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PALATABILIDADE, DIGESTIBILIDADE E PRODUTOS DE FERMENTACAO DO
SPRAY DRIED DE FIGADO DE FRANGO HIDROLISADO EM GATOS

Autor: Pamela Prestes Sezerotto

Orientador: Prof. Dr. Luciano Trevizan

RESUMO

Este estudo avaliou o efeito de duas fontes de proteina de origem animal spray dried de figado
de frango hidrolisado (HCLP) e farinha de visceras de frango (PBM) adicionadas em
concentragcOes crescentes e em substituicdo a concentracdo de carboidrato, afim de atingir
concentracéo proteica final de 24%, 32% e 40%, em dietas para gatos adultos. Foram utilizados
36 gatos adultos saudaveis, distribuidos em um delineamente em blocos casualizados no tempo
composto por um fatorial 2x3. Avaliou-se digestibilidade de nutrientes e energia, caracteristicas
fecais e urinarias, o impacto nos produtos oriundos de fermentacao intestinal e a palatabilidade
apo6s 30 dias de alimentacdo com as dietas experimentais. O coeficiente de digestibilidade
aparente (CDA) da gordura foi menor nos tratamentos HCLP 32% e controle 32% de proteina.
O CDA do carboidrato foi menor nos tratamentos HCLP 24% e controle 32%. N&o houve
diferenca significativa entre niUmero de defecacdes, volume urinario, ganho de peso e peso
metabdlico dos animais (P < 0,05), mas houve uma tendéncia de aumento do pH urinario nas
dietas HCLP 40% e uma diminuicdo de pH urinario nos animais que consumiram as dietas
controle 24% (P = 0,0021). A MS fecal foi menor para os gatos que consumiram as dietas
hidrolisadas, havendo maior contetdo de agua, mas sem interferir no escore fecal. Houve
aumentos lineares de acetato fecal, butirato, isovalerato, valerato, 4-metil valerato, acidos
graxos volateis (AGV) total heptandico, acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada
(AGCR) com dietas hidrolisadas. O butirato apresentou diminui¢éo, e o isobutirato e amonia
aumentaram a medida que houve aumento na inclusdo proteica. Ndo houve diferenca
significativa quando comparamos a interacdo entre fonte e nivel para pH fecal, MS fecal e
produtos de fermentacdo. Para os periodos de coleta, dia 0 e 30, houve decréscimos lineares
para pH fecal, propionato e isobutirato, e aumentos para butirato, valerato, AGCR total e
lactato. Os gatos apresentaram razao de ingestao superior para as dietas hidrolisadas, sendo que
as concentracdes de 40% de proteina foram mais preferiveis aos de 32%, independente da fonte
proteica. A dieta com hidrolisado a 40% de proteina foi a preferida pelos gatos. O spray dried
hidrolisado proteico foi preferivel pelos gatos e mostraram-se sensiveis aos niveis de incluséo,
preferindo niveis mais altos. N&o houve alteracdo nas caracteristicas fecais, porém foram
observados aumento nos niveis de &cidos graxos importantes para a salde e manutencao da

populacédo bacteriana intestinal, como o butirato e valerato.



Palavras-chave: proteina. caracteristicas fecais. produtos de fermentacéo. acido butirico. acido

valérico.



PALATABILITY, DIGESTIBILITY AND FERMENTATION PRODUCTS OF SPRAY
DRIED CHICKEN LIVER POWDER HYDROLYSATE IN CATS
Author: Pamela Prestes Sezerotto
Advisor: Prof. Dr. Luciano Trevizan
ABSTRACT
This study evaluated the effect of two sources of protein of animal origin spray dried from
hydrolyzed chicken liver (HCLP) and chicken offal meal (PBM) added in increasing
concentrations and replacing the carbohydrate concentration, in order to reach final protein
concentration. of 24%, 32% and 40% in adult cat diets. Thirty-six healthy adult cats were used,
distributed in a randomized block design consisting of a 2x3 factorial. Digestibility of nutrients
and energy, fecal and urinary characteristics, impact on products from intestinal fermentation
and palatability after 30 days of feeding with the experimental diets were evaluated. The
apparent digestibility coefficient (ADC) of fat was lower in the HCLP 32% and control 32%
protein treatments. The carbohydrate ADC was lower in the 24% HCLP and 24% control
treatments. There was no significant difference between the number of defecations, urinary
volume, weight gain and metabolic weight of the animals (P < 0.05), but there was a tendency
for an increase in urinary pH in the HCLP 40% diets and a decrease in urinary pH in the animals.
who consumed the control diets 24% (P = 0.0021). Fecal DM was lower for cats that consumed
hydrolyzed diets, with higher water content, but without interfering with the fecal score. There
were linear increases in fecal acetate, butyrate, isovalerate, valerate, 4-methyl valerate, total
heptanoic volatile fatty acids (VFA), short chain (SCFA) and branched (SCFA) fatty acids with
hydrolyzed diets. Butyrate showed a decrease, and isobutyrate and ammonia increased as there
was an increase in protein inclusion. There was no significant difference when we compared
the interaction between source and level for fecal pH, fecal DM and fermentation products. For
the collection periods, day 0 and 30, there were linear decreases for fecal pH, propionate and
isobutyrate, and increases for butyrate, valerate, total AGCR and lactate. Cats had a higher
intake ratio for hydrolyzed diets, with 40% protein concentrations being more preferable to
30%, regardless of the protein source. The diet with 40% protein hydrolyzate was preferred by
cats. The spray dried protein hydrolyzate was preferred by cats and they were sensitive to
inclusion levels, preferring higher levels. There was no change in fecal characteristics, but an
increase in the levels of fatty acids important for the health and maintenance of the intestinal
bacterial population, such as butyrate and valerate, was observed.

Key words: hydrolysed spray dried. fecal characteristics. products of fermentation. butiryc
acid. valeric acid.
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1. INTRODUCAO

As dietas comercias para cdes e gatos sdo formuladas com o objetivo de produzir
alimentos completos, para que os animais possam ser completamente nutridos somente pelo
consumo exclusivo deste alimento. No entanto, alguns animais exigem algumas altera¢des
pontuais na fonte de alimentos, na quantidade ou na qualidade dos nutrientes fornecidos pela
formula em virtude de alguma enfermidade ou exigéncia terapéutica, servindo como um
alimento que auxilia o tratamento de um processo patoldgico ou de uma alteracdo metabdlica,
neste caso as dietas sdo chamadas de coadjuvantes.

As dietas coadjuvantes, portanto, sdo auxiliares no tratamento de patologias,
especialmente as cronicas, reduzindo a morbidade e aumentando a longevidade dos pacientes.
Produzir dietas que apresentem beneficios digestivos e metabolicos sdo um grande desafio para
pesquisadores de nutricdo animal. Desenvolver ingredientes que tenham propriedades
funcionais e fundamental.

A intolerancia e a hipersensibilidade alimentar sdo problemas recorrentes na clinica de
animais de companhia. A substituicdo da fonte proteica na dieta, por uma proteina pouco
comum, pode ser uma forma de tratar um paciente com hipersensibilidade alimentar a uma
determinada proteina. Em alguns casos criticos, em que ha um processo alérgico envolvido a
troca da fonte proteica pode ndo ser suficiente para a remissdo dos sintomas e neste caso
somente proteinas com baixo peso molecular podem passar despercebidas pelo sistema imune
permitindo ao animal viver normalmente. Eis a importancia de proteinas de diferentes origens
e hidrolisadas.

Vaérias técnicas de processamento tém sido utilizadas para melhorar a qualidade dos
alimentos para cées e gatos. Uma delas € o uso da hidrélise proteica. O fator relevante para a
utilizacdo de hidrolisado é a palatabilidade, pois peptideos e aminoacidos produzem uma grande
variedade de sabores, como o doce e 0 amargo. A confeccdo de proteinas hidrolisadas requer
processos enzimaticos e térmicos que permitem a formacgédo de cadeias curtas de polipeptideos
e aminoéacidos livres. No entanto, este processo que libera aminoacidos 0s deixa mais propensos
a serem metabolizados. A descarboxilacdo de aminoacidos resulta na formacdo de aminas
biogénicas, compostos que em geral estdo negativamente associados a salde animal. Estes
processos podem ocorrer durante a producdo industrial das proteinas hidrolisadas ou dentro da
luz do trato gastrointestinal do animal mediante o contato de amino&cidos livres com
microrganismos. Dessa forma, ndo somente proteinas hidrolisadas estdo propensas a formacéo

de aminas biogénicas, no intestino dos animais, mas qualquer conteudo de proteina indigestivel.
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Ainda, a presenga de conteudo indigestivel no intestino afeta a microbiota do colon e a
fermentacdo realizada por ela, gerando diferentes acidos graxos de cadeia curta e ramificada,
lactato, amonia e mesmo aminas biogénicas, que podem ser absorvidas e ter interferéncia no
metabolismo ou simplesmente podem interferir na qualidade fecal.

Dietas contendo alto contetido de proteina ou com proteina de baixa digestdo podem
gerar maior contetdo de proteina indigestivel que certamente atingird o célon e sera fermentada.
Dessa forma, o objetivo deste estudo € entender como concentracdes crescentes de proteina
bruta, em substituicdo ao carboidrato nas dietas, a partir de proteina convenvional (farinha de
visceras de aves) e spray dried de figado de frango interferem na palatabilidade, digestibilidade,

fermentagdo no co6lon e suas consequéncias nas caracteristicas urinarias e fecais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteinas hidrolisadas

O interesse pela utilizacdo de proteinas hidrolisadas nas dietas vem apresentando um
aumento crescente, uma vez que apresentam propriedades funcionais tanto para fins clinicos
como no uso em geral. Estas proteinas vém sendo utilizadas ha vérias décadas na formulacdo
nutricional para individuos que ndo digerem a proteina intacta (MAHMOUD; MALONE;
CORDLE, 1992). Atualmente, varios produtos utilizam como fonte proteica os hidrolisados,
como em dietas geriatricas, suplementos energéticos, dietas para controle de peso, terapéuticas
ou ainda dietas entéricas (BENITEZ; IBARZ; PAGAN, 2008). Além de serem utilizados na
industria de alimentos como substitutos lacteos, suplementos protéicos, estabilizadores de
bebidas e real¢adores de sabor (FROKJAER, 1994).

Lahl e Braun (1994) citam que para a selecdo de uma proteina hidrolisada s&o levados
em consideragdo alguns critérios importantes, como o: valor nutricional, custo, sabor e
alergenicidade. A partir disso, sdo classificadas de acordo com os tipos de preparagéo, 0s quais
podem ser: semi-elementar que apresenta formula com alto ou extenso grau de hidrélise com
peptideos apresentando peso molecular inferior a 5.000 Daltons; e hidrolise acida, ou seja,
férmulas com um baixo grau de hidrélise ou parcialmente hidrolisado (MALDONADO et al.,
1998), esse tipo de féormula apresenta uma proporcdo de proteinas que estdo intactas ou
ligeiramente degradadas, com peptideos entre 8.000 e 20.000 daltons (WAHN, 1995).

A hidrdlise de proteina pode ser realizada a partir de alguns métodos: a hidrélise
alcalina, a hidrolise enzimatica e a hidrolise acida ou a combinacdo de dois ou mais destes
métodos (ADLER-NISSEN, 1986; LAHL & BRAUN, 1994). Dentre os métodos a hidrdlise
enzimatica é a mais indicada, uma vez que destréi os epitopos sequenciais, além de que,
adicionar enzimas ao invés de reagentes quimicos melhora as propriedades do produto final.
Em adicdo, o processo de hidrdlise enzimatica é mais simples, eficiente e envolve condicdes
alcalinas moderadas que ndo destroem as proteinas recuperadas por racemizacdo e outras
reacOes quimicas (FONKWE & SINGH, 1996).

Outro método, é a secagem por pulverizacdo, que surgiu como uma ferramenta na
Segunda Guerra Mundial, para reduzir o peso dos alimentos, facilitando assim o transporte.
Este metodo consiste na transformacao de um ingrediente, chamado de alimento, em estado
liquido para forma de p6 em um ambiente gasoso quente. O processo é continuo e o alimento

seco pode se apresentar na forma po, granulo ou de aglomerado, de acordo com as propriedades
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fisicas e quimicas deste, o design do secador e as propriedades finais desejadas do pé
(KILLEEN, 2000).

Os hidrolisados de proteinas tém sido utilizados para melhorar os alimentos comerciais
para cées e gatos, em dietas convencionais e dietas com fim terapéutico. A principal utilizacdo
em dietas para animais de companhia é para 0 manejo de hipersensibilidade alimentar, pois
cada vez mais estes animais estdo sendo expostos a uma grande variedade de proteinas a medida
gue aumenta a variedade de dietas comerciais. As dietas contendo hidrolisado de proteina foram
relatadas como eficazes e bem toleradas, quando administrada como dieta de eliminagédo para
o diagnostico de reagdes alimentares adversas em cdes (LOEFFLER et al., 2004).

Quando se aborda doencas inflamatdrias do intestino as dietas contendo hidrolisados de
proteina demonstram vantagem quando comparadas com dietas contendo proteinas intactas,
pois diminui a preocupacdo de ocorrer hipersensibilidade dietética. Essas novas fontes de
proteinas tém se mostrado eficazes em cées e gatos com uma variedade de doenca inflamatéria
do intestino delgado e grosso (NELSON; DIMPERIO; LONG, 1984; GUILFORD et al., 2001).
Ainda h&a muita divergéncia de informagfes sobre a acdo de hidrolisados proteicos na
recuperacdo de lesbes na mucosa intestinal, alguns estudos demonstram recuperacdo das
vilosidades quando a dieta € composta com hidrolisados (POULLAIN et al., 1989). Acredita-
se que as dietas de proteina hidrolisada também sejam aliadas no gerenciamento de
insuficiéncia pancreatica, por aumentar a digestibilidade e ao mesmo tempo reduzir
alergenicidade.

A utilizacdo dos hidrolisados apresentam inumeros beneficios a nutri¢cdo animal, porém,
a matéria-prima que ira produzir o hidrolisado deve apresentar potencial para se tornar uma
farinha de alta qualidade. Na indUstria de processamento de aves, sdo produzidos subprodutos
e residuos. O figado de aves é considerado um subproduto comestivel que constitui quase 4%
do peso corporal (BOWES & JULIAN, 1988) e uma excelente fonte de proteina, minerais,
vitaminas e colesterol (KIM, 2011). Varias técnicas de processamento estdo sendo utilizadas
para que esses subprodutos tenham seu uso otimizado nas dietas para animais, um deles é a
utilizacdo em forma hidrolisada, tornando o ingrediente mais funcional e sendo adicionados em
alimentos com proteinas de baixa qualidade (BHASKAR et al. 2007).

O principal problema envolvendo as proteinas hidrolisadas é a imunogenicidade, pois a
hidrélise reduz a alergenicidade mas néo elimina o risco de produzir rea¢cGes imunomediadas.
Outro fator relevante ¢é a palatabilidade de alimentos que contenham esses hidrolisados, pois
peptideos e aminoacidos produzem uma grande variedade de sabores, como por exemplo, 0

sabor doce, o qual j& se tem conhecimento (IWAMURA, 1981). J& a sensacdo do gosto amargo
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ocorre devido hidrolise, pois os fragmentos hidrofébicos dos peptideos ficam expostos e podem
ser degustados. Conforme os fragmentos de peptideos e aminoacidos livres diminuem de
tamanho, o amargor diminui (ADLER-NISSEN, 1986).

