoriamente (n = 8) para um dos dois tratamentos
dietéticos por 33 dias: controle (sem probiotico) e probidtico (B. subtilis C-3102, 1 x 106
UFC / g de dieta). Nao houve diferenca entre os coeficientes de digestibilidade aparente
do trato total (CTTAD) e a energia metabolizavel (EM) das dietas (P> 0,05). Da mesma
forma, ndo houve diferengas para o pH fecal e acido sialico (P> 0,05). No entanto, maior
escore fecal (P <0,001), conteudo de matéria seca (P = 0,021) e concentragao de acido
propidénico (P = 0,039) e menor odor fecal (P <0,001) e aménia (P = 0,037) foram
observados em caes alimentados com probidtico. O sequenciamento do gene 16S rRNA
revelou que a adigdo de B. subtilis alterou a microbiota intestinal de caes. Alteracbes
proporcionais da microbiota intestinal entre os grupos foram detectadas em quatro filos
principais e 13 géneros de bactérias (P <0,05). A diversidade bacteriana do intestino foi
maior (P = 0,021) em caes alimentados com probidtico. Dessas mudangas, o interesse
particular foi a maior abundancia de Faecalibacterium em caes alimentados com
probidtico, que é considerado como tendo efeitos benéficos sobre a saude intestinal. No
geral, os dados indicam que a inclusdo de 1 x 106 UFC / g de B. subtilis C-3102 na dieta
tem efeitos probidticos para melhorar as caracteristicas fecais e alterar a microbiota fecal

de caes.

Palavras-chave: Faecalibacterium, Probiotico, Saude animal.
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Effects of Bacillus subtilis C-3102 on diet digestibility and faecal characteristics
and microbiota of dogs

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the effects of Bacillus subtilis C-3102 on diet digestibility
and faecal characteristics and microbiota of dogs. Sixteen adult Beagle dogs were
randomly assigned (n=8) to one of the two dietary treatments for 33 days: control (no
probiotic) and probiotic (B. subtilis C-3102, 1 x 108 CFU/g diet). There was no difference
between the coefficients of total tract apparent digestibility (CTTAD) and metabolisable
energy (ME) of diets (P > 0.05). Likewise, there were no differences for faecal pH and
sialic acid (P > 0.05). However, greater faecal score (P < 0.001), dry matter content (P =
0.021) and propionic acid concentration (P = 0.039) and lower faecal odor (P < 0.001)
and ammonia (P = 0.037) were observed in dogs fed with probiotic. The 16S rRNA gene
sequencing revealed that the addition of B. subtilis altered gut microbiota of dogs.
Proportional changes of gut microbiota between groups were detected in four major phyla
and 13 genera of bacteria (P < 0.05). Gut bacterial diversity was greater (P = 0.021) in
dogs fed probiotic. Of these changes, particular interest was the greater abundance of
Faecalibacterium in dogs fed probiotic, which is considered to have beneficial effects on
gut health. Overall, the data indicate that inclusion of 1 x 108 CFU/g of B. subtilis C-3102
in diet has probiotic effects to improve faecal characteristics and alter faecal microbiota

of dogs.

Keywords: Animal health, Faecalibacterium, Probiotic.
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1- INTRODUCTION

To guarantee welfare and longevity of dogs, many functional additives have been
used in commercial dog foods. These include probiotics, which may contribute to the
intestinal health of dogs. Probiotics are composed of living microorganisms that once
introduced into the animal organism beneficially affect the host by improving the intestinal
microbial balance (FULLER, 1989). The use of probiotics may inhibit the growth of
pathogenic microorganisms in the gut and thereby reduce the production of toxic
compounds such as ammonia and biogenic amines (CAPELLI et al., 2016). Thus, in
addition to contributing to the animal health, it may potentially reduce faecal odor.

Among the probiotics used in the pet food industry, the use of bacteria of the genus
Bacillus stands out. These bacteria present greater stability during food processing,
storage and in the gastrointestinal system, since they are marketed in the spore form
(BIOURGE et al., 1998). Bacillus subtilis is one of the most popular probiotic species and
its addition in the diet is considered to improve intestinal health of dogs by aiding in
eubiosis, reducing the production of toxic compounds in the intestine and improving the
faecal characteristics.

