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“.... Ninguém nunca se apaixonou sem ser um pouco corajoso... ”.
- Shepard — Mass Effect 3 (2012).

“.... Todos esses momentos serdo perdidos no tempo, como lagrimas, na
chuva...”.
- Roy Batty — Blade Runner (1994).
“... Qudo importante é na vida ndo necessariamente ser forte, mas se sentir
forte”.
- Christopher McCandless (1992).

“...0 fracasso no é o fim. E uma parte necessaria do caminho. A esperanca

sempre sobrevivera naqueles que continuam a lutar”.

- Eno Cordova — Jedi: Fallen Order (2019).
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| - INTRODUCAO

O mercado pet tem crescido e expandido consideravelmente nos ultimos 20
anos. Considerada uma area importante para a economia com faturamento de 46,8 bilhdes
de reais em 2023, o segmento pet food corresponde a 78% do total de faturamento de todo
0 segmento pet no Brasil (ABINPET, 2024).

Com o aumento da populacdo mundial e a ampliacdo do conceito de
sustentabilidade para a alimentacdo humana e animal, diversas alternativas vém sendo
pesquisadas para mitigar os impactos ambientais da producédo de alimentos para animais.
Entre essas alternativas, destacam-se a busca por novas fontes de proteinas, como o
aproveitamento de coprodutos e subprodutos industriais, a producédo de proteinas a partir
de insetos, microalgas, fungos, bactérias, leveduras e outros organismos unicelulares
(BAJIC' et al., 2022).

Dentre as novas formas de producdo alimentar, a agricultura celular foi
desenvolvida com o objetivo de reduzir o impacto ambiental, utilizando biotecnologia
para o cultivo de células de plantas, animais ou outros microrganismos. Essa abordagem
permite crescimento mais eficiente, com menor impacto ambiental em comparagdo com
a agricultura convencional (RISCHER et al., 2020).

A “proteina unicelular”, em inglés single cell protein (SCP), tem sido estudada
com possivel alternativa a proteina animal e vegetal. Os microrganismos utilizados
(fungos, leveduras, microalgas e bactérias) possuem rapido crescimento quando
comparados a organismos mais complexos, e sem a necessidade de desenvolver tecidos
de suporte, em alguns casos, sendo possivel utilizar fontes ndo comestiveis (residuos
industriais, agricolas) em seu cultivo (NYYSSOLA et al., 2022).
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Os fungos e leveduras possuem destaque dentre 0s principais microrganismos
utilizados como SCP, principalmente por muitos dos organismos produzirem uma
biomassa com niveis entre 30-50% de proteina, perfil de aminoacidos adequado e ser
fonte de vitaminas do complexo B (RITALA et al., 2017).

Além disso, possuem alta densidade celular e crescimento acelerado. Certos
fungos possuem capacidade de utilizar diversos componentes organicos para desenvolver
biomassa, sendo uma vantagem em potencial para as inddstrias que possuem residuos de
producédo possam gerar economia circular (NYYSSOLA et al., 2022).

Uma das principais SCP conhecidas pela industria € produzida pela biomassa do
fungo filamentoso Paecilomyces variotti. O processo foi inicialmente desenvolvido na
Finlandia pelas industrias de papel e madeira nos anos 90, onde eram utilizados substratos
de licor de residuos sulfiticos e hidrolisados de madeira para fermentacdo em
biodigestores e producéo da biomassa microbiana (RITALA et al., 2017).

Dentre as principais caracteristicas da SCP em estudo estdo os altos teores de
proteina, possuindo de 50-60% na matéria seca, perfil de aminoacidos adequado e baixo
teor de gordura, sendo uma caracteristica interessante para a producéo de proteinas com
menor teor de oxidacdo. (LAKSESVELA E SLAGSVOLD, 1974). Além disso, possui a
presenca de betaglucanas (10-15%), reconhecida pelo efeito imunoestimulante (BAJPAI,
2017; HOOFT et al., 2025).

A utilizacdo de proteinas provindas de microrganismos (SCPs) apresentam
grande potencial, embora a aplicagcdo em cées e gatos ainda seja reduzida. Dessa forma,
o desenvolvimento de novos ingredientes, como a proteina em estudo, pode ampliar as
possibilidades de substituicdo das proteinas de origem animal em dietas para pets. Este
estudo teve como objetivo avaliar o desempenho de uma fonte proteica unicelular na dieta
de gatos, por meio da analise da digestibilidade do ingrediente isolado e de dietas com
diferentes niveis de inclusdo, bem como as caracteristicas fecais, produtos da

fermentacdo, microbiota fecal e palatabilidade.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1. Importancia da Proteina para Gatos

As proteinas sdo macromoléculas complexas constituidas por sequéncias de
aminoacidos interligados por ligacbes peptidicas. Elas possuem fungdes estruturais,
enzimaticas, de transporte, sinalizac&o celular, entre outras (NELSON & COX, 2018).

Ja os aminoacidos sdo moléculas organicas que funcionam como os blocos
estruturais das proteinas. Como é possivel observar na Figura 1, cada aminoécido é
composto por um grupo amina (-NH3), um grupo carboxila (-COO) e uma cadeia lateral
(R) especifica, que determina as propriedades quimicas (MARZZOCO & TORRES,
2007).

COO~

+ |
NH; —clza— H
R

Figura 1. Representacdo da estrutura geral dos aminoacidos em pH neutro (arquivo pessoal).

Os humanos e animais utilizam as proteinas como importante fonte de nitrogénio
e aminoacidos essenciais, sendo estas, indispensaveis para a sintese de novas proteinas
estruturais (queratina, actina e miosina) e funcionais (enzimas) que desempenham papéis
fundamentais no crescimento, na reparacdo tecidual e na manutencdo do metabolismo
(RITALA etal., 2017).

Os ancestrais selvagens dos gatos (Felis silvestris) eram carnivoros estritos, ou
seja, consumiam presas com alto teor de proteinas, gordura moderada e poucos
carboidratos. Ja os gatos domésticos (Felis catus) passaram por adaptacdes metabdlicas
ao longo dos anos, adquirindo maior flexibilidade em relacéo a dieta (VERBRUGGHE
& BAKOVIC, 2013; VERBRUGGHE & HESTA, 2017).

No entanto, quando comparados a outros animais, especialmente onivoros, gatos
possuem maiores exigéncias em nutrientes considerados essenciais, como por exemplo
taurina, arginina, e o acido araquidénico, vitaminas A, E entre outros (MORRIS et al.,
2002; ZORAN, 2002).
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Ao contrério do que se acreditava no passado, 0s gatos, assim como 0s caes, sdo
capazes de consumir dietas onivoras devido a flexibilidade metabdlica adquirida ao longo
da evolucdo (VERBRUGGHE & HESTA, 2017).

Eles possuem a capacidade de metabolizar carboidratos, os quais podem exercer
efeito poupador de proteina, assim, na presenca de carboidratos na dieta, a necessidade
de utilizar proteinas como substrato para a gliconeogénese é reduzida. No entanto, essa
flexibilidade metabdlica ndo elimina a exigéncia de suprir as necessidades minimas de
proteina alimentar (LAFLAMME et al., 2022).

Enzimas do ciclo da wureia, como carbamoil-fosfato sintetase | e
argininosuccinato sintetase, mantém alta atividade nos gatos, promovendo a eliminacéo
constante de nitrogénio, independentemente da ingestdo proteica. Essa atividade de
moderada a alta proporciona protecdo essencial contra a toxicidade da aménia,
especialmente apds uma dieta rica em proteinas, garantindo a seguranca metabdlica dos
gatos (GREEN et al., 2008).

Outra peculiaridade no metabolismo proteico dos felinos é que apresentam alto
nivel basal de oxidag&o proteica, o que significa que a degradacdo de aminoacidos ocorre
continuamente, sem depender da quantidade de proteina da dieta. Esse processo alimenta
a gliconeogénese, essencial para suprir a demanda de glicose de tecidos dependentes,
como o cérebro e musculos (EISERT, 2010).

A deficiéncia de aminoacidos em gatos pode resultar em série de complicacdes
a saude, incluindo perda de massa muscular, comprometimento imunolégico e disfungdes
metabolicas (HAYES, 1982; STRIEKER et al., 2006).

A deficiéncia em taurina em gatos pode levar a condicGes graves e irreversiveis.
Entre as consequéncias mais comuns estdo a degeneracdo retina, que pode resultar em
cegueira, e cardiomiopatia dilatada, comprometendo a funcdo cardiaca. Além disso,
falhas no funcionamento do sistema nervoso também podem ocorrer pela insuficiéncia
de taurina, evidenciando a importancia da taurina em dietas adequadas para a saude dos
felinos (HAYES, 1982; SCHULLER-LEVIS et al., 1990).

Devido aos possiveis problemas que a auséncia de aminoacidos pode gerar em
gatos, a escolha de fontes proteicas de qualidade € vital na alimentacdo dos gatos. As
proteinas de origem animal destacam-se pela alta digestibilidade e biodisponibilidade,
desempenhando papel fundamental na nutricdo de cées e gatos (FRANCA et al., 2013).

No entanto, a composicdo pode variar dependendo da origem do material,

especialmente nos teores de umidade, cinzas e aminoacidos, o que pode influenciar a
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digestibilidade do alimento ou ingrediente (ABINPET, 2019).

Por outro lado, as fontes de proteina de origem vegetal sdo amplamente
utilizadas na industria pet, especialmente em alimentos extrusados, pois apresentam
menor variacdo na composicdo bromatologica e auxiliam tanto no custo quanto na
producéo dos alimentos (ABINPET, 2019).

Entretanto, algumas fontes vegetais contém fatores antinutricionais (inibidores
de enzimas, lectinas, taninos e fitatos) que podem reduzir a disponibilidade de nutrientes.
Para mitigar esses efeitos, sdo necessarios processos como o tratamento térmico, que,
apesar de reduzir a concentracdo de antinutrientes, também pode diminuir a
disponibilidade de nutrientes essenciais, como a taurina, metionina e vitaminas, tornando
necessaria a suplementagdo (ZORAN, 2002; FRANCA et al., 2013).

O interesse por fontes alternativas e sustentiveis de proteina tem crescido
significativamente na Gltima década. Nesse contexto, as proteinas unicelulares ou
microbianas surgem como solu¢do inovadora, capaz de atender as demandas nutricionais

ao mesmo tempo que reduzem o impacto ambiental (RITALA et al., 2017).

1.2. Agricultura Celular

Embora a producdo global de alimentos tenha se mantido préxima ao
crescimento da populagdo, devido ao desenvolvimento acelerado e o aumento nos
padrdes de vida em paises desenvolvidos as projecfes futuras indicam que a demanda
alimentar global, em especifico proteica, devera aumentar em 60% até 2050
(ALEXANDRATOS & BRUINSMA, 2012).

Paralelamente a esse crescimento, de acordo com a Organizagdo das Nagoes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), a populacdo mundial devera atingir 9,7
bilhGes de pessoas, 0 que intensificara ainda mais a pressdo sobre os sistemas alimentares
convencionais (BAJIC™ et al., 2022).

A producdo pecuaria desempenha papel primordial em suprir as necessidades
nutricionais de alimentacdo humana e animal. Entretanto, a necessidade de grandes areas
e uso de recursos naturais gera preocupacado, pois a disponibilidade de terras para uso
agricola € limitada e vem sendo reduzida com o passar dos anos, tendo apenas 2% de
todas as terras agricolas disponiveis, cobrindo 40% da superficie total (RISCHER et al.,
2020).

A proteina animal é importante fonte de nutrientes para o crescimento e

desenvolvimento de seres humanos e animais. No entanto, a medida que a demanda
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global por carne aumenta, a producéo tradicional enfrenta desafios para atender a essa
procura de maneira sustentavel. A pecuaria convencional apresenta taxa de conversao de
proteina vegetal em proteina animal estimada em aproximadamente 15% indicando um
consumo maior de insumos vegetais em relacdo a proteina animal produzida (POST,
2014).

Além disso, a producdo de carne pode estar associada a diversos impactos
ambientais, como a emissdo de gases de efeito estufa, a geracdo de residuos agricolas, a
erosdo do solo, a possivel contaminacdo de recursos hidricos e a eutrofizacao, entre outros
fatores ambientais (MONTGOMERY, 2007; WITHERS et al., 2014).

A producéo e o consumo de proteinas vegetais tém sido amplamente estudados
como alternativa para diversificar as fontes proteicas e reduzir os impactos ambientais da
produgdo animal. Embora, & primeira vista, as culturas vegetais parecam menos
impactantes, algumas, como a soja, exigem grandes areas de cultivo e alto consumo de
agua (RISCHER et al., 2020). Além disso, devido aos altos volumes de producéo e as
perdas ao longo da cadeia, as culturas para consumo humano representam cerca de um
terco do impacto ambiental da agricultura (EIBL et al., 2021)

Diante do desafio de atender a crescente demanda global por proteinas, ha
crescente interesse na diversificacdo das fontes proteicas, incluindo alternativas que
possam complementar a produgéo convencional de maneira sustentavel e eficiente. Nesse
contexto, proteinas alternativas tém ganhado destaque, abrangendo opcdes como
proteinas microbianas, proteinas a base de insetos, carnes cultivadas em laboratorio,
substitutos vegetais e alternativas promissoras (MATTICK, 2018).

A agricultura celular entra em cenario com uma abordagem inovadora no campo
da producdo alimentar. Com base na utilizacéo de biotecnologia para o cultivo controlado
de células provenientes de plantas, animais ou microrganismos, a produgdo foi
desenvolvida com o intuito de minimizar os impactos ambientais associados aos métodos
tradicionais de producdo, oferecendo alternativa mais eficiente e sustentavel em
comparacdo a agricultura convencional (RISCHER et al., 2020).

O termo “Agricultura Celular” foi utilizado pela primeira vez em 2015 pela
pesquisadora Isha Datar, tendo como definicdo a “producdo de bens agricolas com
culturas de células animais ou vegetais ou microrganismos em vez de usar animais ou
plantas cultivadas” (NYYSSOLA et al., 2022).

Embora o termo seja recente, o estudo e as descobertas sobre a agricultura celular

remontam ao inicio do século XX. A Figura 2 apresenta marcos importantes dessa
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trajetoria, como a descoberta da totipoténcia das células vegetais (1902), os primeiros
cultivos in vitro de células e tecidos animais (1912), a producdo de DNA bacteriano
recombinante (1973), o langamento do primeiro produto acelular comercialmente
disponivel (Quorn®, 1985) e os primeiros projetos de cultivo de tecidos in vitro para

alimentacé@o nos anos 2000, entre outros (EIBL et al., 2021).
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Figura 2. Principais marcos na agricultura celular. Adaptado de Eibl et al. (2021).

A agricultura celular utiliza trés organismos hospedeiros principais (Figura 3),
que sdo as células animais, plantas e microrganismos para a producdo de produtos
celulares e acelulares por meio de biotecnologia avancada, como fermentagéo, cultivo
celular e engenharia genética (RICHER et al., 2020). Os produtos celulares sdo obtidos
diretamente das células dos hospedeiros e incluem alimentos, como carne cultivada in
vitro, que replica as caracteristicas sensoriais e nutricionais da carne convencional;
cosméticos a base de células-tronco vegetais, usados em tratamentos regenerativos; e

materiais, como alternativas ao couro.
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Figura 3. Representacdo esquematica da agricultura celular (RISCHER et al., 2020).

Ja os produtos acelulares, gerados a partir de substancias sintetizadas ou
secretadas pelos organismos (ovalbumina, vanilina, celulases, paclitaxel, etc.), combinam
propriedades naturais com uma produgdo mais limpa (ITO & MATSUDOMI, 2005;
RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011 MOHAMMADI et al., 2019). Essa abordagem
versatil ndo apenas atende a crescente demanda por sustentabilidade e ética, mas também
oferece solugdes inovadoras para setores diversos, como alimenta¢do, salde, moda e
cosméticos (RISCHER et al., 2020).

A analise comparativa realizada por Mattick (2018) avaliou 0s impactos
ambientais associados a producdo de 1 kg de carne bovina, suina, de frango e carne
cultivada nos Estados Unidos, considerando quatro categorias principais: uso do solo,

consumo de energia, emissdes de gases de efeito estufa e potencial de eutrofizacéo.

Tabela 1. Comparacdo dos impactos ambientais estimados da producdo de 1 quilograma de
produtos carneos nos Estados Unidos.

Categoria de impacto Car_ne Ca’rne Aves Cultivadas
bovina suina

Uso do solo (m2 /ano) 92-113 15,8-18,3 95 5,5 (2-8)

Energia (MJ) 78,6-92,6 16,0-19,6 26,6 106 (50-359)

Emissdes de gases com efeito de estufa 30,5-33,3 4,1-50 2,3 7 (4-25)

(kg de carne produzida / Coz-€Q)

Potencial de eutrofizacao (kg Pos-€q) 214-245  26,2-34,3 6,4 8 (4-14)

Adaptado de Mattick (2018).

Conforme apresentado na Tabela 1, a carne bovina apresentou 0s maiores

valores em uso de solo (92-113 m#ano), emissbes de gases (30,5-33,3 kg de carne
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produzida / CO:-eq) e potencial de eutrofizacdo (214-245 kg PO.-eq). Por outro lado, as
carnes cultivadas apresentaram menor uso de solo (5,5 m2?/ano) e potencial de
eutrofizagdo (8 kg PO4-eq), embora exibam um consumo de energia relativamente alto
(106 MJ), demonstrando vantagens e desafios distintos em relacéo as outras formas de
producéo analisadas.

A agricultura celular apresenta desafios na implementacdo em grande escala. A
escolha entre o tamanho dos biorreatores, modo de processo, consumo de meio de cultura
e energia impactam na qualidade e na viabilidade de producédo. Além disso, outro desafio
apresentado € a dificuldade de reproduzir caracteristicas sensoriais (sabor, textura e cor)
da carne convencional para carne in vitro, caracteristicas importantes para o interesse dos
consumidores em novos produtos (EIBL et al., 2021).

Outro ponto a considerar nos produtos desenvolvidos a partir da agricultura
celular sdo os aspectos de seguranca e regulatorios para a industria alimenticia e
farmacéutica, principalmente preocupacBes com a presencas de possiveis toxinas
produzidas a partir de biomassas microbianas, como fungos e bactérias (EIBL et al., 2021,
NYYSSOLA et al., 2022).