A osmolaridade de proteinas hidrolisadas aumenta progressivamente com a hidrdlise,
podendo causar descamacao de enterécitos (TEICHBERG et al, 1978). A partir disso acredita-
se que a utilizagdo de hidrolisados em dietas para cdes € prejudicial, porém o estudo de
LOEFFLER et al. (2004) mostrou que em 46 cdes alimentados com dieta contendo proteina
hidrolisada, 21 deles mostrou melhora nos sinais gastrointestinais, sendo que 19 deles os sinais
resolveram completamente e cinco deles apresentaram fezes mais firmes e volumosas.

Para a devida utilizacdo de hidrolisados se faz necessario a avaliacdo das propriedades
funcionais, ou seja, o comportamento fisico ou a performance das proteinas nos alimentos. Esta
avaliacdo permite que a industria selecione o hidrolisado que ird compor a formulacgao, uma vez
que afetam o processamento, a estabilidade de armazenamento, qualidade organoléptica e a
eficécia bioldgica e nutricional do produto (MAHMOUD, 1994).

2.2 Proteinas: digestao e fermentagéo intestinal

As proteinas, além de fundamentais na composi¢do de dietas, também estdo presentes
nas estruturas celulares, tecidos estruturais e controlam reagfes que ocorrem no organismo
como o transporte de ions e outras moléculas para dentro e para fora da célula, por todo o corpo
(COLVILLE, 2010). Os aminoéacidos sdo considerados suas unidades formadoras e 0 que
determina a funcéo das proteinas é a sequéncia dos mesmos (COLVILLE, 2010). De acordo
com a proporcdo dos mesmos dentro das proteinas pode ocorrer limitacdo na utilizagdo de
outros aminoacidos, 0s responsaveis por essa limitacdo sdo os conhecidos aminoacidos
limitantes (VIEITES et al., 2000), responsaveis também pela escolha da fonte proteica.

As fontes proteicas utilizadas em dieta para cées e gatos séo classificadas de acordo com
duas categorias: proteinas de origem vegetal, a qual incluem os grdos e os farelos de
subprodutos de processos industriais de gréos e vegetais; e origem animal, provenientes de
tecidos animais ou de subprodutos da industria de carnes. Os ingredientes proteicos de origem
animal mais comumente usados na industria petfood séo: farinha de subprodutos de frango,
farinha de figado de frango, farinha de carne de frango, farinha de penas hidrolisadas, farinha
de peixe, farinha de carne e ossos de carneiro, farinha de carne e 0ssos bovina, farinha de

visceras de aves, carne mecanicamente separada (CMS), ovos em po0, leite em po (integral,
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semi-desnatado e desnatado). Os ingredientes de origem vegetal s&o: farelo de soja, farinha de
gluten de milho e trigo, proteina isolada de soja e proteina micronizada de soja.

As farinhas de origem animal sdo compostas por residuos de abatedouros e sdo
utilizadas nas composicdes de dietas como importantes fontes proteicas. A farinha de visceras
de aves é um subproduto de abatedouros industriais, composta por residuos de abates de aves e
resultado do processamento de cabeca, pescoco, pés, dorso, sangue, intestinos e até a inclusdo
indevida de penas (BUTOLO, 2002). Na composicdo ndo € permitido a presenca de penas,
residuos de incubatério, casca de ovo ou qualquer matéria estranha no produto
(SINDICARICOES, 2009). Apresenta alta porcentagem de cinzas (HARDY, 1996),
dependendo da percentagem de inclusdo dos residuos (WILSON, 1995; NENGAS; ALEXIS;
DAVIES, 1999), o que resulta também na elevada disponibilidade de célcio e fdsforo
(MILLAMENA, 2002).

Para a producdo desta farinha de origem animal, os residuos passam por um
processamento composto por 3 etapas: cozimento sob pressdo Umida (110 a 130 °C) por 3a 6
horas de prensagem para remogao da gordura, secagem e moagem (HERTRAMPF & PIEDAD-
PASCUAL, 2000; FERNANDES, 2011). Este processamento é capaz de destruir patdgenos
associados negativamente a saide dos animais, como por exemplo a Salmonella sp. (SILVA
2009). Porém, mesmo ap0s 0 processamento, sdo capazes de apresenta problemas, sendo dois
considerados principais: a contaminagdo por Salmonella sp. e a ndo padronizacdo da sua
composicdo (FERNANDES, 2011). Este alimento apresenta deficiéncia em metionina, lisina e
triptofano, do mesmo modo que seu teor proteico varia entre 55 a 68% (NENGAS; ALEXIS;
DAVIES, 1999; EL-SAYED, 1999; FARIA; HAYASHI; SOARES, 2002). Quando comparada
com a farinha de peixe, Pezzato et al. (2002) e Meurer, Hayashi e Boscolo (2003) encontraram
coeficientes de digestibilidade para proteina bruta semelhantes, 87,24% para farinha de visceras
de aves e 82,03% para farinha de peixes.

Outro subproduto de abatedouros é a farinha de carne e 0ssos bovinos, muito utilizada
na nutricdo animal é excelente fonte proteica (teor de proteina bruta de 35 a 55%) e importante
fonte de calcio e fosforo (VIEITES et al., 2000). Geralmente, é produzida em graxarias e
frigorificos a partir da desossa parcial ou completa da carcaca de bovinos, ou seja, composta de
0ssos e residuos de tecidos dos animais e ndo deve conter cascos, chifres, pelos, conteudo
estomacal, sangue e outras matérias-primas (MAPA — Instrucdo Normativa N° 34 de
28/05/2008). De acordo com Lesson e Summers (1997), a cada tonelada de carne preparada
para o consumo humano, 300 kg sdo descartados como produtos ndo comestiveis e destes cerca

de 200 kg se transformam em farinha de carne. Apresenta uma colora¢do dourada a marrom
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com densidade de 657 a 689 kg/m?, além de ser um ingrediente rico em proteina bruta, célcio e
fosforo. Os aminoacidos da farinha de carne e 0ssos, por exemplo, sdo menos digestiveis que
os presentes no farelo de soja (ALBINO, 1991; PUPA, 1995).

Para a producdo das farinhas de origem se faz necessario a retirada dos excessos de
agua, triturar os residuos ndo comestiveis do abate, drenar, prensar e centrifugar a gordura e 0s
residuos sélidos moidos em forma de farinha (CAMPESTRINI, 2005). Esses ingredientes
podem apresentar valores nutricionais ndo estaveis ou padrdes, devido a variagdo na proporcao
das matérias-primas utilizadas, dos sistemas, da temperatura e do tempo de processamento aos
quais sdo submetidos (SHIRLEY & PARSONS, 2000).

De acordo com a FEDIAF (2021) cées adultos exigem niveis dietéticos de 18% de
proteina em alimentos com 4000 kcal/kg, ja os gatos apresentam uma exigéncia de 25% de
proteina. Isso se d&, devido aos gatos possuirem um metabolismo especifico e desta forma suas
exigéncias nutricionais de proteina, aminoécido arginina, vitamina B6 e niacina sdo maiores
(CAPPELLI et al., 2015). No passado, cdes e gatos dependiam unicamente de caga para sua
sobrevivéncia, ou seja, a dieta era composta, geralmente, por outra espécie animal. JA com a
domesticacgdo, esses animais passaram por algumas mudancas alimentares, como a introducéo
de fibras na dieta. Os gatos séo considerados animais carnivoros, portanto suas necessidades
nutricionais estariam presentes nas carnes. Porém, com o avango na nutricdo de animais de
companhia, a alimentagéo a partir de rag0es tem feito parte da rotina destes animais, respeitando
0 equilibrio dos nutrientes (PANTOJA et al.,, 2018). Levando em consideracdo o perfil
nutricional que esses animais apresentavam, discute-se muito sobre a superioridade ou ndo de
proteina animal sobre a proteina vegetal. Desta forma, os ingredientes proteicos devem
apresentar algumas caracteristicas importantes como: palatabilidade, digestibilidade e
composicdo de aminoacidos, que se remetem ao seu valor bioldgico (POND et al., 1995);
relacdo proteina:cinzas, que sdo mais proximas em ingredientes de origem animal e mais

distantes ou favoraveis nos de origem vegetal (COWELL et al., 2000).

2.3 Produtos finais de fermentacao

A populacdo microbiana intestinal é responsavel por manter a saude dos animais,
promovendo melhor absor¢éo e aproveitamento dos alimentos, mas também é responsavel pela
formag&o de alguns metabolitos. Estes, podem afetar beneficamente ou maleficamente, e séo
avaliados afim de compreender a qualidade e funcionalidade de ingredientes e dietas. A

populacdo bacteriana intestinal é composta por diversos microrganismos, e estes sdo
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responsaveis pela formacéo de produtos finais de fermentacdo, assim como enzimas, a partir de
substratos disponiveis das dietas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2001).

Os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) com maior importancia sdo os acidos acético,
propidnico e butirico. Em diferentes especies de animais os AGCC estdo ligados ao
requerimento energético basal, ja em gatos estdo diretamente ligados a nutri¢cdo das células do
intestino (BROSEY; HILL; SCOTT, 2000).

Os nutrientes que compde as dietas para cées e gatos, estdo ligeiramente ligados a satde
intestinal destes animais, uma vez que ao serem fermentaveis tornam-se disponiveis para a acdo
bacteriana, sendo substrato para a fermentacdo intestinal (DROCHNER & MEYER, 1991).
Carboidratos, por exemplo, apresentam fibras e amido resistente, assim como agucares ndo
absorvidos. Estes compostos, ao alcancarem o célon, tornarem-se substratos para as bactérias e
resultam na producdo de AGCC e &cido latico, reduzindo pH e modificando a microbiota
intestinal (CAMPBELL & FAHEY, 1997).

O é&cido butirico é a principal fonte de energia para 0s colondcitos, sendo importante
regulador do crescimento e diferenciagéo celular (NRC, 2006). Além disso, os colondcitos séo
células as quais compdem a mucosa intestinal, atuando no peristaltismo e reduzindo a entrada
de compostos nitrogenados na corrente sanguinea.

Assim como o butirato, o acido acético e propiénico ao serem absorvidos na corrente
sanguinea servem como fonte de energia ao animal. A presenca de AGCC estdo relacionados
na funcdo digestiva, uma vez que estimulam a secrecdo de glucagon like-peptide 2 (GLP-2)
(NRC, 2006), responsaveis pela diferenciacéo e proliferacdo celular e o transporte de nutrientes
no intestino delgado.

A salde intestinal de gatos é avaliada a partir da dieta consumida, a mucosa e a
populacdo bacteriana existente no trato intestinal. A dieta estd inteiramente ligada a funcéo
metabdlica, uma vez que € responsavel por disponibilizar substrato para estas bactérias. Gatos,
geralmente, alimentam-se de dietas com altos teores de proteina de origem animal, o que
resultam em maiores concentra¢fes de aminoacidos livres ndo digeriveis no intestinal, estando
propicios a fermentacdo bacteiana.

A fermentacdo dos aminodcidos livres, estd relacionada a producdo de compostos
putrefativos. Os principais compostos resultantes sdo aménia, lactato, &cidos graxos de cadeia
ramificada (AGCR), que envolve o acido valérico, isovalérico e isobutirico, e aminas
biogénicas. Os AGCRs sdo derivados de aminoacidos, o &cido valérico origina-se do
aminoacido leucina e isoleucina e o acido isobutirico da valina (NAKAE & ELLIOT, 1965).

Em um estudo, onde os gatos foram alimentados com carne crua, eles apresentaram niveis mais
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altos de amonia fecal e AGCR devido a reduzida digestibilidade da PB (KERR et al. 2012). E
esses dados sdo semelhantes em gatos selvagens alimentados com alta proteina, observado por
Vester (2010). Os metabolitos resultantes da proteina ndo digerida, resultam em mau odor das
fezes e também podem ser tdxicos em altas concentra¢des (KUZMUK et al., 2005).

O lactato, também esta envolvido com bactérias intestinais, é resultado da fermentagéo
de carboidratos no célon (FISCHER et al., 2012) e também € substrato para diversas bactérias,
responsaveis pela producao de propionato e butirato (MOENS et al., 2019). Os produtos finais
da fermentacdo sdo derivados da quebra de proteinas e carboidratos, ou seja, a composicao da
dieta influenciara diretamente na produgdo de metabdlicos no intestino. Estes nutrientes sdo
considerados uma das principais fontes de alimento para as bactérias intestinais, caso em que a
reducdo na disponibilidade deste substrato afetara a quantidade e nos tipos de produtos finais
da fermentacdo, bem como o tempo que o substrato passara no colon (CUMMINGS et al.,
1992).

2.4 Aminas biogénicas

As aminas biogénicas, ou bioaminas, sdo compostos nitrogenados denominados assim
devido a sua origem biologica, pois ocorrem naturalmente em microrganismos, plantas e
animais, atuando nos seus processos metabdlicos com diferentes funcbes fisioldgicas
(LADERO et al., 2010). No geral, elas possuem baixo peso molecular e sua formacdo €
essencialmente resultado da descarboxilagdo enziméatica de aminoéacidos livres e da
transaminacdo de aldeidos e cetonas (SANTOS, 1996). Segundo Shalaby (1996), as aminas
biogénicas sdo fatores antinutricionais naturais e possuem a habilidade de iniciar varias reagoes
farmacoldgicas.

As aminas (Figura 1) podem ser classificadas em fungdo do nimero de grupamentos amina
presentes e da estrutura quimica. Quanto ao nimero de grupamentos amina na molécula, elas
se classificam em (CABALLERO; TRUGO; FINGIAS, 2003):

e Monoaminas: tiramina (1) e feniletilamina (2);

e Diaminas: histamina (3), triptamina (4), serotonina (5), putrescina (6) e cadaverina (7);

e Poliaminas: espermidina (8), espermina (9), e agmatina (10).

Quanto a estrutura quimica, sdo ilustradas na Figura 1 e podem ser classificadas em
(CABALLERO; TRUGO; FINGIAS, 2003):
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e Alifaticas: putrescina (6), cadaverina (7), espermidina (8), espermina (9) e agmatina
(10);
e Arométicas: tiramina (1), feniletilamina (2) e sinefrina (11);

e Heterociclicas: histamina (3) e triptamina (4).

Com base no modo de acdo, as aminas podem ser classificadas como compostos
vasoativos ou psicoativos (SELLERS; STAGGS; BOGLE, 2006). Compostos psicoativos,
como a histamina, a putrescina e a cadaverina, atuam nos transmissores nervosos do sistema
nervoso central, enquanto que compostos vasoativos, como por exemplo a tiramina, a
triptamina e a feniletilamina, atuam direta ou indiretamente sobre o sistema vascular.

Sdo moléculas biologicamente ativas amplamente distribuidas na natureza, estando
presentes nas células e nos tecidos como compostos essenciais ao crescimento, renovagao e
metabolismo. Elas podem desempenhar diversas fungdes celulares, como por exemplo as
poliaminas que auxiliam no aumento da sintese do RNA, do DNA e de proteinas, ou as
monoaminas que estdo presentes na neurotrasmissdo, na regulacdo da pressdo sanguinea e
temperatura corporal (WHITE e TABOR, 1984).

Figura 1: Estruturas das aminas biogénicas: tiramina (1); feniletilamina (2), histamina (3),
triptamina (4), serotonina (5), putrescina (6), cadaverina (7), espermidina (8), espermina (9),

agmatina (10) e sinefrina (11)
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Fonte: Cardozo, et al. (2013)

A descarboxilagdo microbiana de aminoacidos livres especificos é o mais comum modo
de formacdo de aminas biogénicas em alimentos e bebidas (Silla-Santos, 1996; LAPA
GUIMARAES E PICKOVA, 2004; LAPA-GUIMARAES, 2005; AWAN; FLEET; THOMAS,
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2008). Sintetizadas por animais, plantas, microrganismos e em mamiferos podem ser
sintetizadas endogenamente por rotas metabdlicas que usualmente envolvem descarboxilacdo
de aminoacidos precursores, ou ainda, similarmente, elas podem ser geradas exogenamente no
trato intestinal por descarboxilacdo bacteriana de aminoacidos liberados por hidrdlise
enzimatica de proteinas da dieta (SMITH, 1981; PINEDAA et al., 2012). As estruturas
quimicas, seus aminoacidos precursores e 0s efeitos que causam no organismo sao apresentadas
na Tabela 1.