The objective of this study was to evaluate the faecal characteristics, nutrient and
energy digestibility and faecal microbiota of dogs fed diets containing probiotic strain of
B. subtilis.

2- MATERIALS AND METHODS

The experiment was approved by the Animal Ethics Committee of the Agrarian

Sciences sector of the Federal University of Parana, Curitiba-PR, Brazil (051/2016).

2.1ANIMALS AND FACILITIES

The experiment was carried out with 16 adult Beagle dogs (eight males and eight
females) of 1 year of age. Their average body weight was 8.9 + 1.1 kg. Dogs were
individually housed in concrete kennels (2 m x 5 m). All dogs were submitted to clinical

and physical examination and were vaccinated and de-wormed before the experiment.
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2.2 EXPERIMENTAL DIETS

Two isonutritive extruded dry diets with the same formulation were prepared for
adult dogs: one control (no probiotic) and one with inclusion of 1 x 108 CFU/g of B. subtilis
C-3102 (Table 1). Bacillus subtilis was mixed with poultry fat and sprayed on diet after
extrusion. The basal diet had the following ingredients: chicken by-product meal, meat
meal, maize, soybean meal, poultry fat, swine liver hydrolyzate, sodium chloride, citric
acid, antioxidants (BHT, BHA), propionic acid, vitamin A, vitamin D3, vitamin E, vitamin
B1, vitamin B6, vitamin B12, vitamin K3, nicotinic acid, folic acid, biotin, calcium
pantothenate, zinc sulfate, calcium iodate, sodium selenite, copper sulfate, iron sulfate,
manganese monoxide, manganese sulfate, and zinc oxide. Diets were offered twice a
day (8:00 a.m. and 4:00 p.m.) in sufficient amount to meet the metabolizable energy

requirements of each animal according to the NRC (2006). Water was provided ad libitum.

Table 1 - CHEMICAL COMPOSITION OF EXPERIMENTAL DIETS BASED ON DRY MATTER.

% Control Probiotic
Dry matter 91,98 92,30
Crude protein 20,58 20,21
Ether extract in acid hydrolysis 10,34 10,85
Ashes 5,92 5,67
Crude fiber 1,75 1,50
Calcium 1,39 1,16
Phosphorus 0,79 0,73

2.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES

The digestibility assay was conducted by the total faecal collection method,
considering the recommendations of the Association of American Feed Control Officials
(AAFCO, 2004). Diets were offered for an adaptation period of 28 days followed by five
days of total faecal collection.

Faeces were collected and weighed twice daily and stored in individual identified
plastic containers at -14° C until analysis. At the end of the experiment, faeces were
thawed, homogenized, and dried in a forced-ventilation oven at 55-C (320-SE, Fanem,

Séao Paulo, Brazil) for 48 h or until they reached constant weight. Dried faeces and diets
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were ground to 1-mm particles in a Willey hammer mill (Arthur H. Thomas Co.,
Philadelphia, PA) and analysed for dry matter (DM), crude protein (CP, method 954.01),
crude fibre (CF, method 962.10), acid-hydrolysable ether extract (EE, method 954.02),
and ash (method 942.05) according to the Association of the Official Analytical Chemists
(AOAC, 1995). Gross energy (GE) was determined in an isoperibol bomb calorimeter
(Parr Instrument Co., model 1261, Moline, IL).

According to AAFCO (2004), the coefficients of total tract apparent digestibility
(CTTAD) of nutrients and energy and the metabolizable energy (ME) of the diets were
calculated based on the laboratory results obtained:

CTTAD = (g nutrient intake - g nutrient excreted) / g nutrient intake

ME (kcal g~') = {kcal g~! GE intake — kcal g~' GE faecal excretion - [(g CP intake
- g CP faecal excretion) x 1.25 kcal g~"]}/g of feed intake

Faecal characteristics were evaluated at the end of the trial by analyzing dry matter
content, faecal score, pH, ammonia concentration, odor, short chain fatty acids (SCFA),
branched chain fatty acids (BCFA) and sialic acid contents. Faecal score was always
evaluated by the same researcher and recorded every day for individual animals using a
1-5 scale: 1 = watery faeces; 2 = soft and unshaped faeces; 3 = soft, shaped, and moist
faeces; 4 = well-shaped and uniform faeces; 5 = well-shaped, hard and dry faeces.