1.3. Single Cell Protein - Proteina Microbiana

Boland et al. (2013) destacaram que o aumento da demanda por carne e proteinas
lacteas exige ndo apenas melhorias significativas nos sistemas de producdo animal, mas
também a exploracdo e aceitacdo de novas fontes de proteinas, tanto para a alimentagdo
animal quanto para o consumo humano direto, a fim de atender de forma sustentavel a
essa crescente necessidade global.

Com isso, as proteinas unicelulares (do inglés Single Cell Proteins — SCP) tem
crescido como um dos principais segmentos da agricultura celular. As SCP referem-se a
biomassa de microrganismos ou proteinas extraidas que podem ser utilizadas como fonte
nutricional tanto para animais quanto para humanos (LEGER et al., 2021).

Essas alternativas proteicas possuem a capacidade de utilizar substratos ricos ou
nao convencionas para gerar a biomassa, possuindo um conteldo que pode variar de 60-
82% de proteica (Tabela 2) dependo do microrganismo utilizado, além de possuir bons
niveis de aminoacidos essenciais e outras funcionalidades, além de conter &cidos
nucleicos (SHARIF et al., 2020).

Tabela 2. Composicdo dos principais grupos de microrganismos utilizados como Single Cell
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Protein (% matéria seca).

Composicio (% Matéria Seca) Fungos Algas Leveduras Bactérias
Proteina 30-35 40-60 45-55 50-65
Gordura 2-8 7-20 2-6 1-3
Cinzas 9-14 8-10 5-10 3-7
Acidos nucleicos 7-10 3-8 6-12 8-12

Adaptado de Miller & Litsky (1976) / Nasseri (2011).

O termo foi introduzido pela primeira vez em 1968 em uma reunido no Instituto
de Tecnologia de Massachussetts, Estados Unidos, quando os cientistas estavam em
busca de uma terminologia adequada (SAEED et al., 2016). Todavia, as primeiras
pesquisas com proteina microbiana tiveram destaque inicial no final do século 19 pelo
pesquisador Max Delbrick, que estudaram o potencial uso do levedo de cervejaria como
um suplemento alimentar na producdo animal (SUMAN et al., 2015).

A pesquisa de Delbriick teve grande impacto durante a primeira guerra mundial
(1914-1918). Com a escassez de alimentos criada pelo conflito global, os pesquisadores
alemdes utilizaram cepas de Saccharomyces cerevisiae cultivadas em melagco como
suplemento proteico, conseguindo cortar metade dos custos com importa¢do de proteina
durante o conflito (ULGADE & CASTRILLO, 2002).

O interesse no uso de leveduras como fonte de proteina foi mantido durante a
segunda guerra mundial (1939-1945), tendo como principais espécies utilizadas Candida
auris (anteriormente Candida arborea) e Candida utilis, sendo incorporada inicialmente
na alimentacao dos exércitos, e posteriormente a populacdo (ULGADE & CASTRILLO,
2002).

Como é possivel observar na Imagem 4, a producdo de biomassa proteica €
formada a partir de um processo de fermentagéo. O processo pode ser conduzido de duas
formas principais: fermentacdo submersa e fermentacdo em estado semissolido
(NASSERI et al., 2011). Na fermentacdo submersa o substrato é mantido em estado
liquido, contendo os nutrientes essenciais para o crescimento dos microrganismos. Este
tipo de fermentacdo € um processo continuo, em que ocorre a coleta da biomassa,
centrifugacdo e posteriormente secagem, tendo como vantagem a facilidade de
purificacdo do produto (BAJIC et al., 2022).
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Figura 4. Fluxograma para producéo de proteinas microbianas — Adaptado de Adedayo et al.
(2011).

J& para a fermentacdo em estado semissolido o meio fornece nutrientes para 0s
microrganismos e atua como ancora celular, sendo considerada econémica pois requer
menos recursos e mais adequada para substratos solidos, como residuos agroindustriais.
No entanto, alguns nutrientes podem néo estar presentes nos substratos ou estar presentes
em guantidades abaixo da média (BAJIC™ et al., 2022).

Ap0s o cultivo a biomassa é separada de acordo com o microrganismo utilizado
sendo as leveduras e bactérias geralmente recuperadas por centrifugacdo, enquanto os
fungos filamentosos por filtracdo e depois secadas (SHARIF et al., 2020).

Entre as principais fontes utilizadas para a producdo de proteinas microbianas
destacam-se as bactérias, algas, cianobactérias, leveduras e fungos, cada uma com
caracteristicas especificas que as tornam adequadas para diferentes aplicagGes.

As proteinas derivadas de bactérias possuem caracteristicas interessantes para a
producdo industrial, possuindo tempos de geracdo extremamente curtos, com a
duplicacdo da massa celular ocorrendo entre 20 minutos e 2 horas, dependendo da espécie
(SAEED et al., 2016). Esses microrganismos sdo capazes de crescer em variedade de
matérias-primas, desde carboidratos simples, como acUcares e amidos, ateé

26



hidrocarbonetos liquidos e gasosos, como metanol, etanol e metano (SUMAN et al.,
2015).

O SCP bacteriano varia de 50-80% de proteina na matéria seca e com um bom
teor de aminoacidos essenciais compativel ou maior do que preconizado pela FAO (do
inglés - Food and Agriculture Organization of the United Nations) (ANUPAMA &
RAVINDRA, 2000). Entretanto, assim como os fungos, o contetdo da biomassa
bacteriana € alto em &cidos nucleicos (8-12%), sendo necessario processamento adicional
para retirada (NASSERI et al., 2011).

Durante a década de 1970, o grupo Imperial Chemical Industries desenvolveu
uma das primeiras SCP’s para consumo animal, denominada Pruteen. A bactéria
Methylophilus methylotrophus utiliza como substrato metanol, entretanto, a nova proteina
ndo pode competir com os precos de outras fontes do mercado e a producdo foi
descontinuada anos depois (RITALA et al., 2017).

As algas e cianobactérias utilizam energia da luz solar para converter didxido de
carbono e agua em materiais organicos para fungdes celulares. Tem como principais
caracteristicas um teor proteico alto (60-70%), crescimento rapido, além de fornecer
outros nutrientes importantes como acidos graxos, vitaminas, sais e clorofila, além disso,
possui um teor de &cidos nucleicos considerado baixo, perto de 3-8% (NASSERI et al.,
2011).

A Spirulina (Artrospira maximos e Arthrospira platensis), juntamente com
Chlorella, sdo os principais produtos utilizados para consumo humano e animal, séo
amplamente utilizados como suplementos alimentares (SOUSA et al., 2008).

O estudo de Safafar et al., (2016) avaliou o cultivo de Chlorella pyrenoidosa e
Chlorella vulgaris em aguas residuais industriais enriquecidas com amdonia, visando
determinar o impacto do meio de crescimento e da duragdo do cultivo na composigéo
nutricional da biomassa. C. pyrenoidosa apresentou o maior teor de proteinas (65,2% +
1,30% MS) em 67% de &gua residual industrial, enquanto C. vulgaris acumulou altas
concentragdes de luteina (7,14 + 0,66 mg/g MS) em &gua residual industrial apos 16 dias
de cultivo, constatando que o uso Chlorella em &guas residuais € uma estratégia
sustentavel para biorremediacdo e producdo de biomassa rica em proteinas, carotenoides
e aminoacidos, com aplica¢Ges potenciais na alimentacao aquatica.

Contudo, existem algumas limitacbes para o uso da proteina de algas e
cianobactérias. Podendo citar os altos niveis de clorofila e a presenca de parede celular,

além do risco de contaminacio bioldgica e mineral em cultivos externos. E necessario
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que o produto passe por uma etapa de rompimento dessas paredes celulares por métodos
quimicos (solventes organicos ou acidos), enzimaticos (celulases), fisicos e mecanicos
como mobilidade de esferas e homogeneizacéo de alta pressédo (BAJIC™ et al. 2022).

As proteinas celulares derivadas de leveduras apresentam diversas vantagens
que as tornam promissoras para aplica¢fes biotecnoldgicas e nutricionais. As principais
espécies de destaque sd@o Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Pichia pastoris e
Yarrowia lipolytica possuem alto teor proteico, variando entre 45% e 55%, tempo de
multiplicacdo rapido (40 minutos a 3 horas), além de serem ricas em vitaminas do
complexo B (SUMAN et al., 2015).

As leveduras destacam-se pela capacidade de crescer em substratos variados,
incluindo residuos agroindustriais, como cascas de laranja e bagaco de cana, e o cultivo
em pH &cido facilita a colheita. Adicionalmente, elas tém maior teor de lisina em
comparacdo com as bactérias, embora apresentem menor concentracdo de metionina
(BAJIC' et al. 2022).

Tropea et al. (2022) avaliaram a utilizagcdo de multiplos residuos alimentares
como peixes, cascas de abacaxi, banana, magé e citricos, como substrato complexo para
a producdo de SCP com Saccharomyces cerevisiae. Os resultados obtidos para proteina
foram de 40,19%, adequado para uso em ra¢fes animais, 14,46% de gordura, 1,08% de
cinzas e 6,29% de lignina, enquanto os agucares soluveis e insoliveis reduziram-se de
20,5% para 6,10% e de 19,15% para 2,14%, respetivamente. Destacando o potencial do
uso simultaneo de maltiplos residuos na producao sustentavel de proteinas de levedura.

Em um estudo feito por Carranza-Méndez et al. (2022), que avaliou 0 uso de
cascas de laranja como fonte de carbono para a producdo de Candida utilis por
fermentacdo submersa alcangando 13,42 g/L de biomassa e consumo de 81% de agUlcares
totais e 89% de acUcares redutores. Apds otimizacdo das condi¢bes de fermentacao,
obteve-se 15,71 g/L de biomassa e 6,22% de proteina total, reforcando o potencial das
leveduras com o aproveitamento de residuos agroindustriais.

Por ultimo, as proteinas provenientes da biomassa fungica, em principal os
fungos Fusarium venenatum, Rhizopus oryzae e Aspergillus niger, possuem
caracteristicas interessantes para producdo e consumo humano e animal. Dentre elas é
possivel citar a capacidade de converter uma gama de compostos organicos complexos
em biomassa rica em proteina, com um teor que varia entre 30% e 50% na matéria seca
(ANUPAMA & RAVINDRA, 2000). Além disso, oferecem vitaminas do complexo B,

fibras ricas em glucanos e contribuem para melhorar caracteristicas funcionais dos
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alimentos, como textura e capacidade de emulsificacdo (RITALA et al., 2017).

Por um outro lado, os fungos possuem alto teor de &cidos nucleicos (7-10%) na
biomassa, além de serem relativamente pobres em metionina e cisteina (NASSERI et al.,
2011). Outro fator importante é a possivel producdo de micotoxinas e possiveis reacoes
alérgicas ao consumo de micoproteinas (BAJIC” et al., 2022).

Na Unido Europeia, trés cepas fungicas/leveduras sdo aceitas para uso alimentar.
A primeira € Saccharomyces cerevisiae, amplamente consumida antes de 1997 e
conhecida como levedura de cerveja ou de fermentacdo. A segunda é a micoproteina
derivada de Fusarium venenatum, comercializada sob a marca Quorn®. A terceira é
Yarrowia lipolytica, aprovada pelo Regulamento de Novos Alimentos (UE 2017/2470)
para uso restrito em suplementos alimentares (AMARA & EL-BAKY, 2022).

Em 1985, a empresa Marlow Foods utilizou a micoproteina do fungo
filamentoso Fusarium venenatum para desenvolver o produto denominado Quorn® como
alternativa a proteina produzida de modo convencional. Amplamente aceito no mercado
europeu, tornou-se uma das principais marcas de substitutos de carne no mundo,
atendendo tanto a consumidores vegetarianos quanto aqueles que buscam opcoes
alimentares mais sustentaveis e saudaveis (RITALA et al., 2017).

Na Finlandia, entre as décadas de 1970 e 1980, foi desenvolvido um processo
inovador chamado “pekilo process” que utilizava agticares presentes no licor de sulfito
proveniente de efluentes de fabricas de papel para produzir proteina de celula Unica
(SCP), destinada principalmente a racdo animal. Entretanto, com o fechamento das
fabricas de celulose, sem os substratos disponiveis, a producéo foi encerrada (ULGADE
& CASTRILLO, 2002).

Em 2014, Liu et al. (2014) desenvolveram um processo de fermentagdo em duas
etapas para converter residuos de processamento de amido de batata em proteina
unicelular como alimento para animais. Na primeira etapa, usaram uma cepa mutante de
Aspergillus niger (Aspergillus niger H3) com maior produtividade de celulase e apds o
tratamento a taxa de degradagdo da celulose do residuo de batata atingiu 80,5%,
resultando em 11,87% para 2,19% de celulose na biomassa. O teor de proteina foi de
6,24% para 38,21%, assim como a proteina verdadeira indo de 2,83% para 24,86%.
Demonstrando que o uso de A. niger com Bacillus licheniformis solucionou o problema
do residuo e resultou em uma proteina de alta qualidade.

Em 2017, AboSiada et al. (2017) investigaram o enriquecimento proteico de

alguns residuos agroindustriais, utilizando fermentacdo em estado solido com
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Trichoderma reesei. Foram testados cinco residuos (cascas de tomate, manga, laranja,
maca e banana) em pH 5. Apos a fermentacdo, os teores de proteina bruta aumentaram
de 23,35% para 78,17% em cascas de tomate, de 21,88% para 30,05% em manga, de
24,13% para 28,84% em laranja, de 16,19% para 19,82% em macd e de 9,5% para 14,06%
em banana, destacando o potencial uso do fungo T. reesei no desenvolvimento fontes
proteicas sustentaveis a partir de residuos industriais.

Para Bajic” et al. (2022) a producdo de proteinas microbianas oferece multiplas
vantagens que a torna uma alternativa promissora a proteina convencional. Dentre 0s
beneficios é possivel citar o uso de residuos agroindustriais, como melaco e licor de
sulfito, a reducéo de custos de producdo e promove de subprodutos de baixo valor, além
de contribuir para a mitigacao da poluicdo ambiental (NASSERI et al., 2011; BAJIC™ et
al., 2022).

A eficiéncia na produgdo é outro destaque, uma vez que 0S microrganismos
utilizados possuem ciclos curtos de duplicacdo e um alto teor de proteina em base seca
(30%-80%), dependendo do organismo e do substrato utilizado (SUMAN et al., 2015;
BAJIC  etal., 2022).

Além disso, o cultivo de biomassa requer espago reduzido e consumo de agua
consideravelmente menor em comparacdo com a agricultura convencional. O uso de
biorreatores favorece o controle do processo de producéo, levando a maior quantidade de
biomassa/proteina para consumo humano e animal (SAEED et al., 2016; BAJIC” et al.,
2022).

Apesar dos beneficios supracitados, a producdo de SCP possui limitacbes e
desafios. O elevado custo de substratos e energia eleva o custo de producdo, além da
necessidade de pré-tratamento e processos adicionais, como a reducdo de acidos
nucleicos, impactam a viabilidade econdmica (NASSERI et al., 2011; ADEDAYO et al.,
2011). A presenga de acidos nucleicos ¢ comum na biomassa das SCP’s e o consumo
pode aumentar o &cido Urico no organismo, levando a formacdo de célculos renais
(ADEDAYO et al., 2011).

A parede celular na biomassa de certas espécies de microrganismos é
indigestivel para os animais monogéastricos, sendo necessarios tratamentos adicionais
para remocao ou inativacdo (SHARIF et al., 2020). Além disso, existem riscos associados
com a contaminacdo de micotoxinas e endotoxinas por fungos e bactérias, (SAEED et al.,
2016). Por fim a aceitacdo publica, por causa de preconceitos em relacdo ao uso de

microrganismos como alimento e a possiveis problemas de sabor e digestibilidade, que
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limitam a ado¢éo global (SUMAN et al., 2015).

1.4. Paecilomyces variotii

Os fungos filamentosos desempenham importante papel como fonte proteica
microbiana devido a capacidade de produzir biomassa proteica de boa qualidade (30-50%
proteina) em ampla escala através da transformacéo de substratos ricos e da industria e
pecuaria em biomassa (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

Além disso, estudos recentes voltados a biotecnologia demonstram a capacidade

desses fungos produzirem ampla gama de metabolitos secundarios, como enzimas,
vitaminas, promotores de crescimento (HERRERA BRAVO DE LAGUNA et al., 2015).

Neste cenario, espécies do género Paecilomyces destacam-se, pela versatilidade
e potencial de aplicacdo em setores como agricultura, medicina e industria alimenticia
(MORENO-GAVIRA et al., 2021). Particularmente, Paecilomyces variotii ¢ um fungo
frequentemente encontrado no ar e no solo em éareas tropicais, € conhecido pela
capacidade de producdo de enzimas extracelulares, resistir a temperaturas adversas
(termotolerante), capacidade de crescer em condicGes de baixo oxigénio e variedade de
efluentes industriais altamente poluentes, como melago, hidrolisados de madeira, licor de
sulfito usado e vinhaca. (BAJPAI, 2017; URQUHART et al., 2018).

O género Paecilomyces foi descrito em 1907 por Bainier, sendo inicialmente
reconhecido pela semelhanca com Penicillium, mas com caracteristicas morfologicas
distintas, como conidioforos verticilados e fialideos alongados (L1 et al., 2020). Estudos
subsequentes ampliaram o entendimento da filogenia deste grupo, revelando a natureza
polifilética que conecta espécies de Paecilomyces a géneros como Cordyceps e
Torrubiella (MORENO-GAVIRA et al., 2020b).

De acordo com Herrera Bravo de Laguna et al. (2015), o Paecilomyces variotii
destaca-se pela capacidade de crescer rapidamente em ampla gama de substratos e pela
producéo de enzimas termoestaveis como tanases, fitases, celulases, xilanases, quitinases,
amilases e pectinases. Essas enzimas apresentam propriedades fisico-quimicas
promissoras, como estabilidade em amplas faixas de temperatura e pH que as tornam
interessantes para diversas aplicagfes industriais.