A quantidade e o tipo de aminas biogénicas formadas é fortemente influenciada pela
composicdo bioquimica dos alimentos — viabilidade dos amino&cidos presentes, da microbiota
e por outros parametros que permitem a multiplicacdo bacteriana durante o processamento e
armazenamento dos alimentos (DRAISCI et al., 1998; CARELLI et al., 2007).

Embora aminas sejam usualmente formadas durante a decomposi¢édo e deterioragéo,
processos envolvendo a formacdo de aminoacidos livres até completa protedlise juntamente
com a producdo bacteriana e agdo dos aminoacidos descarboxilases podem produzir altos niveis
de histamina até mesmo antes que o alimento apresente outras caracteristicas tipicas de
deterioracdo ou apresentar-se sensorialmente inaceitavel (SHALABY, 1996).

Portando, as aminas biogénicas servem como indicativos de qualidade do alimento, ja
que grandes quantidades desses compostos podem ser encontradas antes mesmo do alimento
ter suas propriedades sensoriais alteradas. Essa presenga nos alimentos também indica que
houve condicdes favoraveis para a proliferacdo de micro-organismos e para a producdo de
enzimas, como nos processos de deterioracdo ou decomposicdo de alimentos. Em particular,
oxidases como a monoaminoxidase (MAQ), diaminoxidase (DAO) e poliaminoxidase (PAO)
participam na degradacdo de mono-, di- e poliaminas, respectivamente (WHITE e TABOR,
1984; SILLA-SANTOS, 1996).

Um aspecto diferente das aminas na dieta € a sua influéncia nas propriedades
organolépticas dos alimentos, como por exemplo, a putrescina pode estar associada ao ranco,
aromas ruins e a putrefacdo, ja a cadaverina confere odores a carne e cheiro de vinagre aos
alimentos. Recentemente, alguns autores abriram uma nova tendéncia de pesquisa de grande
impacto cientifico que diz respeito ao papel das aminas biogénicas como descritores de
caracteristicas alimentares.

S8o encontradas naturalmente em frutas e hortalicas, uma vez que participam da
floracdo, do desenvolvimento do fruto (surgimento a senescéncia) e da sintese de metabdlitos
secundarios. J& nos alimentos de origem animal, por serem naturalmente ricos em aminoacidos

livres, sdo suscetiveis a contaminacdo por aminas biogénicas. O teor de aminas aumenta no
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postmortem, devido a elevada quantidade de enzimas proteoliticas presentes no trato intestinal,
combinada com o rapido processo autolitico (DABROWSKI e SIKORSKI, 2005).

Especialmente abundantes em produtos submetidos a acdo de microrganismos, como
alimentos fermentados, incluindo laticinios, cerveja e vinho (BODMER, IMARK e
KNEUBUHL, 1999; SIMON-SARKADI e GELENCSER, 2003). Além disso, alimentos
estragados e produtos fabricados sob condicGes precérias de higiene geralmente apresentam
altas quantidades de aminas biogénicas, especialmente histamina, tiramina, putrescina e
cadaverina (BULUSHI et al., 2009).

A ingestdo de produtos que contém altas quantidades de aminas biogénicas pode causar
episodios de toxicidade, especialmente em individuos sensiveis. De longe, a histamina é a
amina biogénica mais estudada, pois é considerada a mais problematica, por provocar
psicoatividades (dor de cabeca, palpitacdes e prurido), ter acdo vasoativa (hipotensdo), erup¢ao
cuténea e, efeitos gastrointestinais (nausea, vomito e diarreia) (JANSEN et al., 2003; Peatfield
et al., 2003) e a sua toxicidade pode ser aumentada se combinada a componentes da deita, como
outras aminas ou alcool (DIEL et al., 1997). Outra monoamina relevante é a tiramina, que esta
relacionada a liberacdo de neurotransmissores de catecolamina que podem aumentar a pressao
sanguinea e a frequéncia cardiaca, além de ser descrita como desencadeadora de episddios de
enxaqueca (FORYTHE e REDMOND, 1974). Quando se refere aos efeitos adversos de outras
aminas biogénicas, a feniletilamina pode agir como um poderoso indutor de enxaqueca e

espermina e espermidina parecem participar de mecanismos do cancer (BARDOCZ, 1995).

Tabela 1. Aminas biogénicas, seus aminoacidos precursores e principais efeitos no organismo.

: L Aminoéacidos :
Aminas biogénicas Efeitos
Precursores
Vasodilatacao, liberacédo
de adrenalina e
noradrenalina, excitacdo da
0]
«% (,N | musculatura lisa do Utero,
N HoN N J OH intestino e do trato
H 2 H H,
, ) respiratorio, estimulacéo
Histamina (3) Histidina (12)

dos neurénios sensoriais e
motores, controle da

secrecgdo acida géstrica,
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mediacdo primaria da

resposta alérgica imediata.

HO

Tiramina (1)

O
g%
HO MNH;

Tirosina (13)

Vasoconstri¢do, aumento
do pulso cardiaco, da
pressao sanguinea, da taxa
respiratoria e do nivel de
glicose no sangue,
liberacdo da noradrenalina
no sistema nervoso
simpatico, lacrimacéo,
salivacgdo excessiva e

derrames.

@/\/NHE

Feniletilamina (2)

0
OH
NH,

Fenilalanina (14)

Liberagéo da noradrenalina
no sistema nervoso
simpatico, aumento da
pressdo arterial,

vasoconstri¢ao e derrames.

Oy-om
NH,
RN NH,
N h,
H N
H

Triptamina (4
p (4) Triptofane (15)

Aumento da pressdo

arterial e vasoconstricao.

O
NH, HoN OH
Putrescina (6) N
Ornitina (16)
O
HENMNHE HEN\/\/\.)‘LDH
Cadaverina (7) MH=
Lisina (17)

Diminuigdo da presséo
arterial e da frequéncia
cardiaca, tetania, paralisia
nas extremidades,
potencializacdo da

toxidez das outras aminas.

Fonte: Cardozo, et al. (2013).

Em alimentos frescos, a presenca de aminas biogénicas é ausente ou encontram-se em

concentragcOes baixas (<10 ppm). J&, em alimentos sujeitos a presenca de aminas biogénicas



29

(Tabela 2), como pescado, queijos, carnes, ovos e fermentados (SHALABY, 1996),
apresentam-se em concentraces significativas (>50 ppm), desta forma sdo capazes de induzir
envenenamento escombroide, ou seja, uma intoxicacdo quimica, devido a sua associacdo com
a ingestdo de pescado (principalmente tunideos e sardinhas). Apesar de serem necessarias em
diversas funcdes fisiologicas de seres humanos e animais, possuem diversos efeitos toxicos.
Contudo, esses efeitos s6 sdo observados quando elas sdo ingeridas em excesso (alimentos
muito contaminados) ou quando os mecanismos naturais de seu catabolismo sdo inibidos ou
geneticamente deficientes (SHALABY, 1996).

A contaminacdo por aminas biogénicas pode ser impedida a partir da inibicdo do
crescimento microbiano e/ou a reducdo da atividade da enzima descarboxilase. Para tanto, sdo
necessarios controle de temperatura, matérias-primas de qualidade, boas praticas de manuseio
do material, uso de culturas ndo formadoras de aminas em produtos fermentados
(DAPKEVICIUS et al., 2000) e o uso de embalagens e aditivos (EMBORG e DALGAARD,
2008). Quanto a temperatura, o resfriamento inibe o crescimento e a a¢do bacteriana, enquanto
que temperaturas elevadas eliminam microrganismos (DU et al., 2002). Contudo, uma vez
formadas as aminas biogénicas no alimento, reduzir seu conteudo € bastante dificil ja que elas

séo termicamente estaveis mesmo em exposic¢des prolongadas (KALAC, 2009).

2.3.1 Microrganismos produtores

A descarboxilacdo bacteriana dos aminoacidos é descrita em diferentes géneros e
espécies de bactérias, tanto Gram positivas como negativas, como por exemplo as bactérias dos
géneros Enterobacteriaceae, Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus, Micrococcus e
espécies do género Pseudomonas. A produgdo de aminas por bactérias pode ser associada tanto
a uma estratégia microbiana para sobreviver em ambientes acidos quanto ao fornecimento
alternativo de energia para as funcdes metabolicas de células expostas a condi¢des e substratos
ndo ideais (COTTER e HILL, 2003). A acdo combinada das descarboxilases e uma troca
funcional substrato/produto transmembranar, resulta numa forga motriz de prétons que leva a
alcalinizacdo do citoplasma (WOLKEN et al., 2006). Existe uma hipoOtese que sugere que as
bactérias usem a descarboxilacdo dos aminoacidos como um sistema para extracdo de maior
quantidade de energia metabolica quanto possivel dos substratos presentes no meio, permitindo
sua sobrevivéncia (LONVAUD-FUNEL, 2001). Outras agdes, como na regulacédo do DNA e
na eliminacdo de radicais livres, também foram sugeridas (WORTHAM; OLVEIRA; PATEL,
2007).



30

A presenca de aminas biogénicas em alimentos, em especial a histamina, € um tipico
indicador de deterioracdo e seus limites sdo bem estabelecidos em varios regulamentos para
diferentes tipos de alimentos (PINEDA et al., 2012).

Peixes e derivados, como farinha de pescado, estdo entre os alimentos com as maiores
concentracBes de aminas principalmente histamina, devido ao nimero de bactérias entericas,
bem como Pseudomonas, propensas a sintetizar aminas nesse substrato. Segundo a FDA (Food
and Drug Administration) um nivel maximo de 500 mg por kg de alimento e recomenda a
utilizacdo dos seguintes niveis de seguranca: <50 mg/kg seguro para consumo, 50-200 mg/kg
possivelmente tdéxico, 200-1000 mg/kg provavelmente téxico e >1000 mg/kg téxico e
impréprio para o consumo humano (DABROWSKI e SIKORSKI, 2005).

Em segundo lugar estdo os produtos fermentados, onde as bactérias produtoras de &cido
lactico sdo as principais produtoras de aminas biogénicas. Em queijos e produtos carneos
fermentados, a tiramina é a mais abundante e cepas de Enterococcus e Lactobacillus sdo os
principais produtores. A Tabela 2 resume alguns dos principais alimentos sujeitos a
contaminacdo por aminas e as bactérias produtoras encontradas em suas matrizes conforme
reportado por Shalaby (1996). O conhecimento atual sobre os microrganismos produtores de

aminas biogénicas varia de acordo com a espécie ou estirpe em questéo.

2.4.2 Principais alimentos sujeitos a contaminacgdo por aminas biogénicas

As aminas biogénicas podem ser sintetizadas enddgena e exogenamente. Esta ocorre
por hidrolise enzimatica de proteinas da dieta, sendo assim, a principal fonte de aminas
biogénicas é proveniente dos alimentos que compdem essa dieta. O tipo e quantidade de aminas
dependem da natureza, origem, etapas de processamento e microrganismos presentes nos
alimentos. Estudos vem sendo realizados para identificar estes compostos em diferentes

alimentos, levando em consideracdo o impacto a salde e a economia:

Tabela 2. Principais alimentos sujeitos a contaminagdo por aminas biogénicas e seus

microrganismos produtores.

Alimento Bactérias isoladas Aminas encontradas
Morganella morganii, Klebsiella tiramina (1), histamina (3),
Peixes pneumonia, putrescina (6), cadaverina

Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus  (7), espermidina (8)
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vulgaris, Clostridium perfringenes, espermina  (9), agmatina
Enterobactera erogenes, Vibro (10).
alginolytiens,

Bacillus spp. ,Staphylococcus xylosus

Lactobacillus buchneri, Lactobacillus tiramina (1), feniletilamina

30a, L. (2), histamina (3),
Ousii bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. triptamina (4), putrescina
Ueljos . : . :
acidophilus, Streptococcus faecium, S. (6), cadaverina (7).
mitis, Bacillus macerans,
propionibacterium
) ) tiramina (1), feniletilamina
Pediococcus, Enterobacteriacea, ) )
Carnes e ) (2), histamina (3),
) Lactobacillus, Pseudomonas, ) )
derivados ) triptamina (4), putrescina
Streptococcus, Micrococcus ]
(6), cadaverina (7).
_ _ ) ) tiramina (1), histamina (3),
Vegetais Lactobacillus plantarum, Pediococci sp.,

triptamina (4), putrescina
(6), cadaverina (7).

fermentados Leuconostocmes enteroides

Produtos Rhizopus oligosporus,  Trichosporon tiramina (1), histamina (3),
fermentados de  beiglli, triptamina (4), putrescina
Soja Lactobacillus plantarum (6), cadaverina (7).

Fonte: Shalaby (1996).

2.3.2.1 Peixes

Os peixes sdo considerados alimento saudavel e nutritivo, mas também um dos
alimentos com maior pré-disposicdo para a formacdo das aminas biogénicas. A presenca de
aminas foi inicialmente estuda nos peixes da familia Scombridae, uma vez que apresentam alta
concentragio de histidina livre nos masculos (LEITAO; BALDINI; SALES, 1983;
FADHLAOQUI-ZIKA et al., 2012), tornando-0s mais susceptiveis ao acimulo de teores tdxicos.

A farinha de peixe, utilizada na alimentacdo de peixes e animais de companhia, de alta
qualidade é considerada baixa em aminas biogénicas e leva a uma alta digestibilidade de
proteinas (AKSNES e MUNDHEIM, 1997 ; Mundheim et al., 2004). Farinhas produzidas a
partir de matérias-primas que apresentam alto teor de aminas biogénicas, demonstrou reduzir a

taxa de crescimento especifico e a sobrevivéncia do salmdo do Atlantico (Salmo salar),
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consumo de ragdo e biomassa final do camaréo azul (Litopenaeus stylirostris) em comparacgao
com uma farinha de peixe produzida com matérias-primas frescas (OPSTVEDT et al.,
2000 ; TAPIA-SALAZAR et al., 2004)

Nos peixes, as aminas biogénicas formam-se a partir da descarboxilacdo de
aminodcidos, por enzimas exdgenas liberadas pelos microrganismos associados a frutos do mar
(An et al., 1998). A histamina, por exemplo, quando consumida manifesta o conhecido como
“envenenamento escombroide” (HERNANDEZ-JOVER et al., 1997; YONGMEI et al., 2009).
Devido a isso a FDA (Food and Drug Administration) americana estabeleceu um nivel maximo
de 500 mg por kg de alimento e recomenda niveis de seguranca para utilizagdo: <50 mg/kg
seguro para consumo, 50-200 mg/kg possivelmente tdxico, 200-1000 mg/kg provavelmente
toxico e >1000 mg/kg toxico e improprio para o consumo humano (DABROWSKI e
SIKORSKI, 2005). Ja a legislacéo brasileira estabelece limites de até 100 mg de histamina para
cada quilo de peixe, de acordo com o0s niveis estabelecidos internacionalmente. Quanto as
demais aminas biogénicas, ainda néo se tem limites estabelecidos.

Estudos realizados por Mufioz-Altienza et al. (2011), mostraram o teste de PCR
apresentou resultados mais precisos, quando comparado com o teste em placa e a cromatografia
liquida. J& Fu et al. (2016) utilizou 0 método de cromatografia liquida de alta performance
integrada — triplo espectrometria de massa quadripolar (UCLAE — TQMS) e derivagdo de
cloreto de benzoilo para analisar as aminas biogénicas em diferentes peixes e relatou que este

processo simplificou o pré-tratamento amostra e melhorou a sensibilidade de deteccéo.