Faecal pH and ammonia concentration were analyzed in faeces collected within
15 minutes after defecation. Faecal pH was measured using a digital pH meter (331,
Politeste Instrumentos de Teste Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil) using 3.0 g of fresh faeces
diluted with 30 mL of distilled water. The concentration of ammonia in faeces was
determined according to the method described by Félix et al. (2013).

For the evaluation of faecal odor, fresh faeces were sampled on the last day of
study at 8:30 am. Faeces were collected from three randomly selected animals of each
treatment. Samples were pooled per treatment, homogenized and stored in an equal
amount (50 g) in a plastic container, which was covered with 36-hole film paper. Faecal
odor was evaluated by 50 volunteers by comparing the odor of fresh faeces of the animals
fed probiotic to those fed with control diet after inhaling the odor of a pot containing coffee.
The scores meant: 1 = better odor (less fetid / less intense) than control, 2 = equal odor

to control and 3 = worse odor (more fetid / more intense) than control.
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For SCFA and BCFA determination, fresh faeces were collected within 15 minutes
after defecation. In a properly labeled plastic container with a lid, 10 g of faecal sample
were weighed and mixed with 30 mL of 16% formic acid. This mixture was homogenized
and stored at 4 °C for a period of 3 to 5 days. Before the analysis, these solutions were
centrifuged at 5000 rpm in a centrifuge (2K15, Sigma, Osterodeam Hans, Germany) for
15 minutes. At the end of the centrifugation, the supernatant was separated and subjected
to further centrifugation. Each sample underwent three centrifugations and at the final
supernatant was transferred to duly identified microtubes for further freezing.
Subsequently, the samples were thawed and centrifuged again at 14,000 rpm for 15
minutes (Rotanta 460 Robotic, Hettich, Tuttlingen, Germany). Fecal SCFA and BCFA
were analyzed by gas chromatography (SHIMADZU, model GC-2014, Kyoto, Japan) by
using a glass column (Agilent Technologies, HP INNO wax-19091N, Santa Clara, USA)
of 30 m long and 0.32 mm wide. Nitrogen was used as the carrier gas at a flow rate of
3.18 ml/min. Working temperatures were 200°C in the injection, 240°C in the column (at
the rate of 20° C / min) and 250° C in the flame ionization detector.

For analysis of sialic acid, faeces were dried in lyophilizer (Alpha 1-4 LO plus,
Christ, Osterodeam Hans, Germany) and the analysis was done according to the method
described by Jourdian et al. (1971).

Faecal microbiota was evaluated at the end of the trial by sequencing the 16S
rRNA gene. Fresh faeces were collected immediately after defecation with sterile gloves.
There was no contact with the soil. Approximately 2 g of each sample was placed in
individual sterile pots.

The samples were stored in a freezer at -80°C until analysis. Zymo Research's
"ZR Fecal DNA MiniPrep®" commercial kit was used to extract the DNA from the samples
following the protocol recommended by the manufacturer. The extracted DNA was
quantified by spectrophotometry at 260 nm using the NanoDrop® 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific). To evaluate the integrity of the extracted DNA, all
samples were run by 1% agarose gel electrophoresis, stained with 1% ethidium bromide
solution and visualized with ultraviolet light in ultraviolet light transilluminator.

A 250-base segment of the V4 hypervariable region of the 16S rRNA gene was

amplified using the 515F and 806R universal primers and the following PCR conditions:
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94°C for 3 min; 18 cycles of 94°C for 45 sec, 50°C for 30 sec and 68°C for 60 sec; followed
by 72°C for 10 min. From these amplifiers, the metagenomic library was constructed using
the commercial kit "Nextera DNA Library Preparation Kit" from lllumina®. Subsequently,
the library containing clones identified with barcodes specific for each sample was
sequenced on the lllumina® "MiSeq" sequencer (DEGNAN and OCHMAN, 2012). The
readings obtained from the sequencer were analyzed on the QIIME (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology) platform (CAPORASO et al., 2010; CAPORASO et al., 2011),
followed by a workflow of the removal of sequences from low quality, filtration, removal of
chimeras and taxonomic classification. To normalize the data among samples, 12804
readings per sample were used for further analysis. The readings were randomly sampled
from the original pool of readings by using NumPy, a package for scientific computing in
Python. Sequences were classified into bacterial groups at different levels (phyla to
genera) through the recognition of operative taxonomic units (OTUs) according to the
homology of obtained sequences and those in the database. To compare the sequences,
the last update (SILVA 128) of the year 2017 of the database of ribosomal sequences
SILVA was used (YILMAZ et al., 2013).