Em um estudo realizado por Giannoutsou et al. (2012) foi utilizado residuo de
moinho de azeite em duas fases (Two-Phase Olive Mill Waste, TPOMW) como substrato
em fermentacdo em estado solido com Paecilomyces variotii. Apos a adicdo de melago

ao substrato resultou em aumento de 46% no conteido proteico do produto fermentado
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apos 10 dias, passando de 14,75% para 21,65%. Além disso, a fermentacdo produziu um
perfil de aminoacidos significativamente melhorado, incluindo a sintese de lisina (2,7
mg/g MS), destacando que a fermentacdo do residuo de moinho de azeite (TPOMW)
associado com P.variotii gera melhoras as caracteristicas do residuo, abrindo margem
para a utilizacdo na alimentagédo animal.

Em um estudo focado na producédo de enzimas, Madeira et al. (2012) utilizaram
Paecilomyces variotii para producdo simultanea de tanase e fitase por fermentacdo em
estado solido, utilizando bagaco de laranja como substrato. Como resultados, a atividade
maxima de tanase ocorreu apds 96 horas de fermentacao, com 59% de umidade e 3% de
acido tanico, enquanto a atividade de fitase atingiu 350 U/gds ap6s 72 horas, sob 66% de
umidade e 5,8% de acido tanico. O processo reduziu em 7% a necessidade de acido tanico
suplementar e aumentou em dez vezes a capacidade antioxidante do bagaco de laranja.

Além do uso das enzimas, a aplicacdo do Paecilomyces variotii em forma de
extrato, também conhecido como ZNC (ZhiNengCong) vem sendo amplamente utilizado
como promotor de crescimento e protecdo de plantas.

Como exemplo, o estudo feito por Moreno-Gavira et al. (2020a) avaliou 0 uso
do ZNC como promotor de crescimento em tomates e pimentdes em que demonstrou alta
capacidade de producdo de siderdforos e acido indol acético, mas baixa habilidade de
solubilizar fosforo. Em testes laboratoriais com sementes de tomate tratadas com P.
variotii apresentaram aumento significativo na taxa de germinacdo (89% vs. 75% do
controle), comprimento de raiz (4,41 cm vs. 3,73 c¢cm) e indice de vigor das sementes
(686,7 vs. 498,7).

Em outro estudo de ZHANG et al. (2024) focado na avaliacdo da funcéo
bioestimulante da ZNC em mudas de maca (Malus hupehensis e Malus domestica ‘Royal
Gala'), a aplicagdo de ZNC na concentragdo de 20 ng/mL, aumentou o peso fresco e seco
das plantas, o comprimento das raizes (22,9%) e a area de absorcdo radicular (21,9%),
além de melhorar a fotossintese, com elevacdo de 29,4% no teor de clorofila total. Além
disso, em condic@es de deficiéncia nutricional, ZNC reduziu os niveis de osmoprotetores
(prolina -22,17%, proteinas soluveis -9,23%) e espécies reativas de oxigénio (ROS) em
até 44%, demonstrando que o uso do extrato € uma alternativa sustentavel para reduzir o
uso de fertilizantes quimicos e pesticidas.

Os B-glucanos sdo componentes bioativos com propriedades imunomoduladoras
e grande potencial para aplicacdes em alimentos funcionais e racdes (HOOFT et al.,

2024). O género Paecilomyces apresenta alto teor de B-glucanos, variando entre 10-24%
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da matéria seca, valores superiores aos encontrados em Basidiomycetes e leveduras
(KYANKO et al., 2012).

Além disso, esses B-glucanos, que compdem cerca de 46% da fibra alimentar
total da espécie, exibem propriedades imunoldgicas que os tornam valiosos como
modificadores de resposta bioldgica, contribuindo para a saude animal e humana
(KYANKO et al., 2012; BAJPAI, 2017).

Em um estudo feito por Kyanko et al. (2012) investigou o contetdo de fibra
alimentar e B-glucanos, capacidade de absorcdo e retengdo de &gua em fungos
filamentosos. O género Paecilomyces apresentou elevado contetdo de fibra alimentar
total (51,7%) e B-glucanos (23,8%). P. variotii obteve resultados para capacidade de
absorcéo e de retencdo de dgua (em micélios Umidos) de 6 g de dgua/g MS e 43,2 g de
agua/g MS respectivamente. Esses resultados indicam que a biomassa de P. variotii
possui resultados promissores, sendo um ingrediente rico em proteinas e B-glucanos, além
de caracteristicas possiveis de melhorar propriedades de hidratagdo em sistemas

alimenticios para uso humano e animal

1.5. Pekilo Process

O Paecilomyces variotii ¢ um fungo filamentoso amplamente reconhecido pelas
caracteristicas versateis e aplicaveis na biotecnologia. Entre as principais utilidades estdo
a producdo de enzimas extracelulares, o estimulo ao crescimento de plantas e o uso como
fungicida (HASSAN et al., 2023).

Além disso, destaca-se pela capacidade de transformar residuos industriais em
biomassa fungica de alto valor nutricional, reduzindo significativamente o impacto
ambiental, representando ndo apenas um avango no ambito tecnolégico, mas também na
promocdo da sustentabilidade (TOLEDO MERANTE et al., 2012).

O processo de Pekilo (do inglés Pekilo process) é um processo de fermentagdo
aerdbia continua no qual o P.variotti é cultivado em substrato gerando uma biomassa
contendo a cerca de 55-60% de proteina, uma composicdo de aminoécidos considerada
adequada quando comparada com outras fontes como farinha de peixes e farelo de soja
(Tabela 3), além de ser uma fonte de vitaminas do complexo B, dentre outras (HOOFT et
al., 2025).

Tabela 3. Composicdo nutricional dos ingredientes incluindo P. variotii, farinha de peixe,
concentrado de proteina de soja (CPS) e farelo de gluten de trigo (FGT).
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] P.variotii Farinha CPS?® FGT®
Nutrientes (% MS) Pekilo® Peixe °
Matéria seca 92,52 91,97 92,03 91,77
Proteina bruta 62,51 75,18 61,0 82,78
Gordura 0,75 7,7 151 0,58
Cinzas 9,23 17,88 7,37 0,58
Energia bruta (MJ/kg MS) 21,0 20,5 20,3 23,5
ENN + Fibra Bruta* 27,51 0,0 30,11 16,07
Minerais (g/kg MS)
Enxofre 6,4 8,5 472 6,6
Fosforo 20,9 24,5 8,4 19
Calcio 12,5 46,2 4,1 0,4
Magnésio 0,9 2,7 4,1 0,2
Potassio 34 13,5 23,9 0,8
Sédio 0,1 14,4 0,1 0,0
Aminoacidos essenciais (g/kg MS)
Arginina 26,2 36,0 35,6 20,7
Histidina 13,7 18,3 17,4 19,2
Isoleucina 21,1 26,9 26,6 27,4
Leucina 334 46,5 42,6 50,6
Lisina 33,8 54,8 27,4 12,1
Metionina 75 14,3 6,1 10,8
Fenilalanina 15,2 19,1 20,2 33,0
Treonina 19,9 253 22,0 16,3
Valina 20,6 251 21,9 23,6
Triptofano 53 58 6,5 53
Aminoacidos ndo essenciais (g/kg MS)
Alanina 23,9 36,5 214 17,3
Acido aspartico 30,7 51,7 50,2 17,3
Glicina 18,2 37,1 19,0 20,4
Acido glutamico 51,8 92,4 102,8 290,1
Cisteina 3,3 51 72 13,2
Tirosina 175 13,8 14,4 18,4
Prolina 19,2 258 26,2 87,3
Serina 16,9 20,3 23,6 29,2
Soma dos aminoacidos 372,8 549,0 484,6 706,8

Fonte: Adaptado de Hooft et al., 2024.

& LT-farinha de peixe, Norsildmel AS, Bergen, Noruega.

® Concentrado de Proteina de Soja, Hamlet Protein A/S, Horsens, Dinamarca.
¢ Farelo de gluten de Trigo, Lantmannen Reppe AB, Lidkoping, Suécia.
¢ ENN (extrato n&o nitrogenado) + fibra bruta = 1000 — (proteina bruta + bruto lipidio + cinza bruta).

O desenvolvimento do processo de producdo desta SCP teve inicio em 1963, na
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Finlandia, em resposta a crise global de proteina prevista para as décadas de 1960 e 1970.
O pesquisador Otto Gadd observou que fungos como o Aspergillus niger conseguiam
crescer no licor de sulfito residual da industria de papel. No entanto, essa espécie foi
posteriormente descartada em favor do Paecilomyces variotii, por causa da alta eficiéncia
de crescimento, facilidade de separacdo do licor e auséncia de toxicidade (BAJPAI, 2017;
ENIFER, 2023). O nome "Pekilo®" foi entdo atribuido ao produto, e o processo foi
patenteado em 1970 (ENIFER, 2023).

A primeira planta comercial entrou em operacgéo na fabrica de celulose da United
Paper Mills em Jamsankoski no inicio dos anos 1970, utilizando os residuos da industria
de papel (licor sulfito) para a producdo da proteina microbiana, sendo considerado um
marco para a produgéo das SCP’s no mundo (AMARA & EL-BAKY, 2023). Entretanto,
em 1980, com as mudancas no processo industrial nas fabricas de produtos de papel,
substituiu o uso do sulfito pelo sulfato, tornaram o licor de sulfito um residuo obsoleto na
producdo do Pekilo® levando a descontinuidade e fechamento da fabrica (HALME &
TIUSSA, 1983).

Em 1982, em Manttd na Finlandia, uma segunda fabrica foi construida
adaptando o processo utilizando residuo de etanol como substrato principal, mas a
descontinuidade das fabricas de celulose somada as reducdes na demanda global por
fontes alternativas de proteina levaram ao declinio na producdo de proteina em 1990
(ENIFER, 2023).

Entre 1970 e 1985, estudos investigaram o uso da proteina de Paecilomyces
variotii para alimentacdo humana e animal. Laksesvela e Slagsvold (1974) analisaram
seu uso em dietas para pintinhos, avaliando a suplementacdo com metionina e sulfatos.
Pintinhos alimentados com dieta exclusivamente vegetal apresentaram crescimento
inferior (p < 0,01) em comparagdo com aqueles que consumiram dieta contendo farinha
de peixe. A adicdo de metionina ou seu andlogo hidroxilado melhorou significativamente
0 ganho de peso (p = 0,01 - 0,05) e a eficiéncia alimentar (p = 0,01-0,02) nas dietas
contendo a SCP. Apesar do baixo teor de aminoacidos sulfurados, como metionina e
cistina, a proteina microbiana demonstrou potencial como fonte proteica, especialmente
com suplementacdo adequada.

Em um estudo proposto por Nési (1982) comparou o valor nutritivo da proteina
de Pekilo® com a biomassa da bactéria Eurolysine e o farelo de soja em dietas para suinos
em crescimento. A proteina de Pekilo® obteve 49,5% de proteina bruta na matéria seca,

com digestibilidade de 74,2% de PB e 81,5% da MO, resultados préximos a dieta controle
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(farelo de soja) e a dieta contendo a proteina Eurolysine.

Em um estudo comparando duas SCP’s avaliou o wvalor nutritivo de
Paecilomyces variotii (Pekilo®) e levedura Candida utilis (Torula) como fonte proteica
em dietas para suinos em crescimento. O Pekilo®, usado em 30% das dietas, apresentou
digestibilidade de 77,1% e 87,7% para matéria organica e proteina bruta,
respectivamente, e valor energéetico de 2995,13 kcal EM/kg MS, superando a Torula
(2842,27 kcal EM/kg MS) destacando o potencial do ingrediente como suplemento
proteico (SALO & PEKKARINEN, 1981).

Alguns estudos utilizando a fonte proteica foram conduzidos com alimentos para
uso humano: o estudo de Koivurinta et al. (1980) avaliou as propriedades de panificacdo
da biomassa fangica Paecilomyces variotii como ingrediente em paes. Foi observado que
ainclusdo de SCP em até 5% mantiveram as caracteristicas estruturais (formato) e textura
dos pées, além de melhorar a ligagdo da massa com &gua. Entretanto ocorreu efeito
negativo na estabilidade, propriedades extensogréficas e dureza da massa com o aumento
na substituicdo farinha pela proteina microbiana, além disso, seu sabor foi detectado ja
nos niveis mais baixos de substituicao.

Em outro estudo feito por Koivurinta et al. (1979), os autores avaliaram o0 uso
da proteina microbiana como ingrediente em salsichas e alméndegas. Em salsichas o
ingrediente apresentou dureza acima do alimento controle até 25% de inclusdo da farinha,
enquanto para as almdndegas obteve-se resultados menores em relagdo a todos os
parametros organolépticos com excecado de suculéncia. Ambos os alimentos apresentaram
o0 sabor residual, sendo percebido em niveis de substituicdo a partir de 2%, impactando
na aceitabilidade sensorial. Além disso, produtos contendo 10-15% da proteina
apresentaram cor mais escura e textura mais densa em comparacdo as amostras do
tratamento controle.

Nos ultimos anos, com a busca por alternativas as fontes proteicas
convencionais, alguns estudos foram desenvolvidos utilizando esta proteina como
possivel fonte na alimentagdo animal. O estudo de Hooft et al. (2024) avaliou os efeitos
da inclusdo da biomassa de Paecilomyces variotii (PEKILO®) em dietas para juvenis de
salmédo-do-atlantico (Salmo salar) contendo 0, 5, 10 e 20% de incluséo. Foi constatado
reducdo linear no coeficiente de digestibilidade da proteina bruta e energia (p < 0,01) com
0 aumento da inclusdo, entretanto, as dietas com inclusdo da biomassa de P.variotti ndo
afetaram significativamente o ganho de peso, a taxa de crescimento especifica, consumo

alimentar, sendo observado inclusive, melhora linear significativa na conversédo
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alimentar. Adicionalmente, a digestibilidade de proteinas e lipidios foi de 87% e 88%,
respetivamente.

Em outro estudo Hooft et al. (2025) investigaram os impactos ambientais do uso
da biomassa de Paecilomyces variotii (PEKILO®) em dietas para salméo-do-atlantico
(Salmo salar) com 0, 5, 10 e 20% de inclusdo. As dietas contendo a proteina microbiana
reduziram significativamente as emissdes de gases de efeito estufa, com diminuicdo de
1,46 kg CO2-eq no controle para 1,30 kg CO2-eq em dietas com 20% de inclusdo. Além
disso, o indice econdmico "Fish-in-Fish-out” (eFIFO) foi reduzido de 1,02 no controle
para 0,93 e a competicdo por recursos alimentares e reduziu os residuos de fésforo,
magnésio e potassio. Esses resultados indicam que o Pekilo® pode ser alternativa
promissora e sustentavel como ingrediente proteico para a producdo de salméo juvenis,

tendo margem para teste em outros animais e alimentagdo humana.
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I - OBJETIVOS

Avaliar a digestibilidade, valor energético e os efeitos da proteina unicelular
(Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®) como ingrediente na dieta de gatos. Além
disso, objetiva-se avaliar a digestibilidade, palatabilidade, caracteristicas fecais, produtos
de fermentacao e microbiota fecal em gatos adultos alimentados com dietas crescentes do

ingrediente proteico.

Objetivos Especificos

A dissertacdo foi dividida em dois experimentos. Os objetivos especificos para

cada sdo apresentados a seguir:

Experimento 1 - Estudo: Digestibilidade e valor energético da SCP (Paecilomyces
variotii KCL-24, Pekilo®):
e Determinar os coeficientes de digestibilidade dos nutrientes do ingrediente
proteico em teste;

e Estimar o valor energético da SCP.

Experimento 2 - Estudo: Digestibilidade, palatabilidade, caracteristicas fecais,
produtos de fermentagdo e microbiota fecal em gatos alimentados com SCP
(Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®):

e Determinar os coeficientes de digestibilidade dos nutrientes das dietas contendo

a SCP;

o Determinar a palatabilidade da dieta contendo niveis crescentes de SCP em gatos;

e Analisar as caracteristicas fecais e produtos de fermentacdo de gatos adultos
alimentados com dietas incluindo niveis crescentes da SCP;

e Caracterizar o perfil da microbiota fecal dos gatos alimentados com dietas
contendo niveis crescentes de SCP.

43



111 - DETERMINACAO DO VALOR NUTRICIONAL,
PROPRIEDADES FERMENTATIVAS E EFEITOS SOBRE A
MICROBIOTA DE UMA FONTE PROTEICA UNICELULAR NA
DIETA DE GATOS

RESUMO
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A nutricdo de felinos domésticos exige atencdo especial devido as particularidades do
metabolismo proteico. Nesse contexto, a busca por novas fontes de proteina tem
intensificado, destacando-se as proteinas unicelulares (SCP) pela alta eficiéncia produtiva
e elevado teor proteico. Este estudo teve como objetivo avaliar a utilizagdo da proteina
unicelular (Paecilomyces variotii — KCL-24) em dietas para gatos, analisando
digestibilidade, caracteristicas fecais, palatabilidade e os efeitos sobre produtos de
fermentacdo e microbiota intestinal. O experimento foi conduzido em duas etapas. A
primeira etapa avaliou a digestibilidade do ingrediente pelo método de substituig&o,
utilizando uma dieta controle (0% SCP) e outra contendo SCP, com 12 gatos distribuidos
em delineamento inteiramente ao acaso. A segunda etapa utilizou 4 dietas isonutritivas
(0%, 4%, 8% e 16% de SCP), oferecidas a 8 gatos em dois quadrados latinos balanceados
(4 tratamentos e 4 periodos de 23 dias). Os dados de digestibilidade, produtos de
fermentacdo e caracteristicas fecais foram submetidos & ANOVA, testes post-hoc de
Tukey. Para alfa-diversidade foi utilizado teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de
Dunn, enquanto a beta-diversidade foi avaliada por PERMANOVA e andlise de
coordenadas principais (PCoA), por Gltimo a palatabilidade foi utilizado o poder do teste.
Os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) da matéria seca, proteina bruta,
matéria organica, extrato etéreo e energia bruta foram de aproximadamente 76%, 76%,
69%, 100% e 65%, respectivamente, com energia metabolizavel estimada em 2882,89
kcal/kg. No estudo dose-resposta, a inclusdo de até 4% inclusdo ndo alterou a
digestibilidade (p > 0,05), enquanto os niveis de 8% e 16% reduziram o CDA e
aumentaram a producdo fecal (p < 0,05). Ndo houve diferencas significativas nos
produtos de fermentacdo, pH ou microbiota fecal, embora a inclusdo de 8% tenha
aumentado a riqueza na alfa-diversidade. Para palatabilidade, os animais preferiram
dietas sem ou com menor inclusdo da SCP Conclui-se que a SCP é uma fonte proteica
vidvel para gatos quando utilizada em niveis moderados, sendo a inclusdo dependente da
formulacéo do alimento, custo e aspectos relacionados a sustentabilidade.