2.3.2.2 Produtos carneos

Em alimentos fermentados, sdo encontrados microrganismos produtores de enzimas, as
quais sdo responsaveis por hidrolisar inimeros compostos nos alimentos tornando-o0s seguros
para 0 consumo. Toda via, alguns destes microrganismos podem produzir substancias
indesejaveis, que é o caso das aminas biogénicas. Nos alimentos de origem animal, por serem
naturalmente ricos em aminoacidos livres, sdo suscetiveis a contaminacao por estes compostos.
O teor de aminas biogénicas aumenta postmortem, devido a elevada quantidade de enzimas
proteoliticas presentes no trato intestinal, combinada com o rdpido processo autolitico
(DABROWSKI e SIKORSKI, 2005).

De acordo com Suzzi & Gardini (2003), a grande concentragdo de proteinas presentes
nos alimentos carneos e a atividade proteolitica durante a maturacdo favorecem a acdo das

enzimas descarboxilase. Os microrganismos amina-positivos podem ser naturalmente
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encontrados em produtos a base de carne ou também introduzidos por contaminacao antes,
durante ou ap6s o processamento (ROKKA et al., 2014). Em carnes frescas e processadas sao
encontradas principalmente putrescina, cadaverina, histamina e tiramina, enquanto espermidina
e espermina, apresentam mudanca nos seus niveis naturais ligeiramente durante o
armazenamento e processamento (FAVARO et al. 2007)

A determinacdo de aminas biogénicas presente em produtos carneos é importante para
a deteccdo do processo de deterioracdo e putrefacdo, ou seja, esta estritamente relacionada com
o frescor dos produtos. Para isso, varios métodos sdo utilizados para a determinagdo de aminas
biogénicas, como os métodos moleculares, a PCR ou hibridizacdo sdo as mais utilizadas na
rotina de identificacdo de potenciais produtores de compostos aminados (LANDETE et al.,
2007; BIORNSDOTTIR-BUTLER et al., 2010) e também a alta cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (ABDEL- MONEM e OHNO, 1975; DESIDERIO, DAVALLI e PERIN,
1987; MIETZ e KARMAS, 1977; SUZUKI et al., 1990)

2.3.2.3 Vegetais

Os vegetais fazem parte da composicao da dieta de humanos e animas, por serem fontes
de minerais, vitaminas, antioxidantes, fitoesterois e fibras (WENNBERG et al., 2006).
Alimentos vegetais podem naturalmente conter aminas biogénicas, ja que estas sdo requeridas
no metabolismo celular e no crescimento dos tecidos, entretanto nos vegetais, elas podem
também ser produzidas por microrganismos (SILLA SANTOS, 1996; MATILLA, 1996;
GLORIA et al., 2005). Quando cozidos, geralmente ocorre transferéncias de aminas para agua
do cozimento, porém, algumas espécies de vegetais, como as cruciferas, demonstram apenas
reducdo da concentracdo de aminas biogénicas. Segundo Tapingkae et al. (2010), as aminas sao
termoestaveis, ou seja, 0 cozimento € incapaz de eliminar a toxina. Embora poucos estudos
tenham abordado a atividade bioldgica das aminas em produtos vegetais, putrescina e
espermidina sdo as mais comumente presentes.

Nos vegetais as aminas biogénicas podem ser introduzidas durante a produgéo e/ou
processamento devido a descargas na atividade da descarboxilase por microrganismos. Desta
forma utiliza-se 0 método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na determinacdo

das aminas biogénicas.

2.4.2.4 Métodos analiticos
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A andlise das aminas biogénicas tem enfoque no seu uso como indicador de qualidade
nos alimentos, ou seja, decréscimo no frescor ou deterioracdo de alimentos, assim como em sua
toxicidade. A aplicacdo da analise de aminas biogénicas se apresenta como importante
ferramenta no controle de qualidade de matéria prima, produtos intermediarios e produtos
finais, e ainda no controle de processos (PARK et al., 2010).

Cada vez mais métodos rapidos, simples, baratos e confiaveis sdo necessarios para
satisfazer a crescente demanda de determinacdes de aminas biogénicas em matrizes
alimentares. Nos Gltimos anos, diversos métodos tém sido propostos na literatura cientifica para
atender essa demanda, respondendo a necessidade de resolver novos desafios criado na analise
de alimentos. Os métodos vém focados em melhorar a precisdo, a exatiddo, os limites de
sensibilidade e a deteccdo, além de questdes como custo e velocidade da analise.

Um grande numero de metodos de separacdo tem sido descritos para determinacdo de
aminas biogénicas (Vitali et al., 2013). Dentre eles estdo, principalmente, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Moret e Conte, 1996; Frattini e Lionetti, 1998; TASSONI;
GERMANA; BAGNI, 2004; OLIVEIRA et al., 2004), a cromatografia gasosa (AWAN et al.,
2008; AVELAR; FRANCA; FERRAZ, 2005; Hwang; Wang; Chong, 2003) e a eletroforese
capilar (Paproski et al., 2002; KOVACS; SIMON-SARKADI; GANZLER 1999; VITALI et
al., 2013).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica mais comumente utilizada
para determinacdo de aminas biogénicas. A razdo para essa popularidade do método é a
sensibilidade, adaptabilidade para determinacdes quantitativas, adequacédo para separacdo de
espécies ndo volateis ou termicamente frageis e acima de tudo, sua aplicabilidade generalizada
para substancias que sdo de interesse primordial para a indUstria e para muitos campos da
ciéncia (SKOOG, 1998). Tem como principal objetivo a separacdo de determinadas misturas,
utilizando duas fases, uma mdvel (constituida por substancia liquida ou um gas) e outra
estacionaria (constituida por liquido ou s6lido). O uso de CLAE é muito comum, porém
apresenta um alto custo e maior tempo de anélise (AVELAR et al., 2005).

A cromatografia gasosa € a técnica utilizada para separacdo e determinacdo de
compostos volateis e/ou volatilizaveis, podendo ser aplicada em amostras gasosas, liquidas ou
solidas. E classificada de acordo com a natureza da fase estacionaria em cromatografia gés-
s6lido (CGS) e cromatografia gas-liquido (CGL) (PENTEADO; MAGALHAES; MASINI,
2008). O poder de resolucdo excelente alcangado permite a determinacdo de dezenas de
compostos diferentes em matrizes complexas (FOCANT et al., 2004). Outro diferencial da

técnica vem a ser sua grande sensibilidade e elevada detectabilidade. Por exemplo, o limite de
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deteccdo para o pesticida halogenado Lindane pode atingir valores tdo baixos quanto 10-16 mol
mL-1 empregando-se o detector de captura de elétrons (GROB & KAISER, 2004).

A década de 90, foi marcada pela implementacéo da terceira grande técnica instrumental
de separacdo, a eletroforese capilar. Atualmente, os métodos de eletroforese capilar podem ser
divididos nos seguintes: eletroforese em zona capilar (CZE), eletroforese em gel capilar (CGE),
isotacoforese capilar (CITP), isoelétrico capilar de focalizacdo (CIEF) e cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) (GUO et al., 2015). Esse rapido avanco se da pela simplicidade
da técnica, mas principalmente pela variedade dos modos de separacdo que podem ser efetuados
em uma Unica coluna capilar e da diversidade dos compostos passiveis de analise em cada
modo. Além de rapida e eficiente, € barata em termos de consumo de reagentes, e mostra uma
menor reprodutibilidade dos tempos de migracdo que a cromatografia liquida (GINTEROVA,
2012). A separacao ocorre em tubos com dimensdes de 15 a 100 um de didmetro interno e 50
a 100 cm de comprimento, preenchidos com um eletrélito condutor, e submetidos a acdo de um
campo elétrico. Outras vantagens da eletroforese capilar sdo: pequena demanda de amostra,
com volumes tipicamente da ordem de 1 a 10 nL, e a possibilidade de injecdo e deteccdo em
fluxo (TAVARES, 1997).

Outras técnicas vém sendo utilizadas como alternativa a cromatografia, como por
exemplo sensores, ELISA e analise de injecdo de fluxo. Os sensores séo interessantes devido a
simplicidade e baixo custo, geralmente sdo utilizados como alternativa aos métodos de
cromatografia liquida, ja que ndo necessitam de instrumentacdo especial. Uma vantagem dessa
técnica € que ela pode ser usada em analises in situ (ONAL, 2007). Um sensor enzimatico duplo
foi desenvolvido para determinar simultaneamente histamina e trescina (HENAO-ESCOBAR,
2016). Porém, existe uma grande variedade de elementos de reconhecimento (JUSTINO, 2015),
sendo o0s biosensores enzimaticos os prevalentes para a determinacdo de aminas biogénicas.

O teste de ELISA ¢é uma técnica com alta preciséo, sensibilidade, boa qualidade e com
potencial de padronizacdo (ALVES, 2015). E considerado um teste demorado e caro,
principalmente quando o ndmero de amostras é pequeno (ALVES, 2015). Outro método
alternativo é a analise de injecdo de fluxo, que consiste na ingestdo de uma amostra em um
transportador de solucdo que esta em um fluxo constante, onde ambas as solugbes sdo
misturadas passando por um detector (HERNANDEZ-CASSOU e SAURINA, 2013). No

entanto, esse método foi otimizado apenas para analise de histamina.

2.4.3 Toxicologia
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Embora as aminas biogénicas sejam necessarias para fun¢es do organismo do homem
e dos animais, como proliferacdo e a diferenciacdo celular, regulacédo das fungdes do nucleo,
sintese de proteinas, desenvolvimento cerebral, regulacdo e manutencdo do sistema nervoso
(SAAID et al.,, 2009), o consumo em altas quantidades pode ter efeitos toxicoldgicos
provocando sintomas digestivos, circulatérios e respiratorios. Este efeito toxicoldgico varia de
acordo com o tipo de amina ingerida, a atividade da enzima descarboxilase e também da
fisiologia do individuo. A histamina é a amina mais toxica detectada nos alimentos, como peixe,
queijo, vinho e carne produtos (BRINK et al., 1990; HUIS IN'T VELD et al., 1990). Compostos
nitrogenados ndo proteicos, como aminas e peptideos, contribuem para a odor e sabor dos
alimentos (MAGA, 1978).

O nivel de toxidade das aminas ainda ndo é bem estabelecido, pois depende de
caracteristicas individuais de cada amina ou quando ha presenca de mais de uma a0 mesmo
tempo. Os efeitos variam entre envenenamento, reacdes de intolerancia e intoxicagdo, sendo
este Ultimo caracterizado por vomitos, diarreia, rubor facial, erupcéo na pele, broncoespasmo,
taquicardia, queimacéo oral, hipo ou hipertensdo e enxaqueca. Em casos de envenenamento
pelas aminas biogénicas, 0os maiores riscos envolvem uma crise hipertensiva (presséo arterial >
180/120 mmHg) que pode levar a lesdes do coragdo ou do sistema nervoso central (LADERO
et al., 2010).

Existe um sistema de desintoxicagdo bastante eficiente no trato intestinal dos
mamiferos, capaz de metabolizar a ingestdo alimentar normal de aminas biogénicas (HUIS IN'T
VELD et al., 1990). Em animais saudaveis, as enzimas descarboxilases agem rapidamente sob
as aminas exdgenas para a desintoxicagdo. Ja em animais com hipersensibilidade alimentar ou
que estdo em ambiente de maior controle a acdo das enzimas € mais restrita e muitas vezes leva
a intoxicaces mais graves, necessitando da aplicacao de inibidores de aminas. A oxidacdo é a
principal via de detoxificacdo de aminas apés a ingestdo, embora processos de metilacdo e
acetilacdo também estejam implicados na detoxificagdo da histamina (LEHANE e OLLEY,
2000). Em condigdes normais de saude, a acdo de aminoxidases é rapida, convertendo as aminas
em produtos de degradacdo fisiologicamente inativos. Estas enzimas sdo classificadas como
monoaminoxidase (MAO), diaminoxidase (DAQO) e poliaminoxidase (PAO) participam na
degradacdo de mono-, di- e poliaminas, respectivamente (WHITE e TABOR, 1984; SILLA-
SANTOS, 1996). A monoaminoxidase se subdivide de acordo com seus inibidores em MAO-
A, a qual age na regulacao de serotonina no sistema nervoso central e também €é responsavel,
no sistema gastrointestinal, pela detoxificacdo das monoaminas ingeridas, como a tiramina e a

triptamina. A MAO-B € encontrada principalmente no figado e mdsculos atuando na
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desaminacdo da dopamina e da feniletilamina (CARDOZO; FRANCA; e LIMA, 2013).
Histamina e putrescina sdo desaminadas pela DAO no intestino, oferecendo protecdo contra as

concentracfes normalmente presentes nos alimentos (MCCABE-SELLERS et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

Neste estudo avaliou-se os efeitos do hidrolisado de figado de frango e das
concentracOes crescentes de proteina bruta sobre a palatabilidade, digestibilidade e
produtos de fermentacdo fecais de gatos adultos, comparando-se com dietas

formuladas a base de farinha de visceras de aves.
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4. HIPOTESES

e A proteina hidrolisada melhora a palatabilidade, digestibilidade e aumenta produtos de
fermentacdo;

e Asconcentracdes crescentes de proteina bruta torna as dietas mais palataveis, aumentam
a digestibilidade de nutrientes e energia das dietas, e promovem maior formacdo de

protudos de fermentagéo fecal em gatos.
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ABSTRACT - Protein hydrolysates, especially spray dried chicken liver powder hydrolysate
(HCLP), is an alternative protein source to be used in diets for dogs and cats, as they have
functional properties and are auxiliary in the treatment of pathologies. The objective of this
study was to evaluate the effect of replacing traditional source of protein poultry byproduct meal
(PBM) by HCLP added in increasing levels replacing the carbohydrate. Diets presente final
concentrations of 24%, 32% and 40% of crude protein. Apparent total tract digestibility
(ATTD), fermentation and palatability were evaluated in adult cats. Thirty-six 4-year-old adult
cats, body weight 3.5 + 4.0 kg, were assigned in a complete randomized block design to obtain
6 repetitions per treatment. The ATTD of fat was lower in HCLP 32% and control 32% protein
treatments. The carbohydrate ATTD was lower in the 24% HCLP and 32% control treatments.
There was a trend towards an increase in urinary pH in the HCLP 40% diet. The stools
maintained adequate fecal score characteristics. Fecal DM was lower for cats that consumed
hydrolyzed diets, containing higher water content, but without interfering with the fecal score.
There were linear increases in fecal acetate, butyrate, isovalerate, valerate, 4-methyl valerate,
SCFA and BCFA with hydrolyzed diets. Total isobutyrate, ammonia and BCFA increased with
higher protein concentrations. For the collection periods, days O and 30, there were linear
decreases for fecal pH, propionate and isobutyrate, and increases for butyrate, valerate, total
BCFA and lactate. When the palatability of the diets was tested, the animal’s preference was
significant for the HCLP 40% diet, both in the first choice and in the intake ratio. The diet with

40% protein hydrolyzate was preferred by cats. The spray dried protein hydrolyzate was
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preferred by cats and they were sensitive to inclusion levels, preferring higher levels. There was
no change in fecal characteristics, but an increase in the levels of fatty acids important for the
health and maintenance of the intestinal bacterial population, such as butyrate and valerate, was

observed.

Key Words: protein; fecal characteristics; products of fermentation; butiryc acid; valeric acid

INTRODUCTION

Most protein used in the diet comes from two sources: vegetable, grains and their by-products;
and anima sourcesl: meat industry by-products. Both sources can be used in their entirety or
undergo a hydrolysis process.