2.4 EXPERIMENTAL DESIGN AND STATISTICAL ANALYSIS

The experiment was analyzed according to a completely randomized design in
which eight dogs received the control diet and eight received the diet containing B.
subtilis. Data were first analyzed for normality by the Shapiro-Wilk test and the
homoscedasticity of variance by Bartlett test. When these assumptions were met, data
were analyzed by Student's t-test with Bonferroni correction with a confidence level of
95%. Data of faecal score, ammonia and odor did not present normal distribution,
therefore were analyzed by Kruskal Wallis test with a confidence level of 95%, and
medians were presented instead of means.

In the microbiota analysis, the data obtained in QIIME were analysed by the
STAMP metagenomic statistical program: statistical analysis of taxonomic and functional
profiles (PARKS et al., 2014). One sample from B. subtilis group was removed as an

outlier from further analysis due to an abnormally high number of OTUs detected from
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this sample. To compare the abundance of different bacterial groups between treatments,
data were analysed by the Welch t-test with a confidence level of 95%. Principal
component analysis (PCA) was performed based on the Bray-Curtis distance matrix of
the genus-level bacterial abundance. Data on community richness were analysed by
comparing the number of OTUs in each treatment group using the Student’s t-test with a

confidence level of 95%.

3 - RESULTS

The inclusion of B. subtilis in extruded dog diet did not have effects (P > 0.05) on
the CTTAD and ME of the diets (Table 2).

Table 2 - MEANS OF COEFFICIENTS OF TOTAL TRACT APPARENT DIGESTIBILITY (CTTAD, %),
METABOLIZABLE ENERGY (ME, KCAL/KG) AND INTESTINAL FERMENTATIVE END-PRODUCTS OF
DOGS FED WITH CONTROL AND PROBIOTIC DIET.

ltem Control Probiotic SEM P
CTTAD
Dry matter 74.2 73.7 0.51 0.621
Organic matter 80.2 79.6 0.39 0.478
Crude protein 73.3 72.5 0.67 0.547
Ether extract 82.9 82.4 0.54 0.086
ME 3705.3 3661.4 22.01 0.339
Faecal characteristics
Dry matter (%) 30.26 33.85 0.23 0.021
pH 6.83 6.96 0.07 0.392
Sialic acid*® 3.17 3.71 0.16 0.274
SCFA**
Acetic 25.66 26.65 0.78 0.547
Proprionic 12.21 14.14 0.48 0.039
Butyric 3.88 3.87 0.26 0.982
Total SCFA 41.75 44.66 1.39 0.311
BCFA***
Isobutyric 0.55 0.57 0.02 0.832
Isovaleric 0.66 0.71 0.03 0.327
Valeric 0.16 0.15 0.02 0.686
Total BCFA 1.41 1.42 0.07 0.660

SEM: standard error of the mean, P: probability, * umol/g sample, ** short-chain fatty acids (umol/g of dry
matter), *** branched chain fatty acids (umol/g of dry matter).

For faecal characteristics, there was no difference in pH and sialic acid (P > 0.05)

between treatments, but dogs fed B. subtilis had greater faecal dry matter content (P <
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0.05) compared to control dogs. For SCFA and BCFA, greater faecal concentration of
propionic acid (P < 0.05) was observed for dogs fed the probiotic. Dogs fed B. subtilis had
lower concentrations of faecal ammonia and milder faecal odor than those fed the control
diet (P < 0.05, Table 3).