Palavras-chave: Digestibilidade; Nutricdo; Proteina microbiana.

ABSTRACT
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The nutrition of domestic cats requires special attention due to the particularities of
protein metabolism. In this context, the search for new protein sources has intensified,
with single-cell proteins (SCPs) standing out for their high production efficiency and
elevated protein content. This study aimed to evaluate the use of the single-cell protein
(Paecilomyces variotii — KCL-24) in cat diets by analyzing digestibility, fecal
characteristics, palatability, and its effects on fermentation products and intestinal
microbiota. The experiment was carried out in two phases. The first evaluated the
ingredient’s digestibility using the substitution method, with a control diet (0% SCP) and
another containing SCP, using 12 cats in a completely randomized design. The second
phase used four isonutritive diets (0%, 4%, 8%, and 16% SCP), offered to eight cats in
two balanced Latin squares (four treatments and four 23-day periods). Digestibility data,
fermentation products, and fecal characteristics were analyzed by ANOVA and Tukey’s
post-hoc test. Alpha-diversity was analyzed using the Kruskal-Wallis test followed by
Dunn’s test, while beta-diversity was assessed using PERMANOVA and principal
coordinate analysis (PCoA). Palatability was assessed using test power analysis. The
apparent total tract digestibility (ATTD) coefficients for dry matter, crude protein,
organic matter, ether extract, and gross energy were approximately 76%, 76%, 69%,
100%, and 65%, respectively, with estimated metabolizable energy of 2,882.89 kcal/kg.
In the dose-response study, inclusion of up to 4% did not affect digestibility (p > 0.05),
while levels of 8% and 16% reduced ATTD and increased fecal output (p < 0.05). No
significant differences were observed in fermentation products, pH, or fecal microbiota,
although 8% inclusion increased alpha-diversity richness. Regarding palatability, cats
preferred diets without or with lower inclusion of SCP levels. It is concluded that SCP is
a viable protein source for cats when used at moderate levels, and its inclusion depends
on diet formulation, cost, and sustainability considerations.

Keywords: Digestibility; Nutrition; Microbial protein.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento esperado da populacéo global e, consequentemente, da demanda
por proteina, cresce também a preocupacdo com as limitagdes na disponibilidade desse
nutriente e os desafios de sustentabilidade na producdo de alimentos (BAJIC™ et al.,
2022). Nesse contexto, a busca por novas fontes de proteina para a formulacdo de Pet
food torna-se um desafio.

A nutricdo de felinos domésticos exige atencdo especial por causa das
caracteristicas particulares do metabolismo proteico (MORRIS et al., 2002; ZORAN,
2002). Estes animais possuem necessidades proteicas considerdveis, tendo a maior
quantidade de proteina por quilo, quando comparado com outras espécies domésticas,
resultado da alta taxa de turnover tecidual (NRC, 2006).

Algumas caracteristicas sdo importantes no desenvolvimento de ingredientes
proteicos para Pet food, tais como minimizar a competicdo com a alimentacdo humana,
apresentar elevada biodisponibilidade e um perfil adequado de aminoacidos que atenda
de modo satisfatorio as necessidades dos animais e ainda apresente baixo impacto
ambiental no processo produtivo (POND et al., 1995; BOLAND et al., 2013).

Diante do crescente desafio pela busca por fontes proteicas de qualidade e com
viés sustentavel para a populacdo mundial e 0 mercado pet, as proteinas unicelulares
(Single Cell Proteins, SCPs) entram em destaque por serem produzidas a partir de
processos fermentativos de residuos industriais (BAJIC™ et al., 2022).

Dentre as principais SCP’s desenvolvidas para uso animal, o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii é conhecido pelo produto Pekilo®, tem obtido destaque recente na
alimentacéo de peixes (HOOFT et al., 2024; HOOFT et al., 2025). A biomassa possui
perto de 55-60% de proteina, com perfil de aminoacidos adequado, assemelhando-se a
outras fontes disponiveis no mercado, além disso é fonte de vitaminas do complexo B e
betaglucanas (10-15%), reconhecida pelo efeito imunoestimulante (BAJPAI, 2017,
HOOFT et al., 2025).

Embora microrganismos sejam comumente utilizados na alimentacdo de cées e
gatos, principalmente pelos potenciais efeitos prebioticos e de estimulo a microbiota
intestinal (DE OLIVEIRA MATHEUS et al., 2021; ALLENSPACH et al., 2023;
SOARES et al., 2023), ainda ha poucos estudos que avaliem o uso dos microrganismos
como fonte de proteina na dieta desses animais (HOLT & ALDRICH, 2022;
DAVENPORT et al., 2023). Sendo assim, este estudo propde investigar o efeito de uma
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fonte proteica unicelular na dieta de gatos, por meio da analise da digestibilidade do
ingrediente isolado e de dietas com diferentes niveis de inclusdo, bem como as

caracteristicas fecais, produtos da fermentacdo, microbiota fecal e palatabilidade.

2. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Estadual de Maringa (UEM),
sob protocolo N° 1935310524.

O estudo experimental foi conduzido no Laboratorio de Nutricdo e Metabolismo
de Felinos Domésticos, localizado na Fazenda Experimental de Iguatemi, pertencente a
Universidade Estadual de Maringd. As analises foram realizadas no Laboratério de
Andlises de Alimentos e Nutricdo Animais (LANA/UEM) e Laboratério de Analise
Fisico-Quimicas em Aguas e Alimentos da UEM (CCQ/UEM).

O estudo foi divido em dois experimentos, sendo: i) avaliacdo da digestibilidade
do ingrediente pelo método de substituicdo (MATTERSON et al., 1965) e, ii) avaliacdo
da palatabilidade, digestibilidade, caracteristicas fecais, produtos de fermentacdo e

microbiota em dietas com inclusdes crescentes do ingrediente.

2.1. Experimento 1

2.1.1. Animais e instalacOes

No primeiro experimento foram utilizados 12 animais, machos e fémeas,
higidos, castrados, adultos com idade entre 4 e 9 anos e peso corporal médio de 4,08 £
0,23 kg. Foram utilizados animais com escore de condic¢do corporal (ECC) entre 4 e 5
(CHUN et al., 2019), sendo avaliados no inicio e no final do periodo experimental.

Durante a maior parte do periodo de adaptacao a dieta, os gatos foram alojados
em gatil de 49 m?2 com acesso a uma area externa de mesmo tamanho (49 m?) separado
em dois grandes coletivos, permitindo socializacdo e atividades fisicas, além de acesso
ad libitum a &gua fresca e luz natural e artificial. O ambiente foi enriquecido com
prateleiras em diferentes alturas, brinquedos e troncos de arvores na area externa.

No momento da alimentacdo, os gatos foram colocados individualmente em

gaiolas de 0,30 m? (60 x 50 cm) com a quantidade de alimento baseada na necessidade
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energética diaria de manutengdo para cada animal, ap6s a alimentacdo 0s animais
retornavam aos seus respectivos coletivos.

Durante o periodo de coleta de fezes e urina, permaneceram alojados
individualmente em gaiolas metabdlicas (1,35 x 0,9 x 0,8m) durante tempo integral.
Possuindo prateiras para descanso e enriquecimento ambiental, piso vazado para coleta

de urina e potes para alimentacdo individualizada e agua.

2.1.2. Dietas experimentais

Foram formuladas duas dietas experimentais para o primeiro experimento,
destinadas para gatos adultos saudaveis, atendendo as recomendacdes nutricionais
minimas conforme o guia da European Pet Food Industry Federation (FEDIAF, 2021).
A primeira dieta, denominada controle, foi composta por ingredientes com valores
nutritivos e digestibilidade previamente estabelecidos, sem a adicdo da SCP
(Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®). A segunda dieta foi desenvolvida com os
mesmos ingredientes da dieta controle, porém com a substituicdo da dieta por 18,2% de
proteina unicelular, utilizando o método de substituicdo com calculo descrito por
Matterson et al. (1965). Ambas as dietas foram extrusadas na fabrica de racGes da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), campus de Botucatu.

A composicdo quimica da SCP (Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®) é
detalnada na Tabela 4, enquanto a inclusdo dos ingredientes dos tratamentos

experimentais e a composic¢ao quimica analisada estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 4. Composicao quimica (% na matéria seca) do ingrediente teste (FS Bioenergética,
Mato Grosso do Sul, Brasil).

Item (% na MS) scp?
Matéria seca 90,41
Proteina bruta 60,21
Matéria organica 93,61
Matéria mineral 6,39
Extrato etéreo em hidrélise acida 5,22
Fibra bruta 11,98
Energia bruta (kcal/kg) 5.020,02
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Tabela 5. Composicao das dietas experimentais do experimento 1.

Ingredientes (%) Controle Teste
Milho 30,36 24,29
Farinha de visceras de aves 27,38 22,70
Quirera de arroz 20,00 16,00
Farelo de soja 45% 10,00 8,00
Gordura de aves 5,53 4,42
Palatabilizante liquido 2,00 2,00
Sal Comum 0,80 0,64
Celulose em po 0,70 0,56
Acido fosforico 0,70 0,56
Premix mineral/vitaminico 0,64 0,51
Cloreto de potassio 0,62 0,50
Cloreto de colina 0,47 0,38
DL - metionina 0,40 0,32
Antiflngico 0,15 0,12
Taurina 0,15 0,12
Antioxidante (BHT/BHA) 0,10 0,08
SCP! - 18,80
Composigdo quimica na MS (%)
Matéria seca 9454 94,32
Proteina bruta 30,24 35,10
Matéria orgénica 94,01 94,21
Matéria mineral 5,99 5,79
Extrato etéreo em hidrolise acida 12,39 11,55
Energia bruta (kcal/kg) 4937,45 4916,48

1SCP- (Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®).

2.1.3. Protocolo experimental

O delineamento utilizado para o primeiro experimento foi o inteiramente
casualizado (DIC), sendo 6 gatos distribuidos aleatoriamente em cada tratamento,
conforme o nimero minimo de animais preconizado pelo FEDIAF (2021). Cada gato foi
considerado uma unidade experimental.

O protocolo de digestibilidade para coleta total de fezes, urina e pH durou o total
de 13 dias seguindo o protocolo da FEDIAF (2021) sendo divido em duas etapas. A
primeira a etapa consistiu em um periodo de adaptacdo dos animais por 5 dias a
alimentacdo proposta. A alimentacao foi oferecida de forma individualizada com intuito

de observar e controlar a ingestao de alimento diaria de cada animal.
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Na segunda etapa, os animais foram alojados individualmente em gaiolas
metabolicas (1,35 x 0,9 x 0,8 m) para coleta total de fezes e urina durante cinco dias (120
horas), e por fim entre 2 e 3 dias para avaliagdo do pH urinario. Durante o periodo de
coleta, o alimento foi oferecido duas vezes ao dia, as 8h e as 14h, e pela manhd as sobras
foram recolhidas e pesadas, registrando o consumo diario. A éagua foi oferecida ad
libitum. A quantidade fornecida foi calculada individualmente para cada animal de
acordo com as necessidades energéticas para manutencdo de acordo com o NRC (2006),

sendo:

NEM (kcal/dia) = 75 * (kg de peso metabolico®®")

Equacdo 1. Necessidade energética em manutengdo em gatos adultos saudaveis.

As fezes de cada animal foram coletadas diariamente, pesadas e acondicionadas
em sacos plasticos individuais previamente identificados. Os sacos foram fechados e

armazenados em freezer convencional a -15°C para posterior analise.
Para o célculo da digestibilidade do ingrediente, considerou-se as seguintes equagdes:

CDI = CD (RR)* + CD (RT) — CD (RR)*
%subst. /100

Equacao 2. Coeficiente de digestibilidade do ingrediente pelo método de substituigéo.
Adaptado de MATTERSON et al. (1965) e CARCIOFI (2019).

*Considerar a média das repeti¢des dos CD (RR) em que:

CDI = coeficiente de digestibilidade aparente do ingrediente;

CD (RR) = coeficiente de digestibilidade aparente da racéo referéncia;

CD (RT) = coeficiente de digestibilidade aparente da racéo teste;

% subst. = percentual de substituicdo da racéo referéncia pelo ingrediente teste, na MS.
Racdo Referéncia = Dieta Controle.

2.1.4. Digestibilidade aparente dos nutrientes, energia metabolizavel e
caracteristicas fecais
Ao final do periodo de coleta, as fezes foram descongeladas, homogeneizadas e
colocadas em uma estufa de ventilacdo forcada (MAOQ35, Marconi, Piracicaba, Brasil) a
55°C por 72 horas para pré-secagem. Em seguida, as amostras foram moidas em moinho
tipo bola (TE-350), identificadas e armazenadas em potes para analises posteriores. As

racOes também foram moidas em moinho tipo bola.
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As fezes e as dietas foram analisadas segundo as metodologias descritas pela
AOAC - Association of the Official Analytical Chemists (AOAC, 1990) para os seguintes
parametros: Nitrogénio pelo (método de N: 954.01) e apds o célculo (N x 6.25) proteina
bruta, fibra bruta (método: 978.10) e matéria mineral (método: 942.05). A matéria seca
(MS) foi determinada em estufa a 105°C (Fanem 315) por 12 h e a matéria organica (MO)
é obtido pelo calculo: 100% — MM% (matéria mineral). A energia bruta foi determinada
em bomba de calorimetria adiabatica (6200 Isoperibol, Parr Instrument Company,
Moline, USA). Todas as analises foram realizadas em duplicata, (com excecdo da fibra
bruta) e repetidas caso o coeficiente de variacdo fosse maior que 2-3%.

Com base nos resultados obtidos nas analises supracitadas e ap6s a correcao para
matéria seca, o coeficiente de digestibilidade aparente foi calculado como a diferenga
entre a ingestdo de nutrientes (g) e os nutrientes excretados nas fezes (g), dividida pela

ingestdo de nutrientes (g) e multiplicada por 100.

nutriente ingerido — nutriente excretado
CDA (%) ( g €] €y

x 100
nutriente ingerido (g) )

*CDA = Coeficiente de digestibilidade aparente.
Equacéo 3. Célculo de coeficiente de digestibilidade aparente para nutrientes (FEDIAF, 2021).

A energia metabolizavel (EM) foi determinada com base na matéria seca usando

fator de correcdo para gatos (0,86), conforme mostrado na equacao:

EM [kcal/kg] = [(racéo total consumida * energia bruta da ragéo) — (fezes totais
produzidas * energia bruta das fezes) — (0,86 * proteina digestivel consumida)]
Racao total consumida

Equacéo 4. Célculo de energia metabolizavel para gatos (FEDIAF, 2021).

2.2. Experimento 2

2.2.1. Animais e instalacOes

Para o0 segundo experimento foram utilizados 8 animais, machos e fémeas,
higidos, castrados, adultos, com idade entre 4 e 9 anos e peso corporal médio de 3,88 +
0,08 kg, com escore de condicdo corporal considerado adequado (4-5) (CHUN et al.,
2019).
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As condicdes de alojamento e manejo dos gatos durante o segundo experimento
foram idénticas as descritas no primeiro experimento, incluindo o uso de um gatil de 49
m2 com acesso a uma &rea externa de mesmo tamanho, enriquecimento ambiental e

manejo durante os periodos de alimentacdo e coleta de fezes.

2.2.2. Dietas experimentais

Todas as dietas foram extrusadas na fabrica de racdes da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus
de Botucatu. Foram formuladas quatro dietas experimentais para o segundo experimento,
destinadas a gatos adultos saudaveis, atendendo aos requisitos nutricionais minimos
descritos pelo FEDIAF (2021). A primeira, denominada dieta controle (mesma ragéo
formulada no experimento 1), composta por ingredientes com valores nutritivos e
digestibilidade previamente estabelecidos, sem a adi¢do da proteina em estudo. Os outros
trés tratamentos foram desenvolvidos com inclusdes de 4%, 8% e 16% da SCP
(Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®), substituindo parcialmente os ingredientes
proteicos da dieta, com 0s ajustes necessarios para garantir quatro dietas isoproteicas e
isonutritivas.

A inclusdo dos ingredientes dos tratamentos experimentais e a composicao quimica

analisada estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Composicdo das dietas experimentais do experimento 2.

Ingredientes (%0) Controle 4% 8% 16%
Milho 30,36 30,16 29,60 27,85
Farinha de viscera de aves 27,38 23,63 19,92 12,58
Quirera de arroz 20,00 20,00 20,00 20,00
Farelo de soja 45% 10,00 10,00 10,00 10,00
Gordura de aves 5,53 5,87 6,22 6,93
Palatabilizante liquido 2,00 2,00 2,00 2,00
Sal comum 0,80 0,80 0,80 0,80
Celulose em po 0,70 0,28 - -

Acido fosférico 0,70 0,70 0,70 0,70
Premix mineral/vitaminico 0,64 0,59 0,55 0,45
Cloreto de potéssio 0,62 0,52 0,41 0,21
Cloreto de colina 0,47 0,47 0,48 0,49
DL - metionina 0,40 0,40 0,40 0,40
Antifangico 0,15 0,15 0,15 0,15
Taurina 0,15 0,15 0,15 0,15
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Antioxidante (BHT/BHA) 0,10 0,10 0,10 0,10

Calcario - 0,17 0,51 1,20
SCP!? - 4,00 8,00 16,00
Composicdo quimica na MS (%)
Matéria seca 93,64 94,16 94,37 94,39
Proteina bruta 30,56 31,41 31,12 30,51
Matéria organica 94,00 94,08 94,17 94,32
Matéria mineral 6,00 5,92 5,83 5,68
Extrato etéreo em hidrolise acida 11,26 11,43 10,53 11,86
Energia Bruta (kcal/kg) 498491 505547  4969,66  4992,43

1SCP- Paecilomyces variotii KCL-24, Pekilo®.

2.2.3. Protocolo experimental

O delineamento utilizado foi o quadrado latino 4x4, possuindo 2 quadrados
balanceados com 4 animais cada, disponibilizados de forma aleatéria no inicio do
experimento, 4 dietas (Controle, 4%, 8% e 16% de inclusdo do ingrediente) sendo
divididos em 4 periodos, assim todos 0s animais passaram por todos 0s tratamentos.