Protein hydrolyzessates are essential for therapeutic diets for dogs and cats. The main use of
hydrolysed protein is related to the management of food hypersensitivity or gastrointestinal
disorders. Also, hydrolysed ingredient have been reported to be effective and well tolerated
when administered as an ingredient in elimination diet for diagnosis of adverse food reactions
in dogs (Loeffler et al., 2004).

Low molecular weigh protein is required in cats previously sensitive protein or with limited
digestive capacity. Recently, HCLP is a novel source of protein and has been reported to be
safe for inclusion in diets for dog, representing another source of hidrolised protein evaluable
(Pinto et al., 2021).

Chicken by-product and poultry liver are edible sources of protein, and account for almost 4%
of chicken body weight (Bowes & Julian, 1988) and are excellent sources of protein, fat
minerals, vitamins, and energy (Kim, 2011).

According to the FEDIAF Guidelines (2021), adult cats require minimum dietary levels of 25%

protein DM in practical diets. Thus, protein ingredients must present some important
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characteristics such as: palatability, digestibility and amino acid composition, which refer to
their biological value (Pond et al., 1995). Liver as ingredient has several contribuitions
regarding nutritional content. Also, additional benefits are present in hydolysed ingredients
sources that contains a favorable ratio of protein: ash, not common in animal protein sources
(Cowell et al., 2000). Therefore, the aim of this study was 1) to investigate the effect of
replacing low ash poultry byproduct meal (PBM) with hydrolysed chicken liver powder spray
dried (HCLP) included in increasing levels replacing carbohydrates to reach protein
concentration of (24%, 32%, and 40%) and it effects on apparent total tract digestibility, fecal

and urinary characteristics, fecal fermentation end products and palatability in adult cats.

MATERIAL AND METHODOS

All procedures used in this study were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals

at the Universidade Estadual de Maringa, protocol number 1110190121.

Dietary treatments

Six experimental diets were formulated and extruded (model 2000, TNL Tecnal, Ourinhos,
Brazil), replacing PBM by HCLP with three levels of inclusion of protein: 24, 32, and 40% of
crude protein (CP) in the final diet. All the diets attended the minimal amout of essential
nutrients on FEDIAF (2021), inspite of one level of CP which contains only 24%, viewing
hypoallergenic diets, minimal amino acid needs were met. The experimental diets were
characterized by source and level of CP included: Control 24%; Control 32%; Control 40% and
HCLP 24%; HCLP 32%; HCLP 40% (Table 1). Diets submitted to palatability assay were
coated with poultry fat only. No commercial palatability enhancer was added. Other evaluation

was performed with diet coated with palatant enhancer and poultry fat after extrusion.
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Digestibility assay

Animals. Thirty-six healthy adult cats, aged between 3 and 4 years old, body weight of 3.5 +
4.0 kg, were distributed in a completely randomized block design, using 12 cats in each block.
Cats were weekly weighed, until the end of the experimental period. Cats were washed in for
fourteen days prior the experimental assay with a commercial diet (Special Dog Ultralife). Cats
were socialized collectively with access to a solarium. During de digestibility assay, 10 days,
they were housed in individual stainless steel metabolic cages (0.80 x 0.70 x 0.90 m), equipped
with feeders. and drinking fountains, and feces, and urine collectors. Water was provided ad
libitum. Except during digestibility cats in a colletive group and during the day each every 2
hours, cats were stimulated to interact with other housed cats, scratches, toys, brushing. Walk
in the solarium were available all time long.

Digestibility protocol. Digestibility was carried out as a total fecal collection method. The assay
was conducted as a completely randomized assay, with six diets and six cats per treatment. Cats
were adapted to the diets for five days, then seven days for total collection of urine and faeces,
then they remained in the same diets to complete 30 days. Feces were scored by a single trained
person using the following system: 0 = watery liquid that can be poured, 1 = soft, unformed, 2
= soft, malformed stool that assumes the shape of its container, 3 = soft, formed, and moist stool
that retains its shape, 4 = well-formed and consistent stool that does not adhere to the floor, and
5 = hard, dry pellets, which are small and hard masses (Carciofi et al., 2008). After daily
collection, feces were weighed and stored in a freezer at -20°C until analysis. Total urine
collection was performed for three days and then stored in plastic bottles containing 1 g of
thimol/100 mL of urine (Synth, Diadema, Brazil). Urinary total volume and pH (pH meter PH

0-14-Kasvi K39-2014, cidade e pais) was measured daily.
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Stools were thawed, homogenized, and dried in a forced-air oven at 55°C for 72h, according to
the recommendations of the AOAC (1995). Feces and diets were ground through a 1 mm screen
in a Wiley hammer mill and analyzed for dry matter (DM—AOAC 934.01), crude protein
(CP—AOAC 954.01; model TE 036/2, Tecnal, Piracicaba, Brazil), acid hydrolysed fat (AOAC
954.02; model 170/3, Fanem, S&o Paulo, Brazil), crude fiber (CF—AOAC 962.10; model MA
450/8, Marconi, Piracicaba, Brazil), and ash (MM).Fecal and dietary gross energy (GE) were
determined using isoperibolic bomb calorimetry (Calorimeter 6200 Isoperibol; Parr Instrument
Company, Moline, United States). All analyses were performed in duplicate, assuming a
coefficient of variation <0.01 for energy and <0.05 for the other analyses. Diets were analyzed
for starch, according to Karkalas (1985), and gelatinization index of starch was calculated as:

S (total starch — resistant starch)
Gelatinization index = * 100
(total starch)

End products fermentation

Fermentation products. Samples were collected immediately after defecation on day 0 and 30.
Ammonia concentration was determined in 5 g of feces, homogenized, and mixed with 15 mL
of formic acid solution 16% (vo/vol). The extracts were thawed at room temperature, and 3 mL
of each extract was diluted in 9 mL of distilled water and subjected to distillation in a nitrogen
system (TECNAL TE-036/1 nitrogen still). The concentration of volatile fatty acids (VFA) was
assessed in the same extracts prepared for ammonia. The extracts were centrifuged (9500RI
refrigerated touch screen centrifuge) three times at 3.500 rpm for 15 min at ambient
temperature, and one time at 14.000 rpm for 5 min at 4°C, then the supernatant was retained,
and the pellet was discarded. The short-chain fatty acids (SCFA) and branched-chain fatty acids
(BCFA) of the supernatant were determined by gas chromatography, performed on a Shimadzu
chromatograph equipped with an FID detector, Split/splitlesse sample injection sustem, and

fused silica capillary column (Select FAME, 30 m long, 0.32 mm internal diameter e 0.50 um
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thin filmo cyanopropyl aas stationary phase). Lactic acid was measured by mixing 3 g of feces
with 9 mL of distilled water. Then, the samples were centrifuged 3 times at 4.000 rpm for 15
min. The supernatant was retained, and the pellet discarded. The extract was analyzed by
spectrophotometry (SoftMax Pro 5 spectrophotometer, serial number: SMP500-15036-OQJR,
California, United States of America), samples were quantified by comparing them with a
standard curve for lactic acid. Fecal pH was determined with the same extracts prepared for
lactic acid, using a pH meter (pH meter PH 0-14-Kasvi K39-2014, Piracicaba — SP, Brazil).

Statistical Analyses. Digestibility of nutrients and energy data, fecal and urinary results were
tested for homogeneity of variances and normality of errors, and then analyzed using ANOVA
and means compared by Tukey test (P < 0.001). Also, MANOVA was applied to the
fermentation end products using R Core Team software (2021). Some variables underwent
square root transformations and standardization (x — u)/o), and outliers were removed to
achieve the necessary assumptions. Means were submitted to canonical correlations to verify

possible correlations between animal protein source and protein levels of dietary treatments.

Palatability assay

Animals. Twenty healthy adult cats, males and females, aged between 3 and 4 years, weighing
3.5 = 4 kg, with a body condition score of 6 out of 9 points (Laflamme, 1997) were used in this
assay. Cats were housed in a group, in a controlled room at 22°C, with access to a solarium
during the day. They were challenged four times a day. For palatability assessment, cats were
kept individually in to a stainless steel metabolic cages (0.80 x 0.70 x 0.90 m) while food was
offered, so that the observations foods consumptions could occur. Water was provided ad
libitum.

Palatability assessment. Palatability was determined using the preference (two-pan method)

according to the methodology described by Griffin (2003). The diets were subjected to a
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peroxide index analysis previously to the test. To ensure that there was no bias in the
development of the test. The treatments assumed safe had up to 10 mEq/g peroxide index, as
follows: HCLP 32%; HCLP 40%; Control 32%; Control 40%. The assay was conducted as an
experimental completely randomized design, relying on the four experimental diets with six
combinations, two by two, applied to 20 cats, resulting in 80 observations for each combination,
once diets were tested four times to each cat a day. The palatability assay lasted eight days.
During the test phase, 70 g of each two diets, were offered side by side, simultaneously, in
identical feeders for 20 minutes. The feeders were alternated for every meal to eliminate any
bias effect related to laterality. During this trial, first choice and intake ratio were observed. The
first choice, when the cat just smelled the diet, was observed as the number of times that one of
the diets was chosen first out of the total observations multiplied by 100. While the intake ratio
is indicative of olfactory attractiveness, it was calculated by dividing the grams of a consumed
diet by the total grams consumed from both diets, and is an indication of preference of taste,
texture or both. At the end of the test, the leftovers were collected and weighted to determine
the amount of each diet consumed.

Statistical analyses. The data underwent analysis of mean and standard deviation in Excel 2013
software and power test was applied using Jamovi software. Mean food intake ratio values
greater than 0.7000 were considered significant, according to the statistical procedures of Pires

et al. (2000).

RESULTS

Prior to formulation, ingredients were evaluated for macronutrients. After extrusion diets were
re-evaluated and all nutrients were within the expected values (Table 1). In addition, all diets
showed acceptable granulometry and a starch gelatinization index greater than 90%. Cats

accepted well the experimental diets and all the offers were consumed without refusal.
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DM consumption showed no significant difference for both source and level, A difference was
noticed in CP according to the test ingredients replacement (P = 0.0202). The consumption of
CP increased with increasing levels in the diets (P = 0.0001), however looking at the source,
the control presented a higher consumption compared to the hydrolysed (P = 0.0001). As for
fat, the most consumed was in the control diet (P = 0.0001) and as there was an increase in the
inclusion of protein, its consumption was reduced (P = 0.0001). The non-nitrogen extractive
had its highest consumption in the hydrolysed diet (P = 0.0002) and as the inclusion level was
increased, its consumption was reduced (P = 0.0001). Ash consumption had a slight tendency
to increase when higher levels of protein were included (P = 0.0001) (Table 2).

The apparent total tract digestibility coefficient (ATTD) of CP improved as protein was
increased in the diet, thus, the highest digestibility was observed in diets containing 40% protein
inclusion (P = 0.0405). The opposite was noticed with ATTD of non-nitrogen extract wich was
replacing the protein content in the diet (P = 0.0142). Digestible energy, improved at higher
protein levels inclusion (P = 0.0262) (Table 2).

The ATTD of CP, DM, OM and ash did not show interaction effect (P < 0.05). The HCLP diet
showed lower ATTD of fat with increasing levels of protein (P = 0.0458) (Table 3). Non-
nitrogen extractive and energy showed reduced digestibility in HCLP 32% diet, wich was in
agreement with ME.

Protein sources and protein concentrations did not affect the number of defecations, urinary
volume and weight gain (P > 0.05) (Table 4). However, the interaction between source and
concentration influenced the fecal score (P = 0.0518), mainly due to the low value of the fecal
score obtained by the HCLP 32% (Table 5), although it is still within acceptable characteristics.
Urinary pH was influenced by source, protein concentration and the interaction between them,
there was an increase in protein-rich diets and the HCLP diet acquired the highest pH (Table

5).
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Cats that consumed the hydrolysed diets had a lower fecal DM when compared to the cats that
consumed the control diets (P = 0.0004). There was a linear increase in fecal acetate, butyrate,
isovalerate, valerate, 4-methyl valerate, heptanoic total VFA, SCFA and BCFA in cats fed the
hydrolysed diets. Butyrate showed a decrease with protein inclusion (P < 0.01). The opposite
happened with isobutyrate (P = 0.007), total BCFA (P = 0.03) and ammonia (P = 0.0003) were
increased by protein inclusion (Table 6).

There was no significant difference in the interaction between source and level for fecal pH,
fecal DM and fermentation end products (Table 7). But when observing the pre-experimental
values compared to 30 days after treatments, there was a linear decrease on fecal pH, propionate
and isobutyrate, and increases on butyrate, valerate, total BCFA and lactate (Table 8).

To carry out the palatability test, an analysis of the peroxide index was carried out in the
experimental beds. The control diet containing final concentrations of 24% of crude protein
presented more than 10 meq/kg of peroxide, therefore, as two experimental diets had final
concentrations of 24% of crude protein, HCLP 24% and Control 24%, both were excluded from
the study. palatability test. Prior to the palatability test cats were tested for handedness with a
blank diet, which showed that the cats were well trained (P = 0.0688), which was considered
the power of the test. Among all the contrasts performed, the power of the test was greater than
0.7000. HLCP diet was preferred to control diets, regardless of the level of protein added.
Higher protein inclusions (40%) were more attractive and consumed by cats. The highest level

of hydrolysed protein was the most preferred diet by cats as well (Table 9).

DISCUSSION

Ingredients that exhibit functional properties are being highly sought after in dog and cat
nutrition. The replacement of proteins commonly used by hydrolysed proteins in the
formulation of diets for cats has been increasing, since they have properties of clinical interest

and also for general use. Diets containing protein hydrolysate have been reported to be effective
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and well tolerated when administered as an elimination diet for the diagnosis of adverse food
reactions in dogs (Loeffler et al., 2004) as well for intestinal disorders in cats which
compromises exocrine pancreas. In this study, we aimed to replace the protein source in the
formulation and investigate increasing levels of protein in the diets over digestion and
fermentation. We tested two protein sources, one of the most common sources of protein used
in cat diet, PBM that was replaced by HCLP to increase the levels of CP (24%; 32%; 40%) in
the diet, aiming at evaluate the effects on digestibility, palatability and fermentative end
products in the gastrointestinal tract of cats.

Then palatability tested the inclusion of HCLP in diets containing 32 and 40% CP. The
hydrolysed ingredient was noticeable superior in palatability than PBM used. The higher intake
ratio for HCLP diets can be explained by the sensory properties that the hydrolysate has, which
can also be considered as an additive, once improves palatability significantly (Chotikachinda
et al., 2013). Also, cats responded to the concentration of inclusion, that contributes to our
conclusion. In a study with 63 dogs, fed a diet based on chicken hydrolysate, it was shown that
palatability was reported as good or excellent for 48 dogs, poor for 10 dogs and reduced by only
four dogs (Loeffler et al., 2004). The presence of peptides and free amino acids is recognized
as a way to increase food palatability. Furthermore, the pressure used to cook protein
hydrolysates with carbohydrates favors caramelization reactions that add flavor to the
ingredient.

The inclusion of a hydrolysed protein can not just improve the palatability of diets, but also
interfere with consumption and digestibility. The digestibility of a protein hydrolysate is
expected to be superior to a conventional protein source, once the amouto f short peptides and
free amino acids are greater in hydrolysates. According to Grimble (1987), peptides are more
easily absorbed when compared to amino acids. Thus, hydrolysed protein is believed to be an

ideal source of peptides and thus achieve maximum protein digestibility. What increased
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protein consumption increased and the extractive was not added to nitrogen, in both protective
sources, increasing the level of increase as the increase. Thus, as the hydrolysed diets showed
greater palatability, but there was no interference of the protein source in consumption.