Table 3 - MEDIAN FECAL SCORE, AMMONIA, AND FAECAL ODOR OF DOGS FED CONTROL AND
PROBIOTIC DIETS.

ltem Control Probiotic P

Score* 3 4 <0.001
Ammonia** 0.07 0.06 0.037
Odor*** 2 1 <0.001

P: probability, DM: dry matter, *score: 1 = watery faeces to 5 = well-shaped, hard and dry faeces, **ammonia
(%), ***odor: 1 = better than control; 2 = equal to the control; 3 = worse than control

Overall faecal score was greater in dogs fed probiotic (P < 0.05), which is
consistent with the higher faecal dry matter content observed in this group. Distribution of
faecal scores over the study period is shown in Figure 1. No dog showed faecal score of
5 (well-shaped, hard and dry). The most frequent score in the control dogs was 3 (soft,
shaped and moist) whereas that in the dogs fed probiotic was 4 (well-shaped and
uniform). The faecal scores lower than 2 (soft and unshaped) were observed in 21.5% of

control dogs and 8.6% of dogs fed probiotic.
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FIGURE 1 - DISTRIBUTION OF FAECAL SCORES DURING THE STUDY (1 = WATERY FAECES TO 5
= WELL-SHAPED, HARD AND DRY FAECES).

100%

90%

32%
80%

70% 26%
60% 4
50% 3
46% 2
40%
m1
30%
36%
20%
10% 20%
0,
0% o
Control Probiotic

The mean distribution of bacterial phylum sequence is shown in Table 4 and
individually per dog in Figure 2. Significant differences between treatments were
observed in the relative abundance of Firmicutes (control 41.44%, probiotic 49.13%; P <
0.001); Bacteroidetes (control 28.81%, probiotic 34.60%; P < 0.001); Actinobacteria
(control 17.86%, probiotic 3.36%; P = 0.040), and Fusobacteria (control 4.66%, probiotic
6.71%; P < 0.001).

Table 4 - MEAN AND STANDARD DEVIATION (SD) OF THE MAIN PHYLUM FOUND IN FECES OF
DOGS FED DIETS WITH OR WITHOUT PROBIOTIC.

Phylum Control Control Probiotic Probiotic P
Mean (%) SD Mean (%) SD

Firmicutes 41.44 2.183 49.13 1.607 <0.001

Bacteroidetes 28.81 1.623 34.60 0.821 <0.001

Actinobacteria 17.86 1.035 3.36 0.887 0.040

Proteobacteria 5.45 0.852 4.41 0.904 0.842

Fusobacteria 4.66 0.403 6.71 0.618 <0.001

P < 0.05 by Student’s t-test after Bonferroni correction
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FIGURE 2 - INDIVIDUAL DISTRIBUTION OF THE MAIN PHYLUM FOUND IN FECES OF DOGS FED
DIETS WITH OR WITHOUT PROBIOTIC.
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At the genus level, 168 bacterial genera were identified in total.
Of these, 13 genera presented a significant difference (P < 0.05) in their abundance
between treatments (Table 5 and Figure 3). In the control group, a significantly greater
abundance was observed in eight bacterial groups: Bifidobacterium, Enterococcus,
Clostridium sensu stricto 1, Lactobacillus, Anaerostipes, Escherichia-Shigella,
Enterorhabdus, and Eubacterium brachy. In the group fed B. subtilis, a significantly
greater abundance was observed in five groups: Bacteroides, Alloprevotella,

Faecalibacterium, Allobaculum, and Catenibacterium.

Table 5 - MEAN AND STANDARD DEVIATION (SD) OF THE ABUNDANCE OF THE BACTERIAL
GENERA STATISTICALLY DIFFERENT IN FECES OF DOGS FED DIETS WITH OR WITHOUT
PROBIOTIC.

Genera Control Control Probiotic Probiotic P*
Mean (%) SD Mean (%) SD

Bacteroides 5.725 0.453 9.671 0.359 <0.001
Alloprevotella 4.988 0.242 8.100 0.537 <0.001
Faecalibacterium 3.213 0.259 5.243 0.281 <0.001
Lactobacillus 5.325 0.723 2.143 0.213 <0.001
Bifidobacterium 5.088 0.898 2.100 0.227 <0.001
Allobaculum 0.475 0.046 1.100 0.125 <0.001
Catenibacterium 0.425 0.046 1.086 0.064 <0.001
Enterococcus 1.013 0.196 0.300 0.053 <0.001
Clostridium sensu stricto 1 0.625 0.046 0.343 0.053 <0.001
Eubacterium brachy 0.488 0.064 0.386 0.035 0.005
Anaerostipes 0.350 0.053 0.200 0.000 <0.001
Escherichia-Shigella 0.238 0.233 0.114 0.283 0.001
Enterorhabdus 0.163 0.052 0.100 0.000 0.005

