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1 RESUMO

A suinocultura vem sendo impulsionada pelo mercado nacional e internacional, porém ainda
hoje a nutricdo para suinos compete diretamente com a alimentacdo humana, devendo ser
melhor estudada para trazer novas possibilidades de alimentacéo. Para a realizacdo do
experimento, serdo utilizados 20 suinos de linhagem comercial, com peso vivo médio de 70
kg, em delineamento de blocos casualizados, com quatro tratamentos; 0s suinos serdo
alimentados com dietas isonutritivas, onde serdo utilizadas a dieta convencional (a base de
milho, farelo de soja, suplementos vitaminicos, minerais, sal e fontes adicionais de calcio,
fosforo e aminoéacidos sintéticos) e dietas experimentais com a inclusdo de diferentes fontes
de fibra, com o incremento de 8% FDN. Tendo como objetivo melhor a nutri¢cdo dos suinos,

minimizacao dos custos de producao e melhorar o bem estar dos animais.



2 ABSTRACT

The pig industry has been driven by national and international market, but today the nutrition
for pigs competes directly with a human food and should be further studied to bring new
possibilities of feed. For the perform the experiment, 20 commercial line pigs will be used,
with average weight of 70 kg, in a randomized block design with four treatments; pigs are fed
diets isonutritives where they will be used the conventional diet (from corn, soybean meal,
supplements vitamins, mineral, salt and additional sources of calcium, phosphorus and
synthetic amino acids) and experimental diets with the inclusion of different sources fiber,
with the increase of 8% NDF. With objective of improve the nutrition of pigs, minimizing

production costs and improve the welfare of animals.



3 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira, a exemplo de outras cadeias produtivas do agronegdcio,
cresceu significativamente nos Gltimos anos. Diante deste crescimento, um fato extremamente
relevante é o grau de competicdo nutricional que os suinos apresentam em relacdo a espécie
humana. Aproximadamente 75% das matérias prima diretamente utilizada na nutricdo humana
também sdo destinadas para esta espécie (LUDKE, 2000).

Desta forma, torna-se evidente que a nutricdo e alimentacdo de suinos, devam ser
totalmente reformuladas. Isso poder ser executado atraves de estudos que investiguem a
habilidade desses animais em utilizar alimentos alternativos como fonte de energia e/ou de
proteina, que preferencialmente ndo sejam utilizados diretamente pelo homem e que
apresentem menor custo para o produtor, tais como o uso de alimentos fibrosos.

A possibilidade de se utilizar forragens e outros volumosos como fonte de alimento na
producdo de suinos ja fora teorizado por Carroll (POLLMANN; DANIELSON; PEO
JUNIOR,1979). Entretanto, s30 necessarios novos estudos sobre o potencial de diversos
alimentos fibrosos sobre a producdo suina, através da identificacdo, quantificacdo e avaliacdo
das interacdes entre os efeitos fisioldgicos e associativos sobre a digestibilidade, desempenho
animal, bem como o potencial poluente das excretas, em virtude dos animais apresentarem
limitada capacidade do trato digestivo para processar este material fibroso. O conceito de
fibra dietética esta diretamente relacionado aos componentes da parede celular vegetal, que
sdo os carboidratos estruturais tais como a celulose, hemicelulose, pectina e a lignina
(MERTENS apud GOMES, 1992), as quais sdo degradadas a acidos graxos volateis de cadeia
curta através do processo de fermentagdo no intestino grosso (GOMES; QUEIROZ,
FONTES, 1994), sendo responsaveis por até 30% das exigéncias energéticas de manutencdo

dos animais (KENNELLY; AHERNE; SAUER,1981; RERAT et al., 1987).



A fibra dietética, apesar dessa contribuicdo energética, pode provocar efeitos
deletérios sobre os coeficientes de digestibilidade dos componentes nutritivos (KING;
TAVERNER, 1975). Por exemplo, ela pode causar mudancas na taxa de absorcdo de certos
nutrientes, como a proteina, aminoacidos e minerais, e/ou na excrecao de nitrogénio endogeno
(SCHULZE; VAN LEEUWEN; VERSTEGEN, 1994). Portanto, ¢ imperiosa a adogéo
criteriosa nao so6 do tipo ou qualidade, mas também da quantidade adequada desse alimento
para cada categoria animal.

A idade do animal e o tamanho dos 6rgdos do trato digestério de suinos alimentados
com dietas fibrosas determinam a atividade fermentativa dos microrganismos celuloliticos do
intestino grosso, bem como o grau de utilizacdo dos acidos graxos volateis produzidos pela
atividade fermentativa da microbiota local (GOMES, 1996; PENZ JUNIOR, 2001) que serdo
utilizados para suprir parte da exigéncia energética de manutencdo (NOBLET & LE GOFF,
2001).