The hydrolysis of animal protein did not change the digestibility and there was no improvement
in the fecal odor of cats. Additionally, protein hydrolysates generally have good palatability,
promote the balance of the intestinal microbiota, modulate the activity of the immune system
and have antioxidant characteristics (Gomes, 2020). After 8 months stored diets with 24%
protein were less stable to oxidation, diets witg 32% and 40% protein maintained peroxide
under 10 mEqg/kg, which was tolerated by cats during palatability assay, with no refusals.

The protein added in diets for cats can interfere with the fecal and urinary characteristics. There
was a proportional increase in pH by increasing levels of protein in the diets. Also, HCLP is
one of the factores involving the increase in urinary pH. Aware about it, we considered that
healthy cats must have a urinary pH between 6.0 and 6.5, except after meals. Cats with urinary
pH of 7.0 or higher are more likely to form struvite stones. Some dietary factors can determine
urinary pH, mainly the mineral composition of the diets consumed by cats (Zentek & Schulz,
2004). These factors lead to the oxidation of sulfur amino acids and changes in the balance of
anions and cations also occur (Allen & Kruger, 2000). Cats are considered restricted carnivores
and thus the diets are predominantly composed of meat or products of animal origin, due to this
they may present more acidic urine because the elimination of sulfate and phosphate salts is
greater, on the other hand, those who have a diet rich in vegetables tend to present alkaline urine
(Lanevschi & Kramer, 1994). The analysis of the mineral balance, cations and anions, would
lead to understand the effect on the urinary pH of cats, making it acidic or basic according to
their inclusions in the diets.

For cats, future studies to analyze neutral diets may be beneficial, as based on the findings of

Jeremias (2009), there are differences in excess base metabolism in diets between dogs and
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cats. Cats that consumed diets with excess neutral base had urinary pH close to 6.47. As for
dogs, it would be in the range of 5.85 (Gevaert et al. 1991).

Cats that consumed the hydrolysed diets presented episodes of softer faeces, however, this fact
was linked to the stress of the experimental period and also individual characteristics of the
selected animal. In a study of 46 dogs with suspected food hypersensitivity, fed for six to eight
weeks, four dogs had soft stools that were already recurrent, 21 had gastrointestinal signs, and
with the consumption of hydrolysed diet, improved fecal appearance (Loeffler et al., 2004).

In addition, products of intestinal fermentation presente in faeces were evalueted in cats. These
compounds are investigated in animal nutrition in order to understand the functionalities of a
particular ingredient and are strictly linked to the intestinal bacterial population. Short-chain
fatty acids (SCFA), acetic, propionic and butyric acids, play an important role in animal
nutrition and are produced in the intestine. In cats, volatile fatty acids important for the nutrition
of intestinal cells, but they also act on the basal energy requirement (Brosey et al., 2000). The
use of hydrolyzate in diets for cats plays an important role in intestinal fermentation, resulting
in higher levels of SCFA.

Bacterial fermentation of carbohydrates is considered an important part of intestinal nutrition,
as some types of fiber, resistant starch, non-starch polysaccharides, stachyose and raffinose, as
well as unabsorbed sugars become susceptible to this fermentation in the colon. (Drochner &
Meyer, 1991). Bacterial fermentation is related to the intestinal health of cats and from these
compounds results in the production of SCFA (NRC, 2006) and lactic acid, which can lead to
a reduction in pH and modify the intestinal microbial composition and activity (Campbell &
Fahey, 1997). SCFA stimulate the intestinal mucosa from the production and secretion of
glucagon, thus improving the protective barrier of the intestine and exerting beneficial

physiological effects.
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Butyrate performs several important functions for the health of humans and animals, namely:
supplying energy to intestinal cells, stimulating cell differentiation and multiplication,
increasing the contact surface of intestinal microvilli, calcium absorption and pancreatic
activity and secretions of digestive enzymes (Klurfeld, 1992; Howe et al., 1992; Ausman, 1993;
Neves, 2002; Slavin, 2004). The absorption of butyrate can thus provide an antidiarrheal effect,
as its absorption is coupled with the reabsorption of sodium and water. In this study, there was
a replacement of carbohydrate by protein, resulting in higher concentrations of this nutrient.
The use of HCLP in diets for cats provided an increase in butyrate levels, but when added in
higher concentrations led to a reduction in butyric acid. This can be a result of the substitution
of nutrients, carbohydrate for protein, since the acid comes from the fermentation of
carbohydrates. Another explanation for this fact is the tendency of lactic acid to increase with
the use of HCLP, which is involved with intestinal bacteria, is also a result of carbohydrate
fermentation in the colon (Fischer et al., 2012) and also serves as a substrate for several bacteria,
responsible for the production of propionate and butyrate (Moens et al., 2019).

That is, as the protein ingredients are fermented, they result in products that are beneficial for
the health of cats. The end products of fermentation are derived from the breakdown of proteins
and carbohydrates. The latter are one of the main sources of food for intestinal bacteria, in
which case the reduced availability of this substrate will affect the amount and types of
fermentation end products, as well as the time the substrate will spend in the colon (Cummings
etal., 1992).

In addition to SCFA, other products are formed in intestinal fermentation, such as branched-
chain fatty acids (BCFA), which involves valeric, isovaleric and isobutyric acid, as well as
lactate, ammonia and biogenic amines. Ammonia and BCFAs are produced from undigestible
amino acids that became free and evaluable for bacterial fermentation in the colon. BCFAs are

derived from amino acids, isobutyric acid from valine (Nakae & Elliot, 1965). In one study,
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where cats were fed raw meat, they had higher levels of fecal ammonia and BCFA due to
reduced CP digestibility (Kerr et al. 2012). And these data are similar in wild cats fed high
protein, noted by Vester (2010). In this study, the hydrolysate did not show an increase in
ammonia concentrations, but showed a tendency to increase valerate and isovalerate.

Valeric acid originates from the amino acid leucine and isoleucine (Nakae & Elliot, 1965), is
produced from carboxylic chain elongations (ACC), by acetate and propane, which are
responsible for the donation of electrons from propanol, ethanol and lactic acid, respectively
(Andersen et al., 2015; Grootscholten et al., 2013; Spirito et al., 2014). In B reverse oxidation
(BOR), propanol, ethanol and lactic acid serve as substrates for the process. At this time, the
substrates are converted into acetic acid, producing energy in the form of adenosine
triphosphate (ATP) and the other part is transformed into acetyl-CoA, responsible for
promoting the elongation of propionic and valeric acid (Cavalcante et al., 2016; Grootscholten
etal., 2013).

In this study, a tendency of increase in the concentrations of acetic and propionic acid was
observed with the use of HCLP, these acids are entirely linked with the production of valeric
acid. Even though the increase in acid concentrations was not statistically significant, it could
explain the significant increase in valerate in cats that consumed HCLP diets. The levels of CP
inclusion had the greatest influence on ammonia levels. The protein hydrolysate is more
digestible, has a lower molecular weight, so its metabolism is less complex when compared to
a conventional protein. Due to its structural characteristics, it remains less time in the
gastrointestinal tract and does not suffer as much from the action of intestinal fermentation, but
these characteristics do not prevent its fermentation and that this results in higher percentages

of fermentative products, such as BCFA.



56

CONCLUSION

The HCLP proved to be more palatable than the PBM and cats are sensitive to inclusion
concentration. Hydrolysed protein is well digestible as conventional protein. Protein
digestibility improved as much protein concentration in diets, the opposite occurs with non-
nitrogen extractive probably na effect of the endogenous contente that is less relevant when
consumption of protein in increased. Hydrolysate protein increase the concentrations of short
and branched chain fatty acids, the level of inclusion also influences fermentation. Diets

promoted a greater production of branched-chain fatty acids after 30 days.
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TABLES

Table 1. Ingredients and chemical composition of experimental diets.

Treatments®

Ingredients, g/kg

Control 24% Control 33% Control 40% HCLP 24% HCLP 32% HCLP 40%
Brewers rice 54.36 44.39 34.12 52.0 41.73 29.95
HCLP? - - - 14.43 21.89 30.99
Poultry byproduct meal 125 20.33 28.73 - - -
Maize gluten meal 11.64 15.87 19.99 11.64 15.87 19.99
Blood plasma 1.95 2.66 3.38 1.95 2.66 3.38
Sugarcane fiber 3.2 311 3.0 3.65 3.80 4.0
Salt 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Premix mineral/vitamin® 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Indicator* 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48
Limestone 0.08 - - 1.53 2.11 241
Dicalcium phosphate 2.05 1.14 0.08 1.56 0.65 0.16

Choline chloride 0.32 0.25 0.16 0.47 0.48 0.5
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Potassium chloride 0.65 0.55 0.46 0.55 0.42 0.27
Phosphoric acid 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Added by coating after extrusion, g/kg

Poultry fat 9.87 8.33 6.69 8.85 7.02 4.98
Palatant enhancer® 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50
Analyzed chemical composition, % DM basis

Dry matter 93.6 92.6 93.6 92.5 93.3 93.5
Crude protein 24.2 32.6 41.1 25.2 315 39.3
Acid-Hydrolysed fat 134 13.8 12.3 13.0 11.9 13.2
Crude fiber 10.2 7.83 9.04 5.80 0.88 6.15
Nitrogen-free extract 55.9 477 39.8 55.3 50.6 40.8
Ash 6.50 5.91 6.85 6.45 6.05 6.79
Starch 47.7 37.9 31.0 44.5 39.2 30.4
Gelatinization index of starch 92.7 99.0 90.7 97.6 93.3 91.7
Gross energy, kcal/kg 4243 3914 3529 4255 4359 4074
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DGM, pm 339 399 378 348 324 300

HCLP 22%—diet based on HCLP with 22% of protein; HCLP 30%—diet based on HCLP with 30% of protein; HCLP 38%—diet based on HCLP
with 38% of protein; Control 22%—diet based on PBM with 22% of protein; Control 30%—diet based on PBM with 30% of protein; Control
38%—diet based on PBM with 38% of protein.

2HCLP, Spray dried chicken liver powder hydrolysate.

3Premix mineral/vitamin (supplied per kilogram of diet): vitamin A (10,800U), vitamin D3 (980 U), vitamin E (60 mg), vitamin K3 (4.8 mg),
vitamin B1 (8.1 mg), vitamin B2 (6.0 mg), vitamin B6 (6.0 mg), 12 vitamin (30 mcg), pantothenic acid (12 mg), niacin (60 mg), folic acid (0.8
mg), biotin (0.084 mg), manganese (7.5 mg), zinc (100 mg), iron (35 mg), copper (7.0 mg), cobalt (10 mg), iodine (1.5 mg), selenium (0.36 mg),
choline (2.400 mg), taurine (100 mg), and, antioxidant BHT (150 mg).

“Titanium and chromium oxide mixed as 0.25% and 0.23%, respectively.

SDTECH 8L, S.P.F. Argentina S.A., Argentina.
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Table 2. Difference between source protein and levels under nutrient intake, total tract apparent digestibility coefficient and metabolizable energy

of cats fed diets containing different protein sources and levels (mean £ mean standard error).

Source of protein? Levels?

Item

Control HCLP p-value 24% 32% 40% p-value
Nutrient intake, g/kg BW®%'/day
Dry matter 17.740.152 17.6+0.15° 0.0333  17.6+0.17% 17.6+0.12° 17.740.122 0.0202
Crude protein 5.78+1.28% 5.64+1.11° 0.0001 4.35+0.08° 5.66+0.09" 7.12+0.212 0.0001
Acid-hydrolysed fat 2.33+0.09° 2.25+0.09° 0.0001 2.33+0.05° 2.29+0.16° 2.26+0.07° 0.0001
Nitrogen-free extract 8.46+1.17° 8.57+1.15% 0.0002 9.80+0.122 8.61+0.29° 7.14+0.04° 0.0001
Ash 1.13+0.07 1.14+0.05 0.1203 1.14+0.01° 1.05+0.01° 1.21+0.01° 0.0001
Apparent total tract digestibility, %
Natural matter 62.1+9.96 56.6+12.5 0.1051 60.9+10.8 61.7+11.7 56.3+12.0 0.4756
Dry matter 84.3+2.93 83.6+4.01 0.4838 84.3+3.57 84.3+3.45 83.3+3.52 0.7477
Organic matter 87.2+2.72 86.7+3.56 0.5381 87.3+3.30 87.4+3.11 86.3+3.06 0.6648
Crude protein 85.4+3.89 85.9+3.93 0.7236 83.7+4.37° 86.0+3.21% 87.4+3.11° 0.0405
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Acid-hydrolysed fat
Crude fiber
Nitrogen-free extract
Ash

DE, kcal/kg

Metabolisable energy, kcal/kg

93.3+1.48
-8.51+37.8°
86.4+3.31
40.8+9.12
4489+199

4248+159

93.7+2.48

14.0+25.8%

85.0+4.42

38.5+13.6

4422+196

4185+191

0.5704

0.0387

0.1900

0.4775

0.1456

0.1428

94.1+1.64 93.9+1.27
18.9+33.1%  3.76+36.9%
87.3+3.428  86.6+3.71%
40.2+11.0 36.1+11.3
4367+175°  4478+210%
4189+164 4240+199

92.5+2.50
-16.1+25.0°
83.4+3.56°
42.2+11.7
4530+190°

4228+178

0.0693

0.0215

0.0142

0.3132

0.0262

0.7207

HCLP - diet based on HCLP: Control - diet based on PBM.

2 Levels of protein inclusion in experimental diets
abcMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).



Table 3. Nutrient intake, coefficient of total tract apparent digestibility and metabolizable energy of cats fed diets containing different sources

and levels of protein (mean + standard error of the mean).
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Treatments®
Item p-value
Control 24% Control 33% Control 40% HCLP 24% HCLP 32% HCLP 40%

Nutrient intake, g/kg BW®%'/day

Dry matter 17.7+0.06 17.6+0.13 17.9+0.05 17.0+0.22 17.5+0.43 17.6+0.04 0.0104
Crude protein 4.27+0.01f 5.73+0.04° 7.33+0.022 4.43+0.05° 5.50+0.13¢ 6.92+0.01° 0.0001
Acid-hydrolysed fat 2.37+0.009% 2.41+0.01° 2.19+0.006¢ 2.28+0.02° 2.08+0.05° 2.33+0.006° 0.0001
Nitrogen-free extract 9.89+0.03% 8.38+0.06° 7.10+0.02¢ 9.71+0.122 8.85+0.21° 7.18+0.01¢ 0.0001
Ash 1.15+0.004° 1.03+0.008¢ 1.22+0.003% 1.13+0.01° 1.05+0.02¢ 1.1940.003" 0.0001
Apparent total tract digestibility, %

Natural matter 58.6+11.3%*  67.0£8.77°  60.9+9.29%  63.3£10.8%  44.0+17.9°  51.9+135% 0.0892
Dry matter 83.5+3.45 85.5+3.29 83.9+1.95 85.2+3.82 81.2+3.42 82.8+4.77 0.2165
Organic matter 86.5+3.55 88.5+2.64 86.9+1.71 88.2+3.11 84.3+3.59 85.9+4.15 0.1792
Crude protein 82.2+4.45 86.8+3.00 87.5+1.59 85.3+4.03 84.2+3.01 87.3+4.34 0.1907
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Acid-hydrolysed fat 93.041.32%  93.7+1.40®  93.3+1.87%  952+1.17°  94.3x1.07%®  91.8+2.99° 0.0563
Crude fiber 3.02+37.0%  0.81+47.1%  -29.3+22.3"  34.9+20.9%  13.2+16.3®  -2.86+21.5% 0.5056
Nitrogen-free extract 86.9+3.83®  88.242.92%°  84.242.14%  87.9+3.21° 82.0+4.89°  82.7+4.67%® 0.1750
Ash 40.0%3.65 38.0+14.1 44.3+6.82 40.5+15.9 33.2+4.86 40.1+15.8 0.7530
DE 4266+150"°  4607+123° 45939358  4468+141%  4224+153° 44674247 0.0004
Metabolisable energy,

4095+142°°  4363+115%  4284+88.7%  4283+133%  3996+145°  4172+233%C 0.0003

kcal/kg

HCLP 22%—diet based on HCLP with 22% of protein; HCLP 30%—diet based on HCLP with 30% of protein; HCLP 38%—diet based on HCLP
with 38% of protein; Control 22%—diet based on PBM with 22% of protein; Control 30%—diet based on PBM with 30% of protein; Control

38%—diet based on PBM with 38% of protein.
abcdefMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).