Cada periodo/bloco teve duracao total de 23 dias, sendo cinco dias de adaptacao
as dietas experimentais, cinco dias (120 horas) para a coleta total de fezes e urina em
gaiolas metabolicas para digestibilidade, dez dias de adaptacdo do sistema gastrointestinal
e microbiota, e trés dias para coleta de microbiota e produtos de fermentagcéo em gaiolas
metabolicas.

Durante os periodos de adaptacao (5 dias iniciais e 10 dias entre as coletas), 0s
animais permaneceram coletivamente em uma area de 49 m? (24 m2 de area coberta e 25
m?2 de solario), com &gua disponivel ad libitum. A alimentacdo foi oferecida de forma
individualizada, com o objetivo de monitorar e controlar a ingestéo diaria de alimento de
cada animal. O experimento 2 teve duracao total de 92 dias.

Os trés ultimos dias de cada bloco foram destinados a coleta de produtos de
fermentacdo e microbiota dos animais em experimento. As fezes foram coletadas frescas,
com intervalo méximo de 15 a 20 minutos, de forma estéril, homogeneizadas, pesadas e
separadas de acordo com as analises subsequentes. As amostras destinadas a analise de
microbiota foram coletadas antes da homogeneizacgdo, para evitar contamina¢do com

fezes que entraram em contato com superficies.

2.2.4. Digestibilidade aparente dos nutrientes, energia metabolizavel e
caracteristicas fecais

54



No segundo experimento, a digestibilidade aparente dos nutrientes, energia
metabolizavel e caracteristicas fecais seguiram as mesmas etapas descritas no primeiro
experimento, incluindo a avaliacdo do escore fecal, a metodologia de analise de fezes e
dietas, e os calculos de coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) e energia
metabolizavel (EM).

2.2.5. Produtos de fermentacdo

Para a determinacdo do pH fecal, foram pesadas 2 g de amostras, coletadas de
forma estéril em intervalo maximo de 15 minutos apos a defecacdo, homogeneizadas e
diluidas na proporcdo 1:3 (p/v) em &gua destilada. Em seguida, o pH foi medido
utilizando um pH-metro digital de bancada (K39—1014B, Kasvi, Sdo José dos Pinhais-
PR, Brasil).

Para analises de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR), 5
g de amostra de fezes foram pesadas em pote estéril e entdo adicionado 15 ml de acido
férmico 16% (previamente preparado). Esta mistura foi homogeneizada e armazenada em
geladeira a 4°C por um periodo de 3 a 5 dias. Ap0s isso as amostras foram transferidas
para tubos falcon tendo seu volume anotado e posteriormente centrifugadas a 5.000% g
(Rotina 420R, Hettich Lab Technology, Tuttlingen, Alemanha) por 15 min a 15°C. Apo6s
a centrifugacdo, o sobrenadante foi separado e submetido a nova centrifugacdo. Cada
amostra passou por trés centrifugagdes e, ao final da Gltima, parte do sobrenadante foi
transferida para um tubo identificado para posterior congelamento a -20°C. Em seguida,
uma aliquota do sobrenadante foi colocada em um tubo eppendorf de 2 mL, foi
centrifugada a 14.000, rpm por 15 min a 4°C e seu contetdo passado por filtro membrana,
apos isso foi armazenada a -15°C.

Os AGCC e AGCR foram determinados por cromatografia (ERWIN etal., 1961)
gasosa em cromatografo Shimadzu (modelo GC-2014, Quioto, Japdo) equipada com um
detector de ionizacdo de chama (FID) e sistema de injecdo de amostras em coluna capilar
de silica fundida (Agilent Technologies, HP INNO wax — 19091N, Santa Clara, EUA),
com 30 m de comprimento e 0,32 mm de largura. O gas hidrogénio foi utilizado como
combustivel, com taxa de fluxo de 1,2 mL/min, combinado com ar sintético a 400
mL/min, e o nitrogénio foi o gas transportador, com fluxo de 3,18 mL/min. As
temperaturas de trabalho foram definidas como 200°C na injecdo, 240°C na coluna (com
aquecimento na velocidade de 20°C/min) e 250°C no detector, mantido por 10 minutos.
A razéo de injecdo foi de 1:80, com volume de 1,0 uL. Os compostos foram identificados
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por meio de uma curva analitica padrdo, comparando os tempos de retencdo das amostras
com padrdes analiticos para &cidos graxos volateis (AGV). Entre os compostos
quantificados estavam &cido acético, propidnico, butirico, isobutirico, valérico,
isovalérico, metilvalérico, hexanoico e heptanoico.

A determinacdo de amodnia (N-NHs) foi realizada utilizando o método
colorimétrico baseado na reacao do indofenol (CHANEY & MARBACH, 1962; KUNG
et al., 1984). Amostras de extrato (as mesmas obtidas para AGCC e AGCR) foram
pipetados em tubos de ensaio (5 e 25 L), seguidos da adi¢cdo de 1,5 mL de solucéo de
fenol (50 g de fenol sélido e 0,25 g de nitroprussiato de sddio em 1 L de &gua destilada)
e 1,5 mL de solu¢do de hipoclorito (25 g de NaOH e 16,8 mL de clorox em 1 L de agua
destilada). Apos agitacdo em vortex, os tubos foram incubados em banho-maria a 39°C
por 15 minutos. A leitura das absorbéncias foi realizada em espectrofotdometro ajustada
para 630 nm, utilizando uma curva padrdo preparada com solu¢des de NH4Cl para
quantificacao.

Para realizar as analises do perfil de aminas biogénicas foi utilizada a
metodologia descrita no trabalho de Figueiredo (2008) adaptada. Foram coletadas 5 g de
fezes frescas em duplicata, adicionadas a 15 mL de é&cido perclorico a 5%,
homogeneizadas, o volume final anotado e refrigeradas até 0 momento da analise. Apos
isso, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos a 4°C, e o
sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa com porosidade de 0,22 um. A identificacdo
das aminas foi realizada por comparacao dos tempos de retencdo dos picos nas amostras
com as aminas presentes na solucao padrao. Os padrdes utilizados incluiram: dicloridrato
de putrescina, dicloridrato de cadaverina, cloridrato de tiramina, dicloridrato de
histamina, cloridrato de 5-hidroxitriptamina (serotonina), complexo sulfato de creatinina-
agmatina, tricloridrato de espermidina, tetracloridrato de espermina, cloridrato de 2-
feniletilamina e triptamina. A solucgéo estoque foi preparada por dilui¢do individual de
cada padrao em &cido cloridrico 0,1N, formando solugdes com concentragdo de 1 mg/mL
para cada amina. Posteriormente, as solu¢des padrdes foram combinadas em um bal&o

volumeétrico para formar uma solucdo contendo as 10 aminas.

2.2.6. Microbiota fecal

Para avaliacdo da microbiota, aproximadamente 2 g de amostra foram retiradas
do interior das fezes recém-colhidas, colocadas em um tubo eppendorf estéril e

acondicionadas em freezer a -80°C até o momento da analise. Foi empregado o kit
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comercial padrdo para a matriz especifica para extrair o DNA das amostras, seguindo-se
o0 protocolo recomendado pelo fabricante. A qualidade e quantificacdo foram avaliadas
por espectrofotometria em Nanodrop (Thermo Scientific™). Foi amplificado um
segmento de aproximadamente 460 bases da regido hipervariavel V3V4 do gene 16S
rRNA utilizando os primers 375F/805R para analise bacteriana, seguindo as seguintes
condicBes de PCR: 95°C por 3 min; 25 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por
30 s, seguido de etapa a 72 °C por 5 min. Os amplicons foram ligados a barcodes dual
index Nextera da Illumina®, nas seguintes condi¢bes: 95°C por 3 min; 8 ciclos de 95°C
por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 30 s, seguido de etapa a 72°C por 5 min. Os produtos
foram entdo purificados, reunidos em pools e posteriormente sequenciados no
sequenciador "NextSeq" da Illumina® (DEGNAN & OCHMAN, 2012), em paired-end
de 300 bases. Amostras com numero de leituras inferiores a 30.000 reads foram
submetidas a repeticdo. As leituras obtidas no sequenciador foram analisadas na
plataforma QIIME2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (CAPORASO et al.,
2010, 2011), seguindo-se um fluxo de trabalho de utilizacdo das sequéncias forward e
reverse (R1 e R2 truncados em 165 pb) na anélise bacteriana, prosseguindo com remogéo
de sequéncias de baixa qualidade, filtragdo, remocdo de quimeras e classificacdo
taxondmica. As sequéncias foram classificadas em géneros bacterianos através do
reconhecimento de Variantes de Sequéncias de Amplicons (ASVs) — neste caso, a
homologia entre as sequéncias quando comparadas contra uma base de dados. Para
comparar os amplicons de regides do gene 16s rRNA foi utilizada a atualizacdo de 2022
(versdo GTDB 207) do banco de dados de taxonomia de genomas bacterianos GTDB

(PARKS et al., 2021), extraindo leituras in silico das mesmas regides amplificadas.

2.3. Teste de preferéncia

Para a avaliacdo da palatabilidade (ou preferéncia alimentar) foi utilizado o teste
de duas tigelas (two-bowl tests) (CALDERON et al., 2024). No total foram utilizados 23
gatos, alojados individualmente em gaiolas de 0,30 m? (60 x 50 cm) especificas para este
ensaio. A palatabilidade foi determinada pela mensuracdo da preferéncia do alimento e
da primeira escolha entre as dietas oferecidas aos gatos. Foram feitas as seguintes
comparagOes: Controle vs. 8%; Controle vs. 16% e 8% vs. 16% de inclusdo do
ingrediente.

Cada teste de palatabilidade foi realizado em dois dias consecutivos. Os

alimentos selecionados para o desafio foram oferecidos em potes separados, um alimento
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em cada pote, quatro vezes ao dia as 08, 10, 14 e 16, por um periodo de 20 minutos. A
quantidade de alimento fornecida foi de 50 g/animal em cada comedouro. Ao final do dia
as sobras de alimento foram pesadas e 0 consumo de cada alimento calculado.

A preferéncia do alimento / razdo de ingestdo foi calculada em funcdo da

ingestdo relativa (oferta menos as sobras) das dietas A e B.

Consumo da dieta A ou B (g)
Total da dieta consumida (A + B)

Razdo de ingestdo = ( ) x100

Equacdo 5. Calculo de razdo de ingestdo.

A primeira escolha foi determinada pelo registro do primeiro pote em que o gato

se aproximou quando os alimentos foram apresentados.

2.4. Analise estatistica

Os procedimentos estatisticos do experimento 1 foram descritivos, uma vez que
0 objetivo € determinar o valor nutricional do ingrediente, sem propdsito comparativo.
No experimento 2, para caracteristicas fecais, CDA e produtos de fermentacdo foram
realizada estatistica descritiva e os dados foram submetidos 8 ANOVA para comparacao
de médias entre grupos, post-hoc de Tukey e ajustes de modelos de regressdo polinomiais,
comparando a qualidade do ajuste pelo coeficiente R"™2. As analises foram realizadas por
meio do software R Core Team (2023) e o nivel de significAncia considerado foi de 5%.
A analise de alfa-diversidade foi realizada separadamente, com a comparacao
estatistica entre os grupos conduzida por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido do pds-teste de Dunn. Valores de p menores que 0,05 (p < 0,05) foram
considerados estatisticamente significativos.

A andlise de beta-diversidade foi conduzida utilizando o software
MicrobiomeAnalyst 2.0
(https://www.microbiomeanalyst.ca/MicrobiomeAnalyst/home.xhtml). Apés a filtragem,
transformacéo dos dados (total sum scaling - TSS) e rarefacéo, os dados foram analisados
com a ferramenta LEFse, que utiliza distribuicdo ndo paramétrica e o teste de hipéteses
de Kruskal-Wallis. Para avaliar diferencas na composi¢cdo da microbiota entre os
tratamentos, foi utilizada a analise PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis
of Variance), com base na métrica de distancia de Bray-Curtis. Adicionalmente, foi

realizada uma analise de coordenadas principais (PCoA) para explorar as relagdes e
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visualizar padrdes de similaridade ou dissimilaridade entre as amostras. Foram
considerados significativos os valores de p menores que 0,05, enquanto valores de 0,05
< p <£0,1 foram interpretados como tendéncia.

Por fim, os resultados para palatabilidade foram analisados conforme
metodologia descrita por Pires et al. (2020) considerando como significativo o poder de

Teste superior a 0.70.

3. RESULTADOS
3.1. Animais

Durante todo o primeiro experimento, 0s animais apresentaram consumo
alimentar considerado adequado, sem registros de recusa de alimentos, vomitos ou
diarreias, independentemente da dieta oferecida. Além disso, todos os animais
permaneceram saudaveis ao longo do estudo, sem necessidade de exclusfes, € a ingestdo
alimentar foi suficiente para atender as necessidades de manutencdo, sem apresentar

sinais adversos relacionados a saude.

3.2. Experimento 1

O consumo das dietas experimentais foi considerado adequado com media de £
18,0 g de matéria seca/kg®®’. Os resultados para matéria seca fecal, output fecal (Tabela
7) foram menores nos animais que ingeriram a dieta teste contendo a SCP, enquanto para
escore fecal os resultados foram considerados proximos sem alteracdes de acordo com

escala descrita por Carciofi et al. (2009).

Tabela 7. Consumo e caracteristicas fecais do experimento 1.

Tratamento
Item Controle Teste EPM!
Consumo MS (g/kg®®7) 18,46 17,57 -
Caracteristicas fecais
Matéria seca fecal (%) 36,99 32,18 3,110
Escore fecal 3,75 3,90 0,322
Output fecal na MS (g/kg PM/dia) 2,82 3,30 0,165

'EPM — Erro padréo da média.

Na Tabela 8, os coeficientes de digestibilidade aparente do ingrediente sdo
apresentados.

59



Tabela 8. Coeficiente de digestibilidade aparente e energia metabolizavel do ingrediente.

Item Pekilo® EPM?
Matéria seca (%) 76,43 2,747
Proteina bruta (%) 75,74 1,072
Matéria orgénica (%) 69,27 2,283
Extrato etéreo (%) 107,10 7,662
Energia bruta (%) 65,24 2,166
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2882,89 0,141

'EPM - Erro padrédo da média.

3.3. Experimento 2

De acordo com a Tabela 9, para matéria seca fecal ocorreu a reducdo da matéria

seca fecal com a inclusdo do ingrediente, entretanto, ndo houve diferenca significativa (p

> 0,05) entre os tratamentos. Ja para output fecal, houve diferenca significativa, sendo

possivel observar que as inclusbes de 8 e 16% aumentaram a producdo fecal em

comparacgéo aos demais (p < 0,05). Para medidas de pH fecal e escore fecal ndo houve

diferenca significativa.

Tabela 9. Caracteristicas fecais, coeficiente de digestibilidade aparente e energia metabolizavel
de gatos alimentados com niveis crescentes de Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

Tratamento
ltem Controle 4% 8% 16% EPM! vel?lor
Consumo MS (g/kg®”) 16,83 16,93 17,05 16,73  0,5840 0,9492
Caracteristicas fecais
Matéria seca fecal (%) 33,66 33,15 32,88 31,75 06611 0,6338
Escore fecal 3,72 3,78 3,78 4,14  0,1025 0,1873
Output fecal na MS
(9/kg®®"/dia) 2,50° 2,32° 2,75% 3,10° 0,1113 0,0059
pH fecal 5,91 5,74 5,76 581  0,0477 0,6040
Coeficiente de digestibilidade aparente (%)
Matéria seca (%) 85,12° 86,58 83,81  81,52° 0,6134 0,0034
Proteina bruta (%) 84,86  86,13*  83,17%  82,04° 0,6452 0,0333
Matéria Organica (%) 86,77¢ 88,07  8551® 8398 05781 0,0055
Matéria Mineral (%) 59,278 62,93*  56,28°  47,65° 11,4266 0,0001
Extrato Etéreo (%) 90,59® 91,78  8865°  88,65° 0,4349 0,0105
Energia bruta (%) 86,78 87,94 8527  8353" 10,6081 0,0095
Energia metabolizavel
(kcal/kg) 4102,95® 4177,37* 4019,75® 3953,86° 0,0283 0,0071
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a,b = médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem estatisticamente entre si (P<0,05) na mesma
linha.
'EPM - Erro padrio da média.

Ainda na Tabela 9, o tratamento controle (0% inclusdo) e com 4% obtiveram
valores estatisticamente semelhantes para a maioria dos coeficientes avaliados. A partir
da inclusdo de 8% da SCP foram limitrofes na reducéo dos coeficientes de digestibilidade,

enquanto 16% reduziram o CDA e aumentaram a producéo fecal (p < 0,05).

Tabela 10. Produtos de fermentacéo em gatos alimentados com niveis crescentes de Pekilo®
(0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

Tratamento
Item (mmol/kg de MS) Controle 4% 8% 16% EPM'  valor
Ambnia 405,42 368,90 344,32 379,99 17,8315 0,1991
Acidos graxos de cadeia curta
Acido acético 405,42 368,90 344,32 379,99 17,8315 0,4559
Acido propiénico 106,98 112,57 112,18 134,05 6,9102 0,1919
Acido butirico 91,98 8554 84,29 81,49 8,1459 0,9579
AGCC? 604,39 567,01 540,80 59553 25,7528 0,6777
Acidos graxos de cadeia ramificada
Acido isobutirico 19,74 19,30 19,08 19,43 0,4596 0,9447
Acido isovalérico 20,64 20,30 20,06 19555 0,4914 10,7761
Acido valérico 43,44 4299 4547 46,88 1,9622 0,8662
AGCR?® 83,83 8259 8461 8586 2,7559 0,9744
Aminas biogénicas
Serotonina 11,56 11,60 11,39 1151 0,2899 10,9940
Tiramina 66,87 99,27 71,83 88,96 15,8392 0,873l
Spermidina 77,98 83,11 11849 103,96 7,9585 10,0870
Cadaverina 819,80 841,35 766,73 789,09 36,8385 0,9129
Histamina 57,84 4578 4568 57,86 3,4471 0,2602
Putrescina 1302,56 1314,49 1077,19 1331,81 120,8799 0,8805
Spermina 31,92 3324 3292 30,63 08750 0,6005

Aminas biogénicas totais 2368,53 2428,84 2124,23 2413,83 159,8892 0,9178
'EPM - Erro padrio da média.
2AGCC - Acidos graxos de cadeia curta
$AGCCR — Acidos graxos de cadeia ramificada

De acordo com a tabela 10, os resultados para os produtos de fermentagéo:
amonia, acidos graxos de cadeia curta e cadeia ramificada, aminas biogénicas nao
obtiveram diferenca significativa (p > 0,05) entre os tratamentos e as respetivas inclusoes

avaliadas. Apenas para spermidina ocorreu uma tendéncia para diferenca estatistica (p-
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Figura 5. Alfa-diversidade estimada pelos parametros Chaol (A), ASVs Observadas (B), indice
de Fisher (C), Indice de Simpson (D), Shannon (E) e Evenness Pielou (F) da microbiota
intestinal de gatos submetidos a dietas com diferentes niveis de Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%).