P < 0.05 by Student’s t-test after Bonferroni correction



58

FIGURE 3 - MEAN AND STANDARD DEVIATION OF THE ABUNDANCE OF THE BACTERIAL
GENERA STATISTICALLY DIFFERENT (P < 0.05) IN FECES OF DOGS FED DIETS WITH OR
WITHOUT PROBIOTIC.
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A clear differentiation of the bacterial communities between treatments was
observed by PCA (Figure 4). Regarding the richness of bacterial community, significantly
greater number of OTUs was observed in faeces of dogs fed the diet containing B. subtilis
(P < 0.05, Figure 5).
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FIGURE 4 - PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS (PCA) OF THE BACTERIAL COMMUNITY IN
FECES OF DOGS FED DIETS WITH OR WITHOUT PROBIOTIC.
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FIGURE 5 - RICHNESS OF BACTERIAL COMMUNITIES (NUMBER OF OTUS PER 12804 READINGS)
OF FECES OF DOGS FED CONTROL OR PROBIOTIC DIETS (P = 0.021).
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4 - DISCUSSION

The inclusion of 1 x 108 CFU/g of B. subtilis did not alter the CTTAD and ME of the

diets. These data are consistent with those presented by Félix et al. (2010) and Gonzalez-
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Ortiz et al. (2013), who also did not find differences for the digestibility of diets containing
B. subtilis or Bacillus amyliquefaciens and Enterococcus faecium in dogs. Bacillus subtilis
C-3102 has previously been shown to improve digestibility of dry matter and gross energy
in poultry (Jeong and Kim, 2014). However, Gonzalez-Ortiz et al. (2013) suggests that,
although improved digestibility is desired in livestock, it would not be so interesting in pet
food considering the high prevalence of obesity or overweight in pet dogs.

Faecal pH of dogs supplemented with B. subtilis was not affected in the present
study, also in agreement with the studies by Félix et al. (2010) and Gonzalez-Ortiz et al.
(2013).

In SCFA measurement, the increase was only observed for propionic acid. The
SCFA, which are produced from the intestinal fermentation of carbohydrates, tend to be
absorbed rapidly into the intestinal lumen, and most of them are fully absorbed before
reaching the distal colon (VON ENGERLHARD, 1995). For this reason, the measurement
of SCFA from faeces can underestimate the real values (STROMPFOVA et al., 2017). It
is possible that the analysis performed in the present study overlooked changes of other
SCFA in the intestine. Propionic acid has some distinct health-promoting properties such
as reducing lipogenesis and stimulating satiety, with strong effects towards weight control
and feeding behavior (HOSSEINI et al., 2011). Although we did not detect any difference
in feeding behavior in this study, the increase of propionic acid observed in the probiotic
group may potentially contribute to better weight control of obese or overweight dogs.

The increase of faecal consistency and DM in dogs fed B. subtilis is consistent with
studies by Félix et al. (2010) and Paap et al. (2016), which evaluated the same probiotic
strain B. subtilis C-3102. The observation may be related to the greater production of
intestinal propionic acid or total SCFA. The SCFAs, being readily absorbed by the
intestinal mucosa, contribute to water absorption. The production of SCFA is directly
related to osmoregulation of the intestine. Thus, it increases the rate of sodium uptake,
responsible for most of the water absorbed in the intestinal lumen (HERSCHEL et al,,
1981).

The analysis of sialic acid was used to evaluate intestinal mucosal health, as it can
be an indicator of mucin loss in the intestine. The concentration of sialic acid in the

intestine tends to be higher when there are bacterial infections or osmotic fragility in the
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intestine (PIRGOZLIEV et al., 2007). In the present study, B. subtilis supplementation did
not alter the sialic acid level in the faeces of dogs. This is probably because the dogs
were consuming a standard commercial diet and were not subjected to any dietary
challenge which affects the intestinal mucosa.