Table 4. Difference between source protein and levels under fecal and urinary characteristics, and weight gain of cats fed diets containing

different sources and levels of protein (mean + standard error of the mean).
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Treatments® Levels?

Item

Control HCLP p-value 24% 32% 40% p-value
Fecal characteristics
Fecal score® 3.50+0.56 3.12+0.59 0.0518 3.33+0.61 3.35+0.62 3.29+0.62 0.9817
Number of defecations* 4.88+1.36 5.31+1.44 0.3837 5.00+1.41 4.80+1.47 5.41+1.37 0.6472
Urinary characteristics
Volume, mi/d 249+115 253+121 0.9495 253+126 229+94.9 268+128 0.7601
Urine pH 6.32+0.18° 6.67+0.36° 0.0001 6.28+0.19° 6.56+0.472 6.63+0.19° 0.0010
Weight gain, kg -0.06+0.15 -0.08+0.09 0.6659 -0.07+0.09 -0.11+0.17 -0.03+0.09 0.4522

HCLP - diet based on HCLP: Control - diet based on PBM.

2 Levels of protein inclusion in experimental diets

3Scored as follows: 0 = watery liquid that can be poured, 1 = soft, unformed, 2 = soft, malformed stool that assumes the shape of its container, 3 =
soft, formed, and moist stool that retains its shape, 4 = well-formed and consistent stool that does not adhere to the floor, and 5 = hard, dry pellets,
which are small and hard masses.

*During 7 days.

abeMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).
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Table 5. Fecal and urinary characteristics, and weight gain of cats fed diets containing different sources and levels of protein (mean * standard

error of the mean).

Treatments!
Item p-value
Control 24% Control 33% Control 40% HCLP 24% HCLP 32% HCLP 40%

Fecal characteristics

Fecal score? 3.25+0.75% 3.66+0.402 3.58+0.492 3.41+0.49% 2.50+0.77° 3.0+0.63% 0.1018

Number of defecations® 5.16+1.47 4.66+1.36 4.83+1.47 4.83+1.47 5.50%1.60 6.00+1.10 0.4574

Urinary characteristics

Volume, ml/d 265+111 246+87.1 236+156 240+149 193+96.0 299+95.4 0.5541
Urine pH 6.20£0.14°  6.28+0.17*°  6.48+0.12%°  6.35+0.22%°  6.73+0.57% 6.79+0.10° 0.0312
Weigh gain, kg -0.05+0.06 -0.10+0.23 -0.03+0.12 -0.09+0.11 -0.11+0.05 -0.04+0.07 0.9643

HCLP 22%—diet based on HCLP with 22% of protein; HCLP 30%—diet based on HCLP with 30% of protein; HCLP 38%—diet based on HCLP
with 38% of protein; Control 22%—diet based on PBM with 22% of protein; Control 30%—diet based on PBM with 30% of protein; Control
38%—diet based on PBM with 38% of protein.

2Scored as follows: 0 = watery liquid that can be poured, 1 = soft, unformed, 2 = soft, malformed stool that assumes the shape of its container, 3 =
soft, formed, and moist stool that retains its shape, 4 = well-formed and consistent stool that does not adhere to the floor, and 5 = hard, dry pellets,
which are small and hard masses.

3During 7 days.

abCMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).
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Table 6. Difference between source protein and levels under fecal pH, dry matter, volatile fatty acids (mMol/g of dry matter), ammonia (mMol

NHa/kg fecal DM) and lactic acid concentration (mMol/kg of dry matter) on the feces of dogs fed diets containing different sources and levels of

protein (mean + standard error of the mean).

Treatments! Levels?
Item

Control HCLP p-value 24% 32% 40% p-value
Fecal pH 5.91+0.50 5.87+0.39 0.8306 5.77+0.43 5.92+0.46 5.99+0.45 0.1576
Fecal DM, % 39.6+4.992 35.7+3.96" 0.0004 37.9+4.15 38.9+4.10 36.7+6.11 0.3889
Acetic acid, mMol/g DM 651+225P 804+386% 0.0501 7154249 673+288 774+399 0.5099
Propionic acid, mMol/g DM 155+70.5 190+130 0.1314 158+87.5 156+78.8 198+132 0.1944
Butyric acid, mMol/g DM 169+136" 277+225° 0.0011 279+232? 207+168% 170+146°  0.0169
Isobutyric acid, mMol/g DM 34.9+12.3 36.8+16.6 0.6112 33.1+14.9° 31.8+8.88° 41.9+£16.0% 0.0079
Isovaleric acid, mMol/g DM 28.7+7.68° 38.6+£29.9% 0.0472 28.1+5.76 30.0+8.06 28.1+5.76 0.0657
Valeric acid, mMol/g DM 58.6+25.1° 84.1+50.6% 0.0020 62.4+£29.0 73.3£43.5 76.5+£48.7 0.2584
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4 methyl valeric, mMol/g DM 2.93+0.66°  4.16+2.92®  0.0103  3.26%0.77  3.01+0.67  4.17+3.40  0.1614
Heptanoic, mMol/g DM 14.1#1.90°  16.0#2.36°  0.0004  15.0+1.61  14.3+2.17  15.6+2.86  0.1940
Total VFA® 1125+345° 14684595  0.0035 13124405  1200+457 13324631  0.6340
Total SCFA* 976+326° 12724556  0.0083  1153+383 10364424 11434583  0.6461
Total BCFA® 125+32.6"  163+75.0°  0.0023  126+33.5°  138+52.2®"  164+78.5%  0.0336
Ammonia, mMol NHa/kg fecal DM 125+43.2 131+48.6 05521  103+34.1°  126+32.6®  154%51.4°  0.0003
Lactic acid, mMol/kg DM 0.66+0.80  0.72#0.66  0.6651  0.79+0.87  0.60+0.74  0.66x0.59  0.6685

IHCLP - diet based on HCLP: Control - diet based on PBM.

2 Levels of protein inclusion in experimental diets

3VFA, volatile fatty acids.
4SCFA, short-chain fatty acids.
SBCFA, branched-chain fatty acids.

abCMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).



Table 7. Fecal pH, dry matter, volatile fatty acids (mMol/g of dry matter), ammonia (mMol NHs/kg dry matter) and lactic acid concentration

(mMol/kg of dry matter) on the feces of dogs fed diets containing different sources and levels of protein (mean + standard error of the mean).

Treatments! Protein
Item *
Control 24% Control 33% Control 40% HCLP 24% HCLP 32% HCLP 40% source*level
Fecal pH
Day 0 5.98+0.14 6.20+0.40 5.86+0.52 6.19+0.43 6.03+0.36 5.86+0.29
0.2637
Day 30 5.38+0.33 5.76+0.47 6.31+0.59 5.56+0.25 5.66+0.51 5.96+0.30
Fecal DM, %
Day 0 38.2+5.60 41.3+3.07 39.6+6.37 37.7+2.86 35.4+3.05 33.9+5.15
0.0668
Day 30 38.2+5.60 41.3+3.07 39.6+6.37 37.7+2.86 35.4+3.05 33.9+5.15
Acetic acid, mMol/g DM
Day 0 7334233 6224223 652+250 718+240 821+543 997+556
0.2053
Day 30 7164249 581+103 608+305 696+334 739+273 841+394
Propionic acid, mMol/g DM
Day 0 194+50.1 169+63.8 164+60.5 217+70.8 231+119 286+194 0.1557
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Day 30 134+111 124+42 .4 147+81.6 88.0+56.1 111+52.9 197+140
Butyric acid, mMol/g DM
Day 0 94.8+26.5 76.2+24.9 88.1+35.1 88.4+24.0 120+98.5 128+41.7
0.5447
Day 30 405+155 222+64.5 129+52.9 531+207 4691162 3381217
Isobutyric acid, mMol/g DM
Day 0 41.8+13.3 33.7+6.84 45.6+20.8 38.6 35.3+17.5 52.1+17.6
0.4498
Day 30 27.5+6.72 28.7+2.74 32.7+6.64 24.7+5.77 30.1+7.48 37.5+11.8
Isovaleric acid, mMol/g DM
Day 0 28.2+4.39 24.7+6.13 27.4+8.56 28.8+4.02 28.3£7.72 34.5+8.64
0.3451
Day 30 25.6+7.57 30.3+6.15 36.5+8.86 30.0+6.92 39.5+6.76 67.6+63.5
Valeric acid, mMol/g DM
Day 0 48.7+12.4 37.9+14.6 46.3+15.3 46.2+11.7 52.9+23.4 66.6+20.0
0.0840
Day 30 73.3+31.2 82.9+27.7 62.9+16.6 81.6+38.7 133+43.4 130+71.3
Total VFA?
Day 0 1161+309 981+292 1042+370 1157+347 1310+810 1591+802 0.1162
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Day 30 1424+360 11014172 1040+456 15074543 1571+403 16561663
Total SCFA3
Day 0 1022+299 8671290 904+338 1024+321 1172+759 1410+780
0.1709
Day 30 1254+337 928+165 883+434 13154534 1319+412 13761594
Total BCFA*
Day 0 122+25.8 98.7+21.2 122+39.3 116+35.7 120+48.5 159+44.0
0.0568
Day 30 130+37.0 145+32.3 135+30.4 140+38.7 206+51.5 240+118
Ammonia, mMol NHz/kg DM
Day 0 114+15.2 127+43.9 131+47.6 138+35.1 134+36.3 142+48.9
0.8435
Day 30 78.8+24.3 124+21.4 177+39.6 81.3+20.2 124+36.8 166+65.9
Lactic acid, mMol/kg DM
Day 0 0.30+0.15 0.89+1.32 0.25+0.10 0.48+0.36 0.14+0.17 0.51+0.49
0.1571
Day 30 1.35+1.28 0.58+0.21 0.60+0.36 1.06+0.95 0.65+0.25 1.31+0.71

HCLP 22%—diet based on HCLP with 22% of protein; HCLP 30%—diet based on HCLP with 30% of protein; HCLP 38%—diet based on HCLP
with 38% of protein; Control 22%—diet based on PBM with 22% of protein; Control 30%—diet based on PBM with 30% of protein; Control
38%—diet based on PBM with 38% of protein.

2VFA, volatile fatty acids.
3SCFA, short-chain fatty acids.



*BCFA, branched-chain fatty acids.
abCMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).
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Table 8. Difference between day 0 and day 30 under fecal pH, dry matter, volatile fatty acids (mMol/g of dry matter), ammonia (mMol NHz/kg
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fecal DM) and lactic acid concentration (mMol/kg of dry matter) on the feces of dogs fed diets containing different sources and levels of protein

(mean = standard error of the mean).

Period*
ltem

Day 0 Day 30 p-value
Fecal pH 6.01+0.372 5.77+0.49° 0.0168
Fecal DM, % 37.8+4.96 37.8+4.96 1.0000
Acetic acid, mMol/g DM 7531352 694+283 0.4103
Propionic acid, mMol/g DM 208+105% 134+89.6" 0.0010
Butyric acid, mMol/g DM 98.0+44.2° 34212012 0.0001
Isobutyric acid, mMol/g DM 41.5+17.12 30.2+7.99° 0.0002
Isovaleric acid, mMol/g DM 28.61£6.93 38.1+29.3 0.0569
Valeric acid, mMol/g DM 49.5+17.4 91.6+46.82 0.0001
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4 methyl valeric, mMol/g DM 3.42+£2.79 3.59+1.20 0.7305
Heptanoic, mMol/g DM 14.6+2.22 15.4+2.35 0.1160
Total VFA? 1200+516 1372+488 0.1181
Total SCFA® 1060+489 11714450 0.2869
Total BCFA* 123+38.1° 163+69.8% 0.0010
Ammonia, mMol NHs/kg fecal DM 130+37.8 125+52.7 0.5757
Lactic acid, mMol/kg DM 0.44+.0.62° 0.94+0.77° 0.0046

IPeriod, day 0 - period leading up to the start of the study where the animals were receiving a commercial diet; day 30 - end of the experimental

period where the animals consumed the experimental diets.
2\VFA, volatile fatty acids.

3SCFA, short-chain fatty acids.

*BCFA, branched-chain fatty acids.

abcMeans in the same row with different lowercase letters are significantly different (p < 0.05).



Table 9. Test power according to the intake ratio of the diets used in the palatability test.
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Challenge NurT-1ber of Feed A Feed B Smell Taste RI-A Power test® SD
animals
1 20 Control! 32% HCLP? 32% 45 30 0.03 1.0000 0.06
2 19 Control 32%  Control 40% 42 10 0.45 1.0000 0.10
3 19 Control 32%  HCLP 40% 21 10 0.00 1.0000 0.00
4 19 HCLP 32% HCLP 40% 21 16 0.33 0.9990 0.22
5 19 Control 40%  HCLP 32% 26 16 0.01 1.0000 0.02
6 19 Control 40%  HCLP 40% 26 16 0.02 1.0000 0.03
7 19 Blank diet* Blank diet* 45 45 0.51 0.0688 0.21

Control, diet based on PBM
2HCLP, Spray dried chicken liver powder hydrolysate.
3Power test, result considered significant above 0.7000.

*Commercial dieta of daily consumption of cats kept in the collective cattery.



APPENDICES

é Camissi de Eifer e Bro de Auiwais
~§ UEM ’

Uwiversidode Evtadwal de Waringd

CERTIFICADO

Coertificamos que 3 proposta intRulada "Impacts do nkvel de proteina ra die @ seu efeito SOl & maadores fmentativos fecaks
2 Tonmaido de amiras bloginicas em gabos”, profocolady sob o CEUA 0@ 1110090131 joxcssy, Sob 3 responsabildade oo Rcanda
Soura Vasconcellos ¢ egulpe; Pameia Prestes Sezeradto - que envolve a produgdo, manutencao eicu ubilizacso de animals
pertencenies &2 flo Chordata, subflls Wertebraba (excete o homem), pam firs de pesguisa cientfica cu ensino - ok de accedo com
05 precoifos da Led 11.794 de & de oubatvo e 2008, com o Decreto 5.899 de 15 de julho de 2009, B COMS COM 35 NOMM3E
edindas pedo Conselho Madonal oo Controle 3 Expedmentagdo Animal {CONCEA) ¢ ol aprovads pola Comissdo de Ebica miz so
de Anlrails da Unhversicade Estadual de Mardngd [CSUAJEM) na reunido de 28002031,

We certify that the proposal “imgact of the distary crude probein level and its effect on the fecal fermentation products and
formation of hicgenic amines in cats®, utliizing 35 Cats (males and females], protocol number CEUA 1110050121 (o sesde), under
the responsibllity of Ricardo Souza Wasconcellos and team; Pamela Prostes Sezeroita - which irveolees the production,
mairéerance andior use of animais bslonging bo the piwlum Chondata, subpiyium Vertebrata (eocept human beings), for scientific
research purposes or keaching - is in accordance with Law 11,794 of October B, 2008, Decroe 5255 of [uly 15, 2009, a5 weil as with
the rules Isssed by Hhe National Council for Control of Andmal Experimentation {COMCEA), and was approwed by the Ethic
Commithe on Animal Use of the Stabe Unbersky of Maringd (CEAIEM) in the meeting of 01282021,

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Wighrcla da Proposta: de 042021 a Q43022 Area: Dao-Tootecrla
Orgem:  Fazonda Experimental de iguatemi

Espiciez  Galos sawce Machos @ Fémeas  idade: 1a 7anos K 35
Unhagem: 5RO Foso:  3akbkg

Local do expeimentn: As irstalagées estdo localizadas a pelo menos 200 m de oubros setores da fazenda @ somenbe pessoas
autorizadas podem adentrar o recinto. Exlste controle de pragas, as janelas possuem telas para eviar a enbrada de animals ¢
Insetos. Todos os animals s30 vermiugados, vacinados & avallades pericdlcaments quanto a0 seg estado de sadde por um médico
veterindrio. As pessoas que tratalham com os animaks s30 reradas quanto Jos procedimentoes hightnicos @ de desinfecgds gl o
plis-manejo dos animals,

Maringa, 14 de malo e 3022

e o
bl Claailin, ~
Frofa. Dra. Tatlara Carkesss dos Santos Prf. Or. Aok Campanha Mastines
Coorsenadora da CEUAREM Coordenador Adunts da CELIA/LEM
Unlversicade Estadusl de Marngd Uriversidace Estadial de Marngd

Aa Codonba, 5000, -0, oale 4. D0 TS0, Marie g -k 55 ] KILI-EST
sorkre o6 awewirmene Hon 06, G Uik 30 e 108 <l br
[ TR RREETL ]

83



Capitulo 111

84



85

5. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de proteinas hidrolisadas vem sendo visada pela industria pet food afim de
melhorar a qualidade dos produtos e ao mesmo tempo proporcionar propriedas funcionais. As
dietas comerciais sdo formuladas com o objetivo de atender todas as exigéncias nutricionais de
cdes e gatos. Entretanto, alguns animais apresentam intolerancias, seja pela fonte do
ingrediente, quantidade ou qualidade do mesmo. O hidrolisado surge como uma proposta na
utilizacdo em dietas terapéuticas ou para fins de tratamento de patologias, essas dietas séo
conhecidas como dietas coadjuvantes.