Segundo Frank, Aherne e Jensen (1983), suinos adultos, como nas fases de terminagéo
e pOs- terminacdo, mesmo quando alimentados com elevados niveis de fibra dietética, sdo
capazes de manter ganhos de peso em indices adequados, pela elevacdo do consumo, como
tentativa de manter estavel o nivel de energia digestivel ingerida. Entretanto, GOMES et al.
(2008), ndo detectaram prejuizo no desempenho zootécnico de suinos ainda em fase de
crescimento alimentados com racdo com elevada quantidade de fibra dietética.

A incluséo de ingredientes como feno, cascas e bagacos resultantes do processamento
de alimentos e biocombustiveis estdo entre os principais produtos a serem utilizados em dietas
fibrosas para suinos.

Na América Latina, sdo produzidas grandes quantidades de subprodutos e residuos

agroindustriais, sendo o Brasil produtor de mais da metade destes, onde apesar de serem



pobres em nutrientes, tais subprodutos sdo geralmente abundantes em fibra e ricos em lignina
e silica (SOUZA & SANTOS, 2004).

Deve-se ressaltar que o agronegécio brasileiro vem batendo sucessivos recordes de
producdo e exportacdo de commodities agropecudrias, onde se destaca a producédo de suco de
laranja, soja, acucar, carne bovina, além da crescente venda de commodities ambientais, tais
como os créditos de carbono.

Neste cenario, o Brasil € o maior produtor mundial de suco de laranja (ABECitrus,
2011), havendo grande disponibilidade de residuos destas industrias, tais como a polpa citrica,
que é amplamente utilizada na alimentacdo de animais ruminantes. Considerando sua
composicdo em fibras e a tendéncia a reducdo do consumo quando incluida em certas
proporcbes na dieta (DOMINGUEZ, 1995), a polpa citrica pode ser uma potencial fonte
fibrosa para os suinos.

Ja em relacdo a soja, a Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) estima uma
area plantada no Brasil de 24,6 milhGes de hectares, gerando a producdo estimada de 71,7
milhdes de toneladas. A extracdo do 6leo de soja gera coprodutos, tais como o farelo de soja e
ainda a casca de soja. Considerando que a casca representa 7 — 8% do peso do grdo de soja
(Restle et al., 2004), s&o produzidas portanto, aproximadamente, 5,7 milhGes de toneladas
deste produto.

A casca de soja obtida do processamento de extracdo de 6leo do grdo de soja pode ser
uma alternativa de alimento para suinos visto que por suas caracteristicas bromatoldgicas
pode substituir parte do milho e parte do farelo de soja.

Além das producdes agricolas, o Brasil também se destaca na producdo bovina,
usualmente a baixa producdo e a reducdo na qualidade da forragem, apresentadas pelas
espeécies tropicais, durante a época seca do ano, sdo um dos fatores responsaveis pelos baixos

indices de produtividade em quase todo o Brasil. Esse fato leva a necessidade de se



armazenarem forragens de alto valor nutricional, em forma de feno ou silagens, para alimentar
0s animais nesta época do ano, desta forma, os fenos sdo encontrados em todo o territorio
nacional, podendo, portanto também ser utilizado na dieta de animais ndo ruminantes, tais
COMO 0s suinos.

Nesse sentido, é crescente a busca por forragens que apresentem altas producdes de
matéria seca, com boa relacdo lamina/colmo e alto valor nutritivo. O hibrido Tifton 85
(Cynodon spp.) é uma alternativa viavel para esta finalidade e € caracterizado pela alta
producdo de matéria seca e alta digestibilidade, quando produzida em condic¢des adequadas.

Além do conhecimento nutricional em relacdo as fibras, sem duvidas, torna-se
necessario o conhecimento da fisiologia da digestdo destes nutrientes, os quais sdo digeridos,
na sua maior parte, pela microbiota presente principalmente no ceco dos suinos.

A microbiota intestinal dos suinos contém alta atividade de bactérias de espécies
celuloliticas e  hemiceluloliticas, a qual incluem  Fibrobactersuccinogenes,
Ruminococcusalbus, Ruminococcusflavefaciens, Butyrivibrio spp. e Prevotellaruminicola,
além do Clostridium herbivorans uma bactéria de alta atividade celulolitica presente no
intestino grosso (VAREL e YEM , 1997). Havendo a necessidade de conhecer a comunidade
bacteriana intestinal de suinos alimentados com dietas fibrosas, sera utilizado técnicas
moleculares que ndo necessitam do cultivo bacteriano, como a eletroforese em gel com
gradiente de desnaturacdo (DGGE) de amplicons de rDNA 16S, tém sido utilizadas para
caracterizar ecossistemas complexos, onde, nesta técnica, 0 DNA total do habitat de interesse
é extraido e uma regido hipervariada do rDNA 16S é amplificada pela reacdo em cadeia da
polimerase. Onde posteriormente, amplicons de DNA com mesmo tamanho, mas com
composicdo distinta, podem ser separados pela eletroforese em gel com gradiente de

desnaturacédo, gerando um perfil genotipico da comunidade (PEDROSO, 2005).