Ammonia concentration was lower in faeces of dogs supplemented with B. subtilis.
Their faeces were also considered less fetid compared to the faeces of dogs fed the
control diet, indicating that lower ammonia concentration may be related to the faecal
odor. Félix et al. (2010) also reported similar data to the present study in relation to
ammonia levels in their study with B. subtilis in dogs, but they did not investigate faecal
odor. The inclusion of B. subtilis may have altered the microbiota in such a way that some
microorganisms responsible to produce putrefactive compounds (biogenic amines,
phenols, ammonia) are reduced. This is the case of Clostridium perfringes, which can
metabolize nitrogen compounds (LIN and VISEK, 1991). In this study, a larger population
of the genus Clostridium was found in the faeces of dogs fed control diet compared to
those fed probiotic.

In this study, Firmicutes, Bacteroidetes and Actinobacteria were the three
predominant bacterial phyla found in dog faeces. Schmitz and Suchodolski (2016)
summarized multiple studies and reported that the predominant phyla in the dog gut
microbiota would be Fusobacteria (24-40%), Bacteroidetes (32-34%), Firmicutes (15-
28%), Proteobacteria (5-6%) and Actinobacteria (0.8-1.4%). Compared with these, the
abundance of Actinobacteria (3.36-17.86%) was much higher in our study, and the
majority of this phylum was consisted of the genus Bifidobacterium.

The most remarkable difference in the faecal microbiota between treatments was
observed in the abundance of Bifidobacterium. In dogs fed probiotics, Bifidobacterium
was significantly less represented in the microbiota, and other bacterial groups were
enriched, especially those in the phylum Bacteroidetes and the genera Bacteroides,
Alloprevotella, Faecalibacterium, and Allobaculum. Bacterial diversity was significantly
higher in dogs fed probiotic as well.

Bacteroidetes is considered as the largest propionate producers in the human gut
(RIOS-COVIAN et al., 2017). It is possible that the higher abundance of Bacteroides in

dogs fed B. subitilis contributed to the increase of faecal propionate. The increase of
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Faecalibacterium in the group fed B. subtfilis is particularly interesting. It has been
reported that this genus comprises approximately 5% of dog faecal microbiota (GARCIA-
MAZCORRO et al., 2012), which is consistent with our observation in this study. This
genus is recognized as a producer of butyrate, an important energy source for
colonocytes (BJERRUM et al., 2006). Faecalibacterium prausnitzii, the only known
species of this genus, exhibits anti-inflammatory effects by secreting metabolites which
block the activation of the NF-kB transcription factor and the consequent production of
the pro-inflammatory cytokine interleukin-8 (SOKOL et al., 2008). Low abundance of F.
prausnitzii has been linked to dysbiosis in several human disorders (MIQUEL et al., 2013).
Reduction of this genus was also observed in dogs with gastrointestinal diseases
(SUCHODOSKI et al., 2012; MINAMOTO et al., 2014; ROSSI et al.,, 2014) and its
abundance seems to be an important indicator of the intestinal health of dogs
(HONNEFFER et al., 2014). Higher abundance of Allobaculum in the dogs fed probiotic
may also be related to gut health, as this genus is reported to be lower in dogs with
gastrointestinal diseases (MINAMOTO et al., 2015).

Significantly lower abundance of Bifidobacterium and Lactobacillus was observed
in the probiotic group. Lower proportional abundance of Bifidobacterium in probiotic group
may partially be explained by higher bacterial diversity compared to the control group.
Although Bifidobacterium and Lactobacillus are popular as lactic acid-producing probiotic
bacteria, their efficacy in dogs is still not clearly demonstrated and it is not known if
increased abundance of these bacterial groups is related to better gut health of dogs
(SCHMITZ and SCHODOLSKI, 2016). In fact, Minamoto et al. (2014) reported higher
number of Bifidobacterium and Lactobacillus in diseased dogs compared to healthy dogs.
In our study, lower abundance of these bacteria in dogs fed probiotic did not seem to
have any negative effects on their health.