O consumo de dietas contendo proteina hidrolisada trds melhorias a saude de cées e
gatos, principalmente para animais com dermatites causadas pela alergia alimentar. E além da
sua funcionalidade terapéutica, & uma fonte proteica utilizada na producdo animal, para aves,
suinos e peixes, e apresenta melhorias nos indices zootécnicos destes animias, tendo melhores
resultados de producao.

Neste estudo foi observado que o hidrolisado proteico foi considerado mais palatavel e
preferido por gatos, consequentemente ndo houve problemas com o seu consumo. O nivel de
inclusdo também tem interferéncia na palatabilidade e na fermentagéo no célon e seus produtos
finais. O consumo de proteina hidrolisada por 30 dias aumentou os niveis de acidos graxos
essenciais para a manutencao da saude intestinal destes animais, como o butirato. A proteina
hidrolisada seria uma substitui¢do interessante em dietas para gatos, uma vez que esses animais
séo bastante exigentes no consumo de alimentos, levando em consideragéo o sabor como uma
prioridade. Além disso, trata-se de um ingrediente funcional, com baixo peso molecular e que
por esse motivo é mais rapidamente absorvido, ndo ficando tdo susceptivel a fermentacédo
intestinal e a geracdo de produtos maléficos para saude.

Além do estudo de analise de palatabilidade, digestibilidade e produtos finais de
fermentacdo, realizou-se estudos avaliando a producao de aminas biogénicas, a acdo de enzimas
responsaveis pela degradacao das mesmas, monoaminoxidase e diaminoxidase, e a microbiota
fecal dos gatos, os quais estdo sob analise estatistica e seus resultados serdo publicados em
breve. Os dados de microbiota fecal, resultaram em um estudo integrado e comparativo entre
espécies, cdes e gatos. Adicionalmente, pesquisas futuras avaliando o balan¢o de cations e &nios
das dietas com a utilizacdo de hidrolisado, afim de compreender se o ingrediente ou o

desbalango mineral influénciam no pH urinario dos animais.
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Figure 1: Canonical correlation for source protein of the other variables of fermentation
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Apéndice C - Normas para redigir o artigo | — Publicagdo no periédico Journal of

Animal Physiology and Animal Nutrition

4. PREPARANDO SUA SUBMISSAO
Fartes do Manuscrito

O manuscrito deve ser submetido em arquivos separados: pagina de rosto; arquivo de texto principal;
figuras.

Arquivo de texto principal
O arquivo de texto deve ser apresentado na seguinte ordem:

eu. Titulo

[l. Um titulo curto com menos de 60 caracteres

iii. Os nomes completos dos autores

iv. AfiliacOes institucionais do autor onde o trabalho foi realizado, com nota de rodapé para o
endereco atual do autor se for diferente de onde o trabalho foi realizado

v. Agradecimentos

vi. Resumo e palavras-chave

vii. Texto principal

viii. Referéncias

ix. Tabelas (cada tabela completa com titulo e notas de rodapé)

X. Legendas das figuras

Xi. Anexos (se relevante). Figuras e informagtes de suporte devem ser fornecidas como arquivos
separados.

Titulo. O titulo deve ser curto e informativo, contendo as principais palavras-chave relacionadas ao
conteddo. O titulo ndo deve conter abreviag@es (veja_as dicas de SEO de melhores praticas da Wiley ).

Autoria. Para obter detalhes sobre a elegibilidade para listagem de autores, consulte a_politica de
autoria da revista descrita na secio_Politicas Editoriais e Consideracfes Eticas .

Reconhecimentos. Contribuicdes de individuos que ndo atendem aos critérios de autoria devem ser
listadas, com permissdo do colaborador, em uma secdo de Agradecimentos. O apoio financeiro e
material também deve ser mencionado. Gracas a revisores andnimos ndo sao apropriados.

Declaraciio de conflito de interesse. Os autores serdo solicitados a fornecer uma declaracdo de
conflito de interesse durante o processo de submissdo. Consulte_a se¢do 'Conflito de Interesse' em
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Declaracao de bem-estar animal

0Os autores deverdo confirmar sua adesdo as politicas éticas do JAPAN durante o processo de submissdo.
Para verificar a conformidade com as politicas éticas da revista, os autores devem fornecer uma
‘Declaracdo de Bem-Estar Animal' em seu manuscrito que confirme que os padrdes da UE para a
protecdo de animais efou legislacdo alimentar foram atendidos. Esta declaracao também deve
observar o histdrico ético relevante e o processo de aprovacdo €tica e o ndmero de aprovacao, se
disponivel. Se nenhuma aprovacdoe etica for necessaria, por exemplo, se 0 artigo for uma revisdo que
nao inclui dados de pesquisa originais — isso deve ser declarado na Declaracdo de Bem-Estar Animal.
Exemplos de como essas declaracdes podem aparecer estdo abaixo:

Exemplo de uma Declaracdo de Bem-Estar Animal onde foi necessaria a aprovacao ética: ' Os autares
confirmam que as politicas éticas da revista, conforme abservado na pdgina de diretrizes do autor da
revista, forom cumpridas e a aprovagio do comité de revisiio etica apropriada foi recebida. Os autores
confirmam que seguiram as normas da UE para a protecdo de animais usados para fins cientificos [e
legislacdo alimentar, se apropriado]. '

Exemplo de uma Declaracdo de Bem-Estar Animal em que a aprovacdo ética ndo foi necessaria: ' Os
autores confirmam que as politicas éticas dao revista, conforme observado na pagina de diretrizes do autor
da revista, forom cumpridas. Nenhuma aprovacdo ética foi necessdria, pois este € um artigo de reviséio sem
dados de pesquisa originais.

Resumo

O resumo ndo deve exceder 300 palavras, fornecendo os principais objetivos, metodos, resultados,
conclusdes e aplicagdes praticas da pesquisa.

Palavras-chave
Fornega até seis palavras-chave.
Referéncias

As referéncias devem ser preparadas de acordo com o Manual de Publicacdio da American Psychological
Association (6% edicdn). Isso significa que no texto as citagdes devem seguir o método autor-data em
que o sobrenome do autor e 0 ano de publicacio da fonte devem aparecer no texto, por exemplo
{Jjones, 1998). A lista completa de referéncias deve aparecer em ordem alfabética por nome no final do
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artigo.

Uma amostra das entradas mais comuns nas listas de referéncia aparece abaixo. Observe que um DOI
deve ser fornecido para todas as referéncias disponiveis. Para obter mais informacées sobre o estilo
de referéncia da APA, consulte as Perguntas frequentes da APA . Observe que, para artigos de
periadicos, os ndmeros das edicdes ndo sao incluidos, a menos que cada edicdo do volume comece
com a primeira pagina.

Em geral, o JAPAO ndo encoraja a citacdo de material inédito. Nos casos em que material inédito for
essencial para o seu artigo, entre em contato com o Escritdrio Editorial em JAPANedoffice@wiley.com
. que encaminhara seu caso para analise dos Co-Editores antes da submissao.

artigo de jornal

Cervejas, SR, & De Bellis, MD (2002). Funcdo neuropsicolégica em criancas com transtorno de estresse
pos-traumatico relacionado a maus-tratos. The American fournal of Psychiatry . 159, 483-486. doi
10.1176/appi.ajp.159.3.483

Livro

Bradley-Johnson, 5. (1994). Avaliacéio psicoeducacional de alunos com deficiéncia visual ou cegos: da
infancia ao ensino média (22 ed.). Austin, TX: Pro-ed.

Documento da internet

Norton, R. (2006, 4 de novembro). Como treinar um gato para operar um interruptor de luz [arquivo
de videa). Recuperado de http://www.youtube.com/watch?v=Vja83KLQXZs

Formatacdo das referéncias por niimero de autores

Um ou dois autores Primeira citacdo de texto - Palmer & Roy, 2008 Cita¢des de texto subsequentes -
Palmer & Roy, 2008

Trés, quatro ou cinco autares Primeira citacdo de texto - Sharp, Aarons, wittenberg, & Gittens, 2007
Citacdes de texto subsequentes - Sharp et al., 2007

Seis ou mais autores Primeira citacdo no texto - Mendelsohn et al., 2010 Citagdes no texto subsequente -
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Tabelas

As tabelas devem ser autocontidas e complementar, ndo duplicar, as informacgdes contidas no texto.
Eles devem ser fornecidos como arquivos editaveis, ndo colados como imagens. As legendas devem
ser concisas, mas abrangentes — a tabela, a legenda e as notas de rodape devem ser compreensiveis
sem referéncia ao texto. Todas as abreviaturas devem ser definidas em notas de rodape. Simbolos de
nota de rodapé: 1. §. 8. 9. devem ser usados (nessa ordem) e *, **, *** devem ser reservados para
valores P. Medidas estatisticas como 5D ou SEM devem ser identificadas nos titulos.

Legendas das Figuras

As legendas devem ser concdisas, mas abrangentes — a figura e sua legenda devem ser compreensiveis
sem referéncia ao texto. Incluir definictes de quaisquer simbolos usados e definir/explicar todas as
abreviacdes e unidades de medida.

Figuras

Embora os autores sejam incentivados a enviar figuras da mais alta qualidade possivel, para fins de
revisao por pares, uma ampla variedade de formatos, tamanhos e resolucdes sdo aceitas. Clique aqui
para obier os requisitos basicos de figuras enviadas com manuscritos para revisao inicial por pares,
bem como os requisitos de figuras pos-aceitacdo mais detalhados.

As figuras submetidas a cores podem ser reproduzidas a cores online gratuitamente, Observe, no
entanto, que & preferivel que as figuras de linha (por exemplo, graficos e tabelas) sejam fornecidas em
preto e branco para que sejam legiveis se impressas por um leitor em prete e branco. Se um autor
preferir ter figuras impressas em cores em copias impressas da revista, uma taxa sera cobrada pela
Editora. Por favor, use o link para baixar o formulario de acordo de trabalho de cores

Envios de imagens de capa

Esta revista aceita submissfes de arte para imagens de capa. Este € um servico opcional que vocé
pode usar para ajudar a aumentar a exposicao do artigo e mostrar sua pesquisa. Para obter mais
informacdes, incluindo diretrizes de arte, precos e detalhes de envio, visite a pagina Imagem de capa
do jornal. Visite hitps://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-
Authors/Promotion/journal-cover-image.html?




Arquivos Adicionais
Apéndices

Os apéndices serdo publicados apos as referéncias. Para submissdo, devem ser fornecidos como
arquivos separados, mas mencionados no texto.

Informagdes de Apoio
Informacoes de suporte sdo informacdes que ndo sao essenciais para o artigo, mas fornecem maior
profundidade e fundo. Esta hospedado online e aparece sem edicdo ou composicdo. Pode incluir

tabelas, figuras, videos, conjuntos de dados, etc. Clique aqui para as perguntas frequentes da Wiley
sobre informacdes de supaorte.

Observacdo: se dados, scripts ou outros artefates usados para gerar as andlises apresentadas no
artigo estiverem disponiveis em um repositario de dados disponivel publicamente, os autores devem
incluir uma referéncia a localizacdo do material em seu artigo.

Pontos Gerais de Estilo
Os pontos a seguir fornecem conselhos gerais sobre formatacdo e estilo.

+ Abreviaturas : As abreviaturas de termos bioldgicos, meédicos, quimicos e outros so devem ser
utilizadas quando tais abreviaturas sdo reconhecidas internacionalmente e ndo sao ambiguas. O
primeiro uso de uma abreviatura deve ser explicado fornecendo também o termo nio abreviado.
Todos os nomes biologicos, médicos, guimicos e outros devem ser dados de acordo com a
nomenclatura internacional mais recente. Se um animal esta sendo mencionado no texto pela
primeira vez, o nome binomial deve ser dado, por exemplo, carpa (Cyprinus carpio L.). Posteriormente,
isso pode ser abreviado para C. carpio.

- Unidades de medida : As medidas devem ser dadas em unidades Sl ou derivadas do Sl. Visite o site
do Bureau International des Foids et Mesures (BIPM) em www.bipm.frpara obter mais informacdes
sobre unidades SI. As concentracdes das solugfes devemn ser dadas como concentra¢des molares.
Todas as outras concentragdes devem ser expressas em percentagem.

+ Estatisticas : As descricdes da avaliacdo estatistica dos resultados devem ser acompanhadas do
nome do software de computador e dos procedimentos aplicados (ANOVA um-dois fatorial, teste de
Tukey etc.). Os valores médios dados nas tabelas devem ser acompanhados dos valores do desvio
padrdo (DP), ou em experimentos onde foi considerado o maior ndmero de amostras (animais,
unidades etc.), o valor SEM e a probabilidade P devemn ser fornecidos.

+ Nimeros: nimeros abaixo de 10 sdo soletrados, exceto: medidas com uma unidade (Bmmol/l);
idade (6 semanas), ou listas com outros numeros (11 cdes, 9 gatos, 4 gerbos).

+ Nomes Comerciais : As substancias quimicas devem ser referidas apenas pelo nome genérico.
Nomes comerciais ndo devem ser usados. Os medicamentos devem ser referidos pelos seus nomes
genericos. Se medicamentos patenteados foram usados no estudo, refira-se a eles pelo nome
genérico, mencionando o nome patenteado e o0 nome e localizacdo do fabricante entre parénteses.

Suporte para preparacgao de artigos

0Os servigos de edicdo da Wiley oferecem ajuda especializada com edicdo do idioma inglés, bem como
traducdo, formatagdo de manuscritos, ilustracdo de figuras, formatacdo de figuras e design grafico de
resumaos - para que vocg possa enviar seu manuscrito com confianca.

Alem disso, confira nossos recursos para Preparar seu artigo para obter orientagdes gerais sobre
COMO esCrever e preparar seu manuscrito.
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bolsista voluntaria na mesma &rea no periodo de 04/2018 a 07/2018. Foi também, bolsista
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