Os resultados obtidos na analise de alfa-diversidade (Figura 5) mostram que 0s
indices de riqueza Chaol, ASVs (Amplicon Sequence Variants) e Fisher revelaram
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os tratamentos com incluséo de
8% de Pekilo® em comparacgédo ao tratamento controle (0% de inclusdo), promovendo
maior diversidade microbiana. Por outro lado, os indices de uniformidade e equitabilidade
(Simpson, Shannon e Pielou) ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) entre

0s tratamentos.
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Figura 6. Andlise de beta-diversidade (PCoA) para microbiota intestinal de gatos submetidos a
dietas com diferentes niveis de Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%).

Com base nos resultados apresentados na Figura 6, para a analise de beta-
diversidade (PCoA), o F-value (1,4772) e o R-squared (0,14099) sugerem alguma
variabilidade explicada pelos tratamentos, tendo os resultados de 16% apresentando
tendéncia nos valor de p (p = 0,088), entretanto o valor de, obtido para a comparagédo
entre os tratamentos com diferentes niveis de inclusdo (0%, 4%, 8% e 16%), indica que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) na composi¢cdo da

microbiota avaliada.
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Figura 7. Distribuicdo da abundancia relativa (%) dos principais filos bacterianos na microbiota
intestinal de gatos submetidos a diferentes tratamentos com niveis crescentes de inclusdo de
Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

No total, foram identificados 8 filos, 43 familias e a cerca de 91 géneros
diferentes nos tratamentos com diferentes niveis de inclusdo de Pekilo® (0%, 4%, 8% e
16%). Na analise da microbiota, considerando a abundancia relativa de filos, familias e
espécies, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre
os tratamentos avaliados. A frequéncia relativa dos filos, familia espécie de cada

tratamento esta ilustrada na Figura 7, 8 e 9 respetivamente.
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Figura 8. Distribui¢do da abundancia relativa (%) das principais familias na microbiota
intestinal de gatos submetidos a diferentes tratamentos com niveis crescentes de inclusdo de
Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

N ] ] [ ]
g 75% B —
[
=
K
L
< 50%
8 —)
. m B B
Z . - -
0% ] . I —
0% 4% 8% 16%
Tratamentos
m Bifidobacterium Collinsella m Gemmiger m Ligilactobacillus
B Megasphaera B Prevotella = Ruminococcus B m Desconhecidas
B Blautia Clostridium m Outros

Figura 9. Distribuicdo da abundancia relativa (%) das principais espécies na microbiota
intestinal de gatos submetidos a diferentes tratamentos com niveis crescentes de incluséo de
Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.
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As tabelas contendo as médias de abundancia relativa de filo, familia e espécie

estdo disponibilizadas no apéndice.

Tabela 11. Razdo de ingestdo das dietas, Controle, 8% e 16% de inclusdo do ingrediente.

Poder do
Desafio RIA RIB DP! N2 Teste
Controle x 8% 0,63 0,37 0,24 23 0,99
Controle x 16% 0,66 0,34 0,29 23 0,99
8% x 16% 0,58 0,42 0,22 23 0,91

!DP = Desvio padrio das médias.
2N = Nlmero de animais por desafio.

De acordo com a Tabela 11, houve diferenca estatisticamente significativa para a
razdo de ingestdo entre todos os desafios Controle x 8%, Controle x 16% e 8% x 16% de
acordo com o poder do teste (Poder do teste > 0,7).

4. DISCUSSAO

Quando um ingrediente ou matéria-prima desperta interesse para a produgéo de
racOes em determinada espécie, 0s primeiros aspectos avaliados sdo a seguranca do
alimento, aceitagdo pelo animal e digestibilidade/aproveitamento dos nutrientes. Essa
avaliacdo é fundamental para determinar o potencial do ingrediente na formulacdo de
dietas adequadas (CARCIOFI, 2019 apud CHO, 1987).

O método de substituicdo € utilizado para avaliar a digestibilidade de um
ingrediente. Esse método foi adaptado para cdes e gatos, utilizando dietas extrusadas,
desde o inicio do século XXI (KENDALL & HOLME, 1982; NEIRINCK et al., 1991), e
tem auxiliado de forma significativa na escolha dos ingredientes para a formulacao de Pet
food, quando se busca produzir alimentos de alta digestibilidade para minimizar as
excrecdes fecais. O método consiste em empregar duas dietas: uma dieta basal balanceada
para a espécie em estudo e outra que substitui, de forma parcial ou total, o ingrediente de
interesse nas formulacGes comparativas (SAKOMURA & ROSTAGNO, 2016;
CARCIOFI, 2019).

Os valores de digestibilidade da matéria seca (74,43%) e matéria organica
(69,27%) foram considerados menores quando comparados a outras fontes proteicas
convencionais, como farelo de glaten de milho 60% (86,6% MS e 88,3% MO) e soja
micronizada (85,4% MS e 88,1% MO). Contudo, esses valores aproximaram-se de
ingredientes como farinha de visceras de frango (74,4% MS) e farelo de soja (64,4% MS
e 67,2% MO) (CARCIOFI, 2008). A menor digestibilidade aparente da MS do
ingrediente pode estar relacionada ao teor de componentes de parede celular, tais como
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hemicelulose (23-27%), celulose (7-8,5%) e lignina (4,5-4,8%), além de hexosaminas,
que incluem estruturas de quitina e glicoproteinas (SALO, 1977). Esses polissacarideos
estruturais apresentam baixa solubilidade, dificultando a digestdo enzimaética direta e
exigindo a acdo de microrganismos digestivos para a degradacao (SALO, 1977).

Se por um lado, estes componentes comprometem a digestibilidade, por outro,
podem contribuir com a modulacdo da microbiota intestinal e resposta imunologica, pois
este ingrediente possui entre 10-15% de beta-glucanas, os quais tém demonstrado efeitos
benéficos nestes parametros em cdes (FERREIRA et al., 2018: KILBURN-KAPPELER
et al., 2023b) e gatos (DE OLIVEIRA MATHEUS et al., 2021).

O coeficiente de digestibilidade aparente da proteina (CDAPB) de Pekilo®
apresentou a média de 75,74%, também considerado baixo para uma fonte proteica,
especialmente em comparagdo com fontes convencionais, como farinha de carne e 0sso,

farelo de soja e visceras de frango. Essa limitagdo pode ser explicada pelos altos teores
de fibra bruta do ingrediente, predominantemente insolUveis, que podem reduzir a
digestibilidade da proteina. A biomassa de P. variotti € caracterizada por possuir elevados
niveis de parede celular, que sdo indigeriveis para monogastricos e podem dificultar a
liberacdo e o aproveitamento da proteina (NASSERI et al., 2011; RITALA et al., 2017).

O coeficiente de digestibilidade aparente do extrato etéreo (CDAEE) apresentou

resultados elevados para ingredientes semelhantes, alcangando 107%, enquanto a maioria
das fontes proteicas utilizadas para gatos apresenta valores médios de aproximadamente
82% (CARCIOFI, 2008). Uma possivel explicacdo para essa alta digestibilidade € o baixo
teor de gordura do ingrediente, que gira proximo de 5% na matéria seca, contribuindo
para maior eficiéncia digestiva. Em funcdo do baixo teor de gordura, este ingrediente
contribui com a formulacdo de alimentos quando o intuito é elevar a fibra e proteina, sem
aumentar a densidade energética, tais como alimentos hipocal6ricos ou light.

Para Aldrich e Koppel (2015) “Palatabilidade ¢ a medida de ingestdo de um
alimento que indica aceitagdo ou a medida de preferéncia de um alimento em relacdo a
outro”. Ou seja, se aquele alimento/ingrediente € aceito numa dieta e/ou a preferéncia em
reagao a outro.

Quando o novo ingrediente é testado para a alimentagdo animal (especificamente
caes e gatos), € necessario saber se sua aceitacdo em uma dieta serd adequada. Os
resultados de palatabilidade obtidos neste estudo indicaram a preferéncia dos animais
para dietas que ndo contém o ingrediente (dieta controle) ou que possua inclusdes

menores (no caso de 8%) em comparacao com desafios com inclusdes maiores, ainda que
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0 consumo durante os dois experimentos tenha sido satisfatorio.

A auséncia de estudos com o ingrediente dificulta a compreensdo dos resultados
de palatabilidade. Todavia, em estudos primordiais envolvendo a inclusdo da proteina de
Pekilo® em alimentos para consumo humano (KOIVURINTA et al., 1979;
KOIVURINTA et al., 1980) foi observado que os tratamentos que possuiam o ingrediente
eram destacados por possuir um aroma e gosto caracteristico (mild taste) mesmo em
inclusbes mais baixas, 0 que pode ser considerado um aspecto negativo.

Levando em consideracéo a sensibilidade dos felinos, perceberam a presenca no
novo ingrediente menos palatavel. Um outro fator a ser considerado é o fato de os gatos
serem considerados neof6bicos, possuindo rejeicdo a alimentos que ndo foram
apresentados anteriormente, tendo maior aptiddo por dietas com ingredientes proteicos
convencionais (BRADSHAW et al., 2000; PEKEL et al., 2020).

No entanto, embora a preferéncia tenha sido pelo alimento controle em relacao
as dietas com 8 ou 16% de incluséo de SCP nos ensaios de palatabilidade, no experimento
2, no qual este ingrediente foi incluido até 16% na dieta, foi possivel verificar que o
consumo de MS e caldrico dos animais foi total em relagéo ao oferecido, demonstrando
que este ingrediente é bem aceito pelos gatos, podendo ser utilizado até estes niveis sem
restricdes nas dietas.

A composicdo da biomassa proteica de cada SCP depende do microrganismo e
do substrato que é utilizado na producdo, podendo ter resultados de aceitacdo e
palatabilidade diferentes. Em um estudo com biomassa de Candida utilis (Torula) como
fonte proteica para gatos, observou-se que as dietas contendo a levedura de torula foram
preferidas em relacdo a farinha de visceras de frango e a proteina de ervilha. De acordo
com os autores a preferéncia pode estar associada a um sabor mais atrativo do produto a
base de torula (HOLT & ALDRICH, 2022).

Davenport et al. (2023) investigaram o uso da levedura de Saccharomyces
cerevisiae seca como fonte proteica em dietas extrusadas para cdes e gatos. Quanto a
palatabilidade, foi observado que as dietas contendo a levedura apresentaram um
consumo significativamente maior em gatos (p<0,001) e igual ou ligeiramente maior em
caes.

Ambas as leveduras mencionadas acima possuem caracteristicas distintas de
composicao de fungos filamentos. A biomassa do P.variotti € conhecida por conter altos
niveis de p-glucanos (10-20%). As paredes celulares desses organismos podem

influenciar negativamente a digestibilidade, a liberacdo de proteinas nas dietas e,
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consequentemente, a palatabilidade dos alimentos (NASSERI et al., 2011). Em um estudo
realizado por Soares et al. (2023), foi avaliada, entre outros parametros, a palatabilidade
de dietas contendo misturas de parede celular de leveduras suplementadas com 6leos
essenciais de orégano a niveis de 1,5 e 3,0 kg/ton (denominadas 1.5YCO e 3.0YCO).
Como resultado, a dieta controle mostrou melhor desempenho em comparacdo as dietas
1.5YCO e 3.0YCO, e a dieta com menor inclusdo (1.5YCO) e em comparacdo com a
maior (3.0YCO).

A avaliacdo das caracteristicas fecais dos animais quando utilizados ingredientes
novos é de grande importancia para a nutricdo. Caracteristicas como consisténcia, odor,
cor séo indicativos de qualidade das dietas e do ingrediente, como indicios de problemas
com relaco ao trato gastrointestinal (FELIX et al., 2009).

N&o foi constatado diferenca significativa nas caracteristicas de matéria seca
fecal e escore fecal (p > 0,05) com inclusdes de até 16% da proteina de Pekilo®. A matéria
seca fecal permaneceu com valores perto de 32,86% + 0,6611, enquanto o escore fecal
apresentou valor de 3,86+ 0,1025, considerados adequados (CARCIOFI et al., 2008),
demonstrando que a inclusdo do ingrediente ndo teve impacto negativo na consisténcia
das fezes.

Resultado semelhante ao encontrado por Davenport et al. (2023) que néo
evidenciou alteragdo significativa no escore fecal com adicdo de 10% da levedura
Saccharomyces cerevisiae em compara¢ao com uma dieta basal para gatos. Isso pode ter
acontecido por conta da baixa fermentabilidade das fontes proteicas, por consequéncia
suas inclusdes ndo afetaram a microbiota e os produtos de fermentacdo do trato
gastrointestinal, ndo alterando a matéria seca ou escore fecal dos animais.

Em contraste, Martins et al. (2014), avaliaram a inclusdo de levedura de cana-
de-acgucar integral (ISCY), observou-se impacto negativo na matéria seca e no escore
fecal, provavelmente devido a fermentacdo da parede celular rica em polissacarideos no
intestino grosso, resultando em maior producdo de acidos graxos de cadeia curta e
aumento do teor de agua nas fezes (HARRIS et al., 2021).

Outros estudos com S. cerevisiae, utilizando a parede celular, componente
abundante na biomassa de fungos e leveduras, constatam que a utilizacdo em até 0,65%
na matéria seca da dieta ndo altera o escore fecal (MIDDELBOS et al., 2007; DE
OLIVEIRA MATHEUS et al., 2021). Para ambos, os estudos podem ser avaliado como
uma caracteristica positiva, indicando que os animais toleram a incluséo de pelo menos

16% do ingrediente em dietas sem alterar as caracteristicas fecais.
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Para o pH fecal também nédo ocorreu diferenca estatistica com as inclusdes até
16% da proteina de Pekilo®, mantendo um pH médio de 5,81 + 0,0477. Em comparacao
com outros estudos que avaliaram o pH fecal em gatos é possivel observar valores
préximos ao encontrados no experimento, variando entre 5,75 e 6,0 em dietas controle
(HOLT & ALDRICH, 2022; KILBURN-KAPPELER et al., 2023a).

Nos trabalhos de Santos et al. (2018) e de Oliveira Matheus et al. (2021) néo foi
constatado diferenca estatistica significativa no pH com as inclusbes de até 0,6% de
parede celular de leveduras em comparacdo com as dietas controle, tendo pouca
capacidade fermentativa.

Ao contrdrio do que foi observado, Urrego et al. (2017), avaliaram a
fermentabilidade de diferentes fontes de proteinas (farinha de aves; glaten de trigo;
proteina hidrolisada) de forma individual ou juntas na mesma dieta. A dieta que incluiu
as trés fontes proteicas teve pH e escore fecal mais baixos, em comparacdo com as
demais, destacando que as de diferentes fontes proteicas podem alterar as caracteristicas
fecais.

Uma das hipéteses para os valores de pH encontrados no estudo esta relacionada
as concentragdes de produtos de fermentagdo como o &cido latico e AGCC. O butirato,
acetato, propionato e acido latico produzidos pela fermentacéo dos carboidratos no colon
séo os principais fatores que diminuem o pH das fezes (BINDER, 2010).

Os resultados para producdo fecal (fecal output) foram maiores em dietas
contendo 16 e 8% (p < 0,05), indicando que incluséo do ingrediente tem impacto na
producéo de fezes nos animais. Uma das hipdteses levantadas para estes resultados sao
os niveis de fibra insolGvel presentes na proteina microbiana, que ndo sdo absorvidas e
por consequéncia aumentam a quantidade de fezes.

Kilburn-Kappeler et al. (2023a) relataram produgéo fecal mais alta na utilizagéo
de DDGS (Dried Distillers Grains with Solubles) com levedura seca de cervejaria em
comparagdo com a dieta controle, proteina fermentada de milho e levedura seca de cerveja
em dietas para gatos, de acordo com os autores isto pode ter ocorrido pelo tratamento
com DDGS possuir maior proporcédo de fibras insoluveis.

Os resultados diferem de alguns trabalhos na literatura. Kaelle et al. (2023) ndo
constataram diferenca na producéo fecal utilizando niveis crescentes de DDGS em dieta
para cdes saudaveis. Holt e Aldrich (2022), obtiveram resultados de producéo fecal
proximos a outras proteinas convencionais quando utilizaram a biomassa de Candida

utilis (Torula) na dieta de gatos.
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Outra hipétese levantada esta relacionada as caracteristicas do ingrediente.
Estudos anteriores destacaram a capacidade da proteina de Pekilo® de reter agua em
produtos alimenticios, contribuindo para a manutencdo da umidade e consisténcia dos
alimentos (KOIVURINTA et al., 1979; KOIVURINTA et al., 1980). Essa propriedade
pode impactar a umidade das fezes em maiores inclusdes na dieta, aumentando
consequentemente a producdo fecal. Esse efeito foi observado no estudo de Holt e Aldrich
(2022) em dietas para gatos contendo farelo de soja e proteina de ervilha.

Neste experimento, foi observada uma diferenca significativa (p < 0,05) em
todos os coeficientes de digestibilidade aparente avaliados (CDAMS, CDAMO,
CDAMM, CDAPB, CDAEEHA, CDAEB) e energia metabolizivel. A dieta controle e
4% de inclusdo de SCP apresentaram coeficientes préximo, sem impactar negativa na
digestibilidade da ragdo. A partir da inclusdo de 8% da SCP foram limitrofes na redugéo
dos coeficientes de digestibilidade, enquanto 16% reduziram o CDA. Os resultados
obtidos corroboram com o experimento de Hooft et al. (2024), em que ocorreu redugéo
linear nos coeficientes de digestibilidade da proteina e energia bruta com niveis de
inclusdo crescentes em ragdes para salmao do atlantico em agua doce.