Bacterial diversity is an important factor in stabilizing the gut microbiota and making
it less susceptible to gut disorders. Reduced bacterial diversity has been reported in
inflammatory bowel diseases of humans (OTT et al., 2004, MANICHANH et al., 2006,
SOKOL et al., 2008) and dogs (XENOULIS et al, 2008). In this study, the greater bacterial
diversity in dogs with probiotic may indicate better gut microbial stability compared to

control dogs.
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5 - CONCLUSIONS

The inclusion of 1 x 108 CFU/g diet of B. subtilis C-3102 in extruded dog diets did
not alter diet digestibility, but increased faecal propionic acid concentration, reduced
faecal ammonia concentration, and improved faecal consistency and faecal odor. It also
altered gut microbiota of dogs by increasing bacterial diversity and making proportional
changes in major bacterial phyla and genera. The changes observed in the faecal
characteristics and the microbiota are considered as beneficial for gut health. It is
concluded that the use of B. subtilis C-3102 as a probiotic in dog food may be an effective

way to support health and welfare of dogs.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de aditivos funcionais na nutricdo de caes tem tido importancia cada vez
maior na busca de garantir maior longevidade e saude para estes animais. Aliar a saude
intestinal e a consisténcia fecal em um mesmo aditivo tem sido uma busca pela industria
pet. Ja que, estes animais estdo cada vez mais presentes dentro de casa e uma dieta
que proporcione fezes de mais facil limpeza é bastante desejavel. Além destas
caracteristicas funcionais, uma dieta palatavel € fundamental na industria pet food para
que o alimento vendido seja fidelizado e comprado novamente pelo tutor do céo.

A inclusdo de probiéticos, em particular o Bacillus subtilis, podem ser benéficos a
saude intestinal de cdes. Tendo em vista que, a inclusdo de apenas 33g/tonelada foi
capaz de alterar microbiota, aumentando a sua diversidade, além da maior produgao de
acido propidnico. Este acido graxo de cadeia curta, pode ser capaz de reduzir a
lipogénese e a aumentar a saciedade, com fortes efeitos no controle do peso. Assim
sendo, torna-se um aliado importante na reducédo da obesidade que tem sido cada vez
mais frequente. Além destes beneficios, o B. subtilis, melhora a consisténcia fecal.
Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para que possamos saber
efetivamente qual é a microbiota natural do cao e quais mudancgas podem ser benéficas.

Ja a utilizacao da levedura autolisada, apesar de apresentar em sua composi¢cao
glucanos e mananoligossacarideos, os quais podem ser benéficos para fermentacao
intestinal e até mesmo como imunomoduladores, a levedura autolisada utilizada neste
estudo nao apresentou beneficios na saude intestinal. Entretanto, a inclusao de 1% de
levedura autolisada adicionada em cobertura a dieta aumenta a palatabilidade de
alimentos destinados a caes.

Dessa forma, o probidtico e o prebibtico analisados neste estudo podem ser
utilizados em dietas para caes e ajudar tanto a melhorar a saude intestinal destes

animais, quanto a palatabilidade das dietas.



ANEXOS

APROVAGAO COMISSAO DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO’PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo nimero051/2016, referente ao projeto “PREBIOTICOS E PROBIOTICOS NA
ALIMENTACAO DE CAES”,s0b a responsabilidade deAnanda Portella Félix— que envolve a producio,
manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de Outubro,
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009,e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), efoi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
- BRASIL, com grau lde invasividade, em reunido de 06/07/2016.

Vigéncia do projeto Agosto/2016 até Novembro/2016

Espécie/Linhagem Cio

Numero de animais 16

Peso/Idade 10kg/1,5a 1,6 anos

Sexo Ambos

Origem Laboratério do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 051/2016, regarding the project “PREBIOTICS AND PROBIOTICS IN
DOG FEED” under Ananda Portella Félix supervision — which includes the production, maintenance and/or
utilization of animals from Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except Humans), for scientific or teaching
purposes — is in accordance with the precepts of Law n° 11.794, of8 October, 2008, of Decree n° 6.899, of 15
July, 2009, and with the edited rules from Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal
(CONCEA), and it was approved by theANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL
SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal University of the State of
Parana, Brazil), with degree 1 of invasiveness, in session 0f06/07/2016.

Duration of the project August/2016untilNovember/2016

Specie/Line Dog
Number of animals 16
Wheight/Age 10 kg / 1,5 to 1,6years
Sex Both
Origin Laboratory at Agricultural Sciences Sector of the Federal University of Parana
Curitiba, 6 de julho de 2016.
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! Simone Tostes de Oliveira Stedile

Presidente CEUA-SCA

Comissio de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias - UFPR
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