A quantidade de fibras estruturais ndo fermentaveis na biomassa das SCPs pode
ter influenciado na digestibilidade dos nutrientes. Em um experimento envolvendo a
utilizagdo da levedura de torula (C.utilis) em ragdes para gatos, também obteve menor
CDA para matéria seca, matéria organica, proteina bruta, gordura e energia bruta em
comparacdo com outras fontes proteicas, em principal, fontes de proteina animal (HOLT
& ALDRICH, 2022).

O estudo de Kilburn-Kappeler et al. (2023) corrobora com essa observacao,
relatando digestibilidade reduzida para todos os nutrientes em ragdes contendo proteina
fermentada de milho (PFM) e DDGS (Dried Distillers Grains with Solubles) com
levedura seca de cervejaria (BDY)), em comparagdo com a dieta controle. Os valores de
fibra dietética total e insoltvel foram de 15,05% e 12,40% para PFM e 18,46% e 14,34%
para DDGS+BDY, respectivamente, enquanto na dieta controle os valores eram de 13%
e 10%, evidenciando o impacto do maior teor de fibra na digestibilidade dos nutrientes.

No entanto, no estudo de Davenport et al. (2023) ndo constatou diferenca nos
coeficientes de digestibilidade aparente da dieta contendo Saccharomyces cerevisiae em
comparacdo com a dieta controle. A diferenca na composicdo da biomassa de fungos
filamentosos e leveduras pode elucidar a diferenca entre as os parametros de
digestibilidade.
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Os resultados indicam que, embora a digestibilidade do ingrediente seja inferior
a fontes convencionais, os efeitos de reducdo da digestibilidade s6 foram observados a
partir de 8% de inclusdo nas dietas. Além disso, as dietas com 4, 8 e 16% do ingrediente
apresentaram coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) acima de 80% para 0s
principais nutrientes, exceto para a matéria mineral, demonstrando que, até 8%, a inclusdo
ndo compromete a digestibilidade e pode ser viavel, especialmente se houver beneficios
como custo acessivel e funcionalidades desejaveis.

Os metabdlitos de fermentacdo microbiana desempenham papel essencial na
relacdo entre a microbiota gastrointestinal e a salde do hospedeiro, sendo diretamente
influenciados pela composicdo da dieta (CELI et al., 2019). Compostos como acetato,
propionato e butirato, sdo produtos principais da fermentacdo bacteriana de fibras e
proteinas ndo digeriveis, promovendo beneficios multifuncionais, incluindo efeitos
imunomoduladores, regulacdo da motilidade intestinal e protegdo contra patdgenos
sensiveis ao pH acido (BINDER, 2010; MINAMOTO et al, 2019). Entretanto, no
presente estudo, as concentracdes de acidos graxos de cadeia curta ndo foram afetadas
pela incluséo de até 16% do ingrediente na dieta (p > 0,05).

Uma das possiveis explicagGes para este resultado € que a maior parte dos AGCC
sdo rapidamente absorvidos no limen intestinal. Sendo assim, as concentragdes obtidas
nas fezes podem subestimar a real producao desses metabdlitos e o efeito do ingrediente
(VON ENGELHARDT, 1995; STROMPFOVA, et al., 2017).

Uma segunda hipdtese para os resultados obtidos no estudo esta nos baixos
teores de carboidratos fermentaveis presente no ingrediente e capacidade fermentativa
para 0s microrganismos do TGI, uma vez que as fontes ou teores desses carboidratos
podem influenciar diretamente a producdo de AGCC (HARRIS et al., 2021). Nesse
sentido, no trabalho de Kaelle et al. (2023), a incluséo crescente de HPDDGS (High
Protein Dried Distillers Grains with Solubles), ndo afetou a digestibilidade e os produtos
de fermentacdo avaliados, provavelmente ocasionado pelo menor contetdo de fibra
fermentdvel para os microrganismos em comparagdo com o DDGS.

Em contraste com os resultados apresentados nesta dissertagdo, o estudo de
Reilly et al. (2021) relatou que tratamentos contendo leguminosas e levedura como
principais fontes proteicas apresentaram maiores concentracbes de AGCC em
comparacéo ao tratamento controle. Além disso, as concentracdes de AGCR foram mais
elevadas no tratamento com levedura, sugerindo que diferente da SCP em estudo, a

composicao estrutural da levedura intensificou tanto a fermentacéo sacarolitica quanto a
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proteolitica no colon.

Outros produtos de fermentagdo, como amodnia, aminas biogénicas e
aminoacidos de cadeia ramificada (AGCR) sdo compostos gerados a partir da degradacao
de proteinas que ndo foram absorvidas e chegam ao célon. Esses metabdlitos sdo
conhecidos pela toxicidade, interferindo na homeostase e comprometendo a
funcionalidade intestinal (CELI et al., 2019). Neste presente trabalho ndo foram
encontradas diferenca estatistica significativas para estes produtos fermentativos com as
inclusdes de 4, 8 e 16% do ingrediente proteico na dieta.

Os resultados obtidos no estudo foram semelhantes aos de Kilburn-Kappeler et
al. (2023a), que avaliaram dietas contendo proteina fermentada de milho (PFM) e DDGS
(Dried Distillers Grains with Solubles) com levedura seca de cervejaria (BDY). Esses
estudos sugerem que a baixa fermentacdo observada pode estar relacionada ao alto teor
de fibras indigeriveis presentes no ingrediente. Essas que podem interagir com proteinas,
reduzindo a disponibilidade para fermentacdo pelas bactérias do trato gastrointestinal
(TGI).

Uma outra possibilidade esta relacionada a elevada digestibilidade das fontes
proteicas e das dietas, gerando menor fluxo de proteinas ndo digeridas no intestino grosso
limitando a disponibilidade de substrato para as bactérias do TGl (ADEDAYO et al.,
2011; URREGO et al., 2017).

Por outro lado, dietas com alto teor de proteinas, mesmo quando altamente
digestiveis, podem exceder a capacidade do trato gastrointestinal de digerir e absorver
todos os nutrientes, permitindo que uma quantidade significativa de proteinas alcance o
intestino, tornando disponivel para fermentacBes proteoliticas (NERY et al., 2012;
PINNA et al., 2018).

Em um estudo de Pinna et al. (2018) avaliaram a influéncia das inclusdes de
baixa e alta proteina com e sem inclusdo de frutrooligossacarideo (FOS) nos produtos de
fermentagdo em cées. Os resultados indicaram que existe relagdo direta entre o teor de
proteina da dieta e quantidade de aménia nas fezes, porem a mesma correlagdo ndo
ocorreu com os demais produtos de fermentacdo avaliados.

Uma das possibilidades para a pouca variagdo nos produtos de fermentacao
apresentados neste estudo, pode estar relacionada a teor de fibras insoliveis nédo
fermentaveis e o contetido da parede celular do ingrediente. A parede celular de leveduras
e fungos, possuem componentes funcionais como a presenca de betaglucanas,
mananoligossacarideos (MOS) (SANTOS et al., 2018; OLIVEIRA MATHEUS et al.,
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2021). Entretanto, pode apresentar componentes estruturais que se ndo forem processados
de forma adequada, resistem a acdo enzimatica no trato digestivo e pode afetar a
disponibilidade de macronutrientes para fermentagéo no intestino grosso (ADEDAYO et
al., 2011; RITALA etal., 2017).

A microbiota intestinal € composta por uma diversidade complexa de
microrganismos, incluindo bactérias, archea, fungos, protozoarios e virus, que habitam o
trato gastrointestinal de mamiferos (SUCHODOLSKI, 2011). Dentre esses, as bactérias
(Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes) representam a
maior parcela, correspondendo a cerca de 98% do sequenciamento metagendmico de
amostras fecais em cées e gatos de individuos saudaveis (TUN et al., 2012)

A dieta desempenha papel crucial na salde gastrointestinal, moldando a
microbiota fecal e influenciando a producdo de metabdlitos, como os acidos graxos de
cadeia curta, essenciais para a integridade intestinal. Alteracbes nos macronutrientes,
especialmente proteinas e fibras, impactam a composicdo microbiana e 0 metabolismo
fecal em gatos (BARKO et al., 2018; PILLA & SUCHODOLSKI, 2021).

A alfa-diversidade representa o nimero e a abundancia de espéecies encontradas
em uma amostra ou local especifico, ou seja; a riqueza e a diversidade de uma amostra
(SUCHODOLSKI, 2021). Os resultados obtidos pelos indices Chaol, ASVs Observadas
e Fisher indicam que a inclusdo de 8% de na dieta pode ter promovido um efeito seletivo
positivo sobre determinados grupos bacterianos, resultando em maior riqueza microbiana.
Essa maior riqueza pode ser atribuida a presencga de B-glucanas e outros polissacarideos
presentes na biomassa de P.variotii que atuam como substratos fermentaveis para a
microbiota intestinal (RITALA et al., 2017, HOLT & ALDRICH, 2022). Entretanto, os
resultados obtidos acerca dos produtos de fermentacdo acabam por ndo reforcar esta
hipotese, pois ndo ocorreu aumento na fermentacdo microbiana/ produtos de fermentagédo
com a incluséo nos tratamentos avaliados.

Apesar do aumento na riqueza, a auséncia de mudangas significativas nos indices
de uniformidade e equitabilidade (Simpson, Shannon e Pielou) sugere que a inclusdo do
ingrediente ndo provocou alteracdo consideravel na estrutura da microbiota, mantendo a
funcionalidade basal e distribuicdo equilibrada das abundéncias relativas entre as
espécies.

A beta-adversidade refere-se a diferenca na composicdo das espécies ou quao
semelhante € uma amostra a outra com base nas taxas presentes (SUCHODOLSKI,

2021). Os resultados para p—adversidade ndo indicaram diferenca estatisticamente
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significativa (p > 0,05), mas sim uma tendéncia (p = 0,088) que a inclusdo do ingrediente
proteico possa ter promovido alteracGes no perfil microbiano, em especifico, a inclusao
16%. Essa tendéncia de alteracdo no perfil da microbiota pode estar relacionada a
particularidades na composicao do ingrediente avaliado pela inclusdo mais alta (16%).
Entretanto, ndo foi comprovada alteracdo na microbiota ou na producdo de produtos de
fermentacdo no experimento in vivo.

Os resultados obtidos s&o consistentes com o estudo de Kilburn-Kappeler et al.
(2024) que avaliou o impacto da proteina fermentada de milho (PFM) na microbiota fecal
de gatos. Para B—adversidade ndo obteve diferenca significativa em comparagdo com as
outras dietas, porém obteve para alfa-diversidade, indicando que ndo impacta fortemente
a beta-diversidade, as fontes proteicas podem influenciar seletivamente populagdes
microbianas especificas, possivelmente pelas diferencas nos substratos disponiveis e as
interacfes com o metabolismo microbiano.

Uma das hipdteses para auséncia de significAncia estatistica poderia estar
relacionada ao periodo curto de adaptagdo a dieta, ja que mudangas na composi¢do
microbiana podem requerer periodos mais longos para se estabilizarem. No experimento,
0 periodo total de adaptacdo da microbiota dos animais com as dietas foi de 20 dias, tempo
similar ou maior que outros autores empregaram (KANAKUPT et al., 2011; BARRY et
al., 2014; GONZALEZ et al., 2023).

Um outro ponto que vale ressaltar € que a diversidade microbiana varia ao longo
do trato intestinal, e gatos apresentam alta variabilidade entre as microbiotas individuais,
podendo ter limitado a deteccdo de mudancas estatisticamente significativas
(SUCHODOLSKI, 2021; SHI et al., 2024).

Com relacéo a predominéncia dos filos, no presente estudo, dos 8 filos avaliados
2 destacaram-se dos demais, tendo o valor somado cerca de 98% da abundancia relativa
presentes nas fezes dos gatos alimentos. Os filos predominantes na microbiota dos
animais foram o Firmicutes (58%), seguido pelo Actinobacteria (40%), e por ultimo
Bactoidetes (2%), as porcentagens dos outros filos foram levadas em consideragao, mas
ndo chegaram a 1% da abundancia relativa.

Foi possivel observar que a abundancia relativa da microbiota dos gatos foi
alterada com as inclusdes avaliadas no experimento. O tratamento controle possuiu 57%
da abundancia do filo Actonbacteria e 42% para Firmicutes, em compara¢do com 0
tratamento com 16% em que ocorreu modificacdo da abundéncia relativa para 74% de

Firmicutes e 24% Actnobacteria. Apesar disso, as inclusdes crescentes do ingrediente ndo
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geraram diferenca estatistica significativa (p > 0,05) na composicao dos filos bacterianos.

A prevaléncia dos filos na microbiota difere dos resultados encontrados na
literatura. Kilburn-Kappeler et al. (2024) obteve resultados diferentes com relagdo a
predominancia dos filos em gatos, e as 3 predominancias principais foram de Firmicutes
(66%), Bacteroidetes (25%) e por ultimo Actinobacteria (8%).

No trabalho Tun et al. (2012) utilizando analise metagen6mica centrada em
genes, a ordem dos filos era disposta por Bacteroidetes (68%), Firmicutes (13%),
Proteobacteria (6%), Actinobacteria (1,2%) e Fusobacteria (0,7%). Ja para o estudo de
Ritchie et al., (2008) os filos mais abundantes seguiam a ordem de Firmicutes,
Protobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria e Actinobacteria.

O filo Firmicutes ¢ o principal filo encontrado na microbiota de gatos, consiste
em uma taxa bastante ampla, abrangendo classes importantes como Bacilli e Clostridia,
que incluem tanto espécies produtoras de AGCC quanto géneros reconhecidos pelos
beneficios ao organismo, como Faecalibacterium, Lactobacillus, Blautia e Turicibacter.
No entanto, também estdo presentes géneros conhecidos pela patogenicidade, como
Streptococcus e Staphylococcus (SUCHODOLSKI, 2021).

Por outro lado, o filo Actinobacteria, mesmo sendo um dos predominantes na
microbiota, normalmente esta posicionado em terceiro ou quarto na abundancia relativa
de felideos. Este filo é tipicamente composto por colonizadores do intestino delgado
(regido do ileo), destacando-se os géneros Bifidobacterium, Atopobium e Collinsella
(RITCHIE et al., 2008; SHI et al., 2024). HOODA et al. (2013) observaram aumento no
filo Actinobacteria em gatos filhotes que foram alimentados com dietas contendo média
proteina e carboidratos em comparacdo com dietas de alta proteina e baixo carboidrato,
destacando que dietas com maiores niveis de carboidratos favorecem o crescimento de
bactérias sacaroliticas deste filo como Bifidobacterium,

Por altimo temos o filo Bacteriodetes com uma prevaléncia de 2% entre os
tratamentos avaliados, é um dos filos mais predominantes no intestino de felinos, junto
ao Firmicutes (RITCHIE et al. 2008; SUCHODOLSKI, 2011). Este filo é conhecido
principalmente pelas bactérias do género Bacteoides e Prevotella, a Gltima sendo uma das
principais bactérias presentes na microbiota dos cdes e gatos, estando associada ao
processo de fermentacdo de carboidratos e fibras para producdo de AGCC e AGCR
(ALESSANDRI et al., 2020).

Dentre as 42 familias avaliadas no estudo, as que possuiram maior destaque em

relacio a abundancia foram: Atopobiaceae (28%), Megasphaeraceae (22%),
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Ruminococcaceae (9%), Peptostreptococcaceae (9%), Bifidobacteriaceae (6%),
Clostridiaceae (5%), Lachnospiraceae (5%).

AlteracGes foram observadas na abundancia relativa das familias
Megasphaeraceae, Ruminococcaceae e Atopobiaceae, que com a inclusdo de 16% da SCP
a familia Megasphaeraceae passou de 10% para 49% em comparacao ao controle. Por
outro lado, a abundancia relativa das familias Ruminococcaceae e Atopobiaceae
apresentou reducéo, passando de 10% para 2% e de 39% para 17%, respectivamente

As familias  Bifidobacteriaceae e  Lactobacillaceae  apresentaram
comportamentos opostos no experimento. A abundéncia relativa de Bifidobacteriaceae
diminuiu com a inclusdo do ingrediente na dieta, enquanto Lactobacillaceae alcangou
maior valor com a inclusdo de 16%. Entretanto, ndo ocorreu diferenca estatistica (p >
0,05) com o controle e as inclus6es de 4, 8 e 16%.

Microrganismos das familias Bifidobacteriaceae e Lactobacillaceae possuem
grande importancia para a satde intestinal. S&o conhecidos pela producéo de &cido latico
que pode servir como substrato para outras bactérias produzirem AGCC, além de ter
funcdo importante na acidificacdo do pH das fezes e controle de bactérias patogénicas.
(BINDER, 2010; BARKO et al., 2018).

Em humanos, a familia Atopobiaceae destaca-se pela resisténcia aos acidos
biliares devido a atividade das enzimas hidrolases de sais biliares (MORINAGA et al.,
2022). Além disso, pesquisas recentes também apontam que a presenca de
microrganismos da familia Atopobiaceae pode contribuir para a protecdo contra
patdgenos multirresistentes e para a modulacdo positiva da microbiota intestinal,
especialmente em resposta ao uso de prebidticos. (DUCARMON et al., 2021; ZHAO et
al., 2022).

As familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae destacam-se pela degradacao
de fibras e polissacarideos complexos, produzindo acidos graxos de cadeia curta, em
principal o butirato, sendo conhecidas como principais produtoras desse acido graxo
essencial para a nutricdo celular do colon (KIM et al.,, 2023). Alteracdes em sua
abundancia podem estar associadas a disturbios inflamatorios intestinais (NAGAO-
KITAMOTO & KAMADA, 2017; MARSILIO etal., 2019).

Em relacdo aos principais géneros avaliados, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos (p > 0,05). No entanto, de acordo com os resultados
apresentados para as familias, 0 género Megasphaera mostrou crescimento na abundancia

relativa com a incluséo de Pekilo®, atingindo maior prevaléncia com 16% de incluséo,
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com valores de 48%. Esse aumento sugere uma resposta adaptativa a possivel incremento
na disponibilidade de substratos especificos que favorecem este género. Em contraste, 0s
géneros Bifidobacterium, Collinsella, Clostridium e Gemmiger apresentaram maiores
valores relativos nas dietas sem adicdo (0%) ou com 4% de inclusdo, enquanto a
abundancia diminuiu em inclusdes mais elevadas (8-16%). Essa reducdo pode indicar
sensibilidade desses géneros a determinados componentes nutricionais presentes no
ingrediente.

Ocorreu diminuicdo semelhante no género Bifidobacterium no trabalho de
Kilburn-Kappeler et al. (2024) avaliando a microbiota de gatos alimentados com dietas
contendo DDGS + levedura e proteina fermentada de milho, indicando que a diminuicéo
deste género pode estar relacionada a similaridade da composicdo dos ingredientes
proteicos.

As bactérias do género Megasphaera possuem grande importancia para a sadude
intestinal. Dentre elas, a espécie Megasphaera elsdenii € conhecida pela capacidade de
utilizar o &cido latico como substrato para a produgdo de butirato, importante para as
funcdes de regeneracdo epitelial e absor¢do de agua e eletrélitos no intestino grosso
(HASHIZUME et al., 2003). Além disso, contribui para a normalizacdo do pH fecal e
pode auxiliar na recuperacdo de dishioses intestinais e condi¢des inflamatdrias,
promovendo melhorias na saude da mucosa e na imunidade local (YOSHIDA et al.,
2009).

As modificacbes que ocorreram com relagdo a abundéncia relativa na
microbiota, podem ter sido influenciadas pelos nutrientes disponibilizados com a inclusao
da proteina avaliada. Apesar disso, a auséncia de significancia estatistica indica que esses
efeitos podem ndo ter sido suficientes para gerar impactos consideraveis no ecossistema

microbiano.
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5. CONCLUSAO

O ingrediente apresentou coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
inferiores aos de fontes proteicas convencionais. No estudo de dose-resposta, a inclusdo
de até 4% ndo alterou os CDA, e a partir deste nivel sdo observadas modificacdes na
digestibilidade e producéo fecal. Nao foram observadas alteracdes nos metabdlitos fecais,
pH ou microbiota fecal, embora tenha havido alteracdo na alfa-diversidade com incluséo
de 8%. Além disso, os gatos demonstraram preferéncia por dietas sem o ingrediente ou
com menores niveis de inclusdo, em compara¢do com niveis mais elevados. Pode-se
concluir que a SCP é uma fonte proteica viavel para uso em dietas de gatos, mantendo
boa aceitacdo e sem efeitos indesejaveis sobre a qualidade fecal, sendo sua inclusdo
determinada pelas caracteristicas do alimento formulado, pelo custo e por aspectos

relacionados a sustentabilidade.
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7. CONSIDERAGCOES FINAIS

As inclusbes do ingrediente ndo alteraram as concentragdes de metabdlitos
fecais nem o pH fecal durante o experimento. Uma das possiveis explicacdes para esse
resultado esta na composicéo da fibra presente no ingrediente, que inclui fibras insoluveis
e componentes da parede celular. Esses elementos podem dificultar a fermentacdo
microbiana e aumentar a producdo fecal. Em estudos futuros, a separacdo desses
componentes do ingrediente pode resultar em um produto com maior digestibilidade e
caracteristicas que favorecam a fermentagdo microbiana.

Com relagdo a microbiota intestinal, a inclusdo do ingrediente em 8% promoveu
maior diversidade alfa nos componentes Chaol e Fisher. Entretanto, esse efeito ndo foi
observado nos indices Simpson, Shannon e Pielou, assim como na beta-diversidade e na
abundancia dos taxons. Esses achados sugerem que a proteina unicelular (SCP) tem
potencial para modular a microbiota intestinal, porém, nos niveis testados, a inclusdo ndo
foi suficiente para gerar diferencas estatisticamente significativas.

A digestibilidade do ingrediente avaliado foi inferior a outras fontes
convencionais para a maioria dos nutrientes, especialmente no que se refere a proteina
bruta (PB). No entanto, quando incluido nas dietas, até 4% obteve resultados semelhantes
a dieta controle, apenas obtendo impacto negativos sobre a digestibilidade a partir de
niveis superiores a 8%. Isso sugere que, caso o ingrediente apresente fatores favoraveis a
sua inclusdo em formulagdes, como custo acessivel e funcionalidades desejaveis, sua
utilizacdo em até 8% pode ser viavel sem comprometer a digestibilidade.

Além disso, a digestibilidade da matéria seca da dieta controle foi considerada
elevada e compativel com um alimento de alto padréo para gatos, reforcando que, mesmo
nesses alimentos, a inclusdo de proteinas unicelulares (SCP) em até 8% pode ser uma
estratégia viavel.

Considerando o elevado teor de beta-glucanas neste ingrediente, estudos futuros,
sobre a funcionalidade na resposta imunoldgica dos animais, sdo recomendados. Da
mesma forma, a determinacdo na pegada ambiental da producéo deste ingrediente, torna-
se fundamental, visando contribuir na escolha de formuladores de Pet food, os quais
consideram os aspectos de seguranca do alimento, nutricionais, funcionais e ambientais

ao escolher os ingredientes para as formulagdes.
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8. APENDICES

Tabela 12A. Abundancia relativa dos principais filos bacterianos em amostras fecais de gatos
alimentados com niveis crescentes de inclusdo de Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

Filo (%) Controle 4% 8% 16% p-valor FDR*
Actinobacteriota 56,64 37,99 40,73 24,14  0,1360 0,3998
Asgardarchaeota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,9097 0,9232
Bacteroidota 1,22 2,03 4,62 1,03 0,5814 0,7701
Campylobacterota 0,02 0,03 0,06 0,00 0,1432  0,3998
Desulfobacterota 0,02 0,00 0,01 0,00 0,6300 0,7701
Firmicutes 2,06 4,14 4,75 7,05 0,2921 0,5355
Firmicutes A 27,53 39,44 34,30 13,73  0,1693 0,3998
Firmicutes B 0,06 0,03 0,03 0,01 0,1817 0,3998
Firmicutes C 11,95 16,01 15,23 53,67 0,750 0,3998
Fusobacteriota 0,02 0,03 0,02 0,02 0,9232  0,9232
Proteobacteria 0,48 0,30 0,25 0,34 0,5009 0,7701

“FDR — False discovery rate

Tabela 13A. Abundéncia relativa das principais familias bacterianas em amostras fecais de
gatos alimentados com niveis crescentes de inclusdo de Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

*

Familia (%) Controle 4% 8% 16%  p-valor FDR
Acidaminococcaceae 0.08 0.22 0.09 0.33 0.2768 0.5733
Actinomycetaceae 0.01 0.01 0.00 0.01 0.4539 0.6983
Acutalibacteraceae 0.07 0.31 0.13 0.02 0.1184 0.5712
Anaerovoracaceae 0.03 0.01 0.01 0.00 0.1000 0.5712
Atopobiaceae 39.24 25.31 29.34 16.65 0.4569 0.6983
Bacillaceae G 0.01 0.01 0.01 0.00 0.7397 0.8136
Bacteroidaceae 1.19 1.93 450 1.03 0.6458 0.7680
Bifidobacteriaceae 9.66 6.79 5.41 3.90 0.1785 0.5712
Burkholderiaceae 0.05 0.03 0.05 0.24 0.2553 0.5733
Butyricicoccaceae 0.04 0.06 0.10 0.01 0.2866 0.5733
CAG 508 0.46 0.64 0.98 0.12 0.6190 0.7680
Clostridiaceae 2.62 11.24 4.25 1.24 0.6752 0.7818
Copraobacillaceae 0.47 0.57 0.79 0.36 04761 0.6983
Coriobacteriaceae 4.89 4.65 4.64 2.28 0.3828 0.6983
Desulfovibrionaceae 0.02 0.00 0.01 0.00 0.6300 0.7680
Dialisteraceae 0.36 1.39 0.39 0.75 0.6316 0.7680
DRI 13 0.06 0.03 0.03 0.01 0.1817 0.5712
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Eggerthellaceae
Enterobacteriaceae
Enterococcaceae
Erysipelotrichaceae
Fusobacteriaceae
Helicobacteraceae
Lachnospiraceae
Lactobacillaceae
Marinifilaceae
Megasphaeraceae
Moraxellaceae
Muribaculaceae
Mycobacteriaceae
Neisseriaceae
Oscillospiraceae
Peptostreptococcaceae
Rhizobiaceae
Rhizobiaceae A
RUG844
Ruminococcaceae
Selenomonadaceae
SOKPO01
Sphingomonadaceae
Succinivibrionaceae
Tannerellaceae
UMGS124

Né&o atribuido

1.93
0.07
0.26
0.56
0.02
0.02
4.96
0.76
0.01
10.41
0.02
0.00
0.00
0.01
0.04
9.22
0.02
0.01
0.02
10.09
111
0.00
0.28
0.02
0.02
0.87
0.02

1.03
0.01
0.20
114
0.03
0.03
591
2.22
0.03
13.71
0.00
0.01
0.00
0.20
0.06
9.04
0.00
0.00
0.01
12.15
0.69
0.00
0.02
0.04
0.07
0.17
0.02

1.06
0.03
2.32
1.25
0.02
0.06
7.35
0.39
0.03
13.98
0.02
0.02
0.00
0.09
0.06
10.27
0.01
0.01
0.00
11.15
0.77
0.00
0.02
0.03
0.06
0.25
0.02

1.08
0.02
0.07
0.26
0.02
0.00
2.05
6.36
0.00
48.61
0.01
0.00
0.00
0.01
0.00
8.01
0.00
0.00
0.00
2.27
3.97
0.00
0.02
0.03
0.00
0.20
0.01

0.4621
0.8956
0.0180
0.1997
0.9232
0.1432
0.0876
0.9797
0.0241
0.1499
0.2262
0.2117
0.1796
0.6356
0.3234
0.6034
0.2522
0.4533
0.2646
0.0259
0.5699
0.9097
0.1652
0.4248
0.0410
0.1351
0.7233

0.6983
0.9447
0.3801
0.5733
0.9447
0.5712
0.5712
0.9797
0.3801
0.5712
0.5733
0.5733
0.5712
0.7680
0.6186
0.7680
0.5733
0.6983
0.5733
0.3801
0.7680
0.9447
0.5712
0.6983
0.4506
0.5712
0.8136

“FDR — False discovery rate.

Tabela 14A. Abundéncia relativa dos principais géneros bacterianos em amostras fecais de
gatos alimentados com niveis crescentes de inclusdo de Pekilo® (0%, 4%, 8% e 16%) na dieta.

*

Geénero (%) Controle 4% 8% 16%  p-valor FDR
Achromobacter 0.03 0.01 0.02 0.01 0.2326  0.6073
Acidaminococcus 0.03 0.17 0.04 0.26 0.1849 0.6073
Acinetobacter 0.02 0.00 0.02 0.01 0.2262 0.6073
Acutalibacter 0.01 0.01 0.03 0.00 0.3319 0.6649
Adlercreutzia 1.14 0.61 0.63 0.78 0.5420 0.7649
Agathobaculum 0.02 0.04 0.07 0.01 0.3594  0.6649
Agrobacterium 0.02 0.00 0.01 0.00 0.2522 0.6183
Allisonella 0.04 0.12 0.04 0.03 0.7509 0.8302
Alloprevotella 0.07 0.11 0.36 0.04 0.2038 0.6073
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Anaerobiospirillum A
Avimicrobium
Bacillus A
Bacteroides
Bifidobacterium
Bittarella

Blautia

Blautia A
Bulleidia
Burkholderia
BX12
Caecibacter

CA 269

CA 793
Caproiciproducens
Catenibacterium
Cetobacterium A
Clostridium
Clostridium P
Clostridium Q
Collinsella
Denitrobacterium
Dialister
Dysosmobacter
Eisenbergiella
Enterocloster
Enterococcus B
Enterococcus E
Erysipelatoclostridium
Escherichia
Eubacterium R
Faecalibacterium
Faecalicoccus
Fimimorpha
Flavonifractor
Fournierella
Fusobacterium B
Gemmiger
Harryflintia
Holdemanella
Intestinimonas
JAAXUUO1

JAGZEGO01
Lawsonibacter

0.01
0.01
0.01
0.01
9.66
0.05
1.58
0.92
0.12
0.01
0.01
0.12
0.10
0.24
0.00
0.45
0.01
0.00
2.62
0.29
4.89
0.06
0.32
0.00
0.10
0.03
0.23
0.03
0.02
0.07
0.05
0.02
0.01
0.00
0.00
0.02
0.00
9.45
0.52
0.42
0.02
0.02

0.87
0.01

0.01
0.02
0.01
0.05
6.79
0.14
1.63
1.39
0.30
0.00
0.00
0.30
0.32
0.16
0.02
0.55
0.02
0.01
11.24
0.69
4.65
0.03
1.27
0.00
0.06
0.04
0.15
0.05
0.02
0.00
0.27
0.15
0.00
0.01
0.01
0.01
0.00
11.56
0.25
0.84
0.02
0.01

0.17
0.03

0.03
0.05
0.01
0.09
5.41
0.11
1.96
1.28
0.13
0.01
0.01
0.35
0.35
0.30
0.03
0.73
0.02
0.79
3.46
0.66
4.63
0.05
0.35
0.01
0.08
0.04
0.05
2.26
0.06
0.01
0.06
0.11
0.00
0.01
0.00
0.03
0.00
10.21
0.58
111
0.03
0.00

0.25
0.02

0.02
0.00
0.00
0.01
3.90
0.01
0.42
0.40
0.02
0.22
0.00
0.61
0.05
0.00
0.00
0.35
0.02
0.70
0.54
0.22
2.28
0.04
0.72
0.00
0.02
0.00
0.00
0.07
0.02
0.01
0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.01
0.00
2.20
0.05
0.24
0.00
0.00

0.20
0.00

0.8814
0.2565
0.7397
0.0795
0.1785
0.1649
0.0446
0.4417
0.0425
0.6249
0.7578
0.2977
0.3551
0.6441
0.0192
0.5172
0.7236
0.0788
0.7646
0.1286
0.3828
0.6187
0.4939
0.9721
0.5087
0.2306
0.7540
0.0315
0.2148
0.3106
0.5452
0.3467
0.0436
0.2317
0.5756
0.6744
0.5145
0.0589
0.0763
0.3359
0.3944
0.2646

0.1351
0.2221

0.9206
0.6183
0.8302
0.4983
0.6073
0.6073
0.3812
0.7231
0.3812
0.8072
0.8302
0.6636
0.6649
0.8072
0.3812
0.7596
0.8302
0.4983
0.8302
0.6073
0.6834
0.8072
0.7596
0.9902
0.7596
0.6073
0.8302
0.3812
0.6073
0.6636
0.7649
0.6649
0.3812
0.6073
0.7729
0.8127
0.7596
0.4617
0.4983
0.6649
0.6865
0.6219

0.6073
0.6073
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Ligilactobacillus
Limisoma
Mailhella
Mediterraneibacter
Megamonas
Megasphaera
Merdicola
Merdisoma
Mitsuokella
Mycobacterium
Odoribacter
OlsenellaH
Parabacteroides
Parolsenella
Pauljensenia
Peptacetobacter
Phascolarctobacterium A
Phocaeicola
Phyllobacterium
Plesiomonas
Prevotella
Pseudobutyricicoccus
QFNRO1
Romboutsia
Romboutsia D
Roseburia
Ruminococcus B
Ruthenibacterium
Scatomonas
Schaedlerella
Sellimonas
Slackia A
SOKPO01
Sphingomonas
Succinivibrio
Sutterella
Thermanaerosceptrum
Thermophilibacter
UBA9414
VUNAO1

Nao atribuido

0.76
0.00
0.02
0.05
0.67
10.29
0.11
0.02
0.44
0.00
0.01
0.00
0.02
2.06
0.01
0.11
0.05
0.24
0.01
0.00
0.84
0.02
0.01
0.05
0.01
0.00
0.42
0.01
0.00
0.38
0.42
0.73
0.00
0.28
0.01
0.00
0.06
1.33
0.01
0.02
45.75

2.22
0.01
0.00
0.05
0.16
13.41
0.15
0.02
0.53
0.00
0.03
0.01
0.07
0.78
0.01
0.09
0.04
0.39
0.00
0.00
1.35
0.01
0.20
0.13
0.01
0.01
0.68
0.02
0.02
0.50
0.11
0.39
0.00
0.02
0.03
0.02
0.03
0.29
0.01
0.01
33.86

0.39
0.02
0.01
0.03
0.13
13.63
0.30
0.01
0.64
0.00
0.03
0.01
0.06
1.46
0.00
0.11
0.05
0.80
0.01
0.02
3.21
0.01
0.09
111
0.00
0.04
161
0.03
0.01
0.75
0.20
0.39
0.00
0.02
0.01
0.03
0.03
0.55
0.04
0.01
37.20

6.36
0.00
0.00
0.00
0.49
48.00
0.05
0.00
3.48
0.00
0.00
0.00
0.00
0.76
0.01
0.06
0.07
0.24
0.00
0.01
0.74
0.00
0.01
0.74
0.01
0.00
0.79
0.00
0.00
0.06
0.02
0.26
0.00
0.02
0.02
0.01
0.01
0.43
0.00
0.00
22.80

0.9797
0.2117
0.6300
0.6618
0.6675
0.1499
0.7691
0.2785
0.3106
0.1796
0.0241
0.7578
0.0410
0.2042
0.4539
0.5615
0.9991
0.4331
0.4533
0.1893
0.7524
0.3451
0.6356
0.7772
0.4372
0.3607
0.3853
0.8136
0.0225
0.0096
0.0272
0.2505
0.9097
0.1652
0.5732
0.0962
0.1817
0.4691
0.0321
0.2304
0.5420

0.9902
0.6073
0.8072
0.8127
0.8127
0.6073
0.8302
0.6386
0.6636
0.6073
0.3812
0.8302
0.3812
0.6073
0.7231
0.7729
0.9991
0.7231
0.7231
0.6073
0.8302
0.6649
0.8072
0.8302
0.7231
0.6649
0.6834
0.8593
0.3812
0.3812
0.3812
0.6183
0.9396
0.6073
0.7729
0.5650
0.6073
0.7349
0.3812
0.6073
0.7649

“FDR — False discovery rate.
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