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A carne suina ¢ a mais consumida no mundo, embora tenha restricdes em alguns
paises devido aos habitos, proibicdes religiosas e dogmaticas (GERVASIO, 2013). A despeito
da crenca de que carne suina é prejudicial a satde, é uma carne magra e contém nutrientes
semelhantes aos das demais carnes (ABIPECS, 2014). A suinocultura, ndo diferente das
outras producgdes animais, vem crescendo a cada dia, até mesmo como exigéncia do mercado
consumidor, a preocupacdo com o “bem estar animal”, durante o seu ja curto ciclo de vida
imposto pela necessidade e desejo do consumo humano. Principalmente nos paises do
Primeiro Mundo, e também no Brasil, cada vez mais, a sociedade vem exigindo dos criadores,
dos transportadores e da induastria, medidas que aliviem o “stress” e o sofrimento dos animais.
Em muitos destes paises a criacdo animal estd sendo regulamentada e algumas praticas,
métodos e sistemas de producdo estdo sendo condenados e mesmo proibidos (EMBRAPA,
2001). A suinocultura brasileira € influenciada continuadamente por questdes de ordem
econbmica, ora ocasionada pelos elevados precos dos alimentos tradicionais como o milho e a
soja, ora pelo baixo preco pago ao produtor no frigorifico. Esses fatos estimulam a realizacao
de pesquisas com 0 objetivo de encontrar alternativas que minorem ou solucionem esses
problemas (Junior, W. M. B. et. al, 2009). A suinocultura, a exemplo da avicultura, alcancou
o0 atual estagio de eficiéncia alimentar devido a efetiva disponibilidade de milho e farelo de
soja que em combinacdo adequada com minerais, vitaminas, aminoacidos e aditivos
zootécnicos proporcionados em premisturas possibilitam o adequado aporte de nutrientes e de
energia para expressdo do potencial genético dos suinos. Sob o ponto de vista da viabilidade
econdmica na producdo, a suinocultura depende essencialmente da disponibilidade local e
regional de ingredientes que tenham pregos compativeis com 0s precos pagos por quilograma
de suino (BELLAVER, C. e LUDKE, V. 2004). Com isso, dois pontos iniciais devem ser

observados para obter a reducdo dos custos com a alimentagdo. Um refere-se ao emprego de
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alternativas para o processamento dos ingredientes tradicionais (milho e soja) visando a sua
inclusdo nas racdes e, o0 outro diz respeito ao reconhecimento das potencialidades e restricdes
no uso dos ingredientes alternativos nas diferentes fases de producdo (BELLAVER, C. e
LUDKE, V. 2004). A utilizacdo de forragens e outros volumosos, como fonte de fibra
dietética na alimentacdo de suinos, ndo representa um conceito novo, pois ja era teorizado por
Carroll ha mais de sessenta anos atras (CARROLL, 1936, apud POLLMANN). Embora o0s
animais ndo-ruminantes, como os suinos, digiram e utilizem a fracdo fibrosa dos alimentos de
forma diversa dos ruminantes, a fibra dietética vem sendo considerada uma fonte alternativa
de energia na alimentacdo desta espécie animal, principalmente para animais destinados ao
abate nas fases de crescimento-terminacdo e de pds- terminacdo (185 dias e 135kg de peso
vivo), bem como para animais destinados para a reproducdo suprindo em parte a energia
necessaria a mantenca desta espécie animal, principalmente para categorias de fémeas em
crescimento destinadas a reproducdo (marrds), animais em terminacdo, reprodutores machos
(cachagos) e fémeas em gestacdo (GOMES et al., 2007). Por outro lado, é relatado por
diversos autores que a inclusdo de fibra nas racfes aumenta o peso dos érgdos digestivos dos
suinos e que a intensidade desse aumento depende do nivel e da fonte de fibra (OLIVEIRA et
al., 2002). A utilizacdo de alimentos fibrosos objetiva o bem estar dos suinos (BROUNS, F.
et. al, 1994 e RAMONET, Y. et. al, 1999), controlar o excessivo ganho de peso advindo de
maior deposigdo de tecido adiposo e minimizar o estresse decorrente do confinamento e da

restricdo alimentar de fémeas reprodutoras (BECKER, B. G., 2001 e LUNA, A. M., 2002).
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5 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do experimento, serdo utilizados 20 suinos de linhagem comercial,
com peso vivo médio de 70 kg, em delineamento de blocos casualizados, com quatro
tratamentos; os suinos serdo alimentados com dietas isonutritivas, onde serdo utilizadas a
dieta convencional (a base de milho, farelo de soja, suplementos vitaminicos, minerais, sal e
fontes adicionais de calcio, fosforo e aminoacidos sintéticos) e dietas experimentais com a
inclusdo de diferentes fontes de fibra, com o incremento de 8% FDN, conforme preconizado
como ideal por GOMES et al. (2006), sendo elas:

- dieta basal com a incluséo de feno de tifton
- dieta basal com a incluséo de casca de soja
- dieta basal com a incluséo de polpa citrica

As dietas foram formuladas de acordo com as recomendacdes de Rostagno et al.
(2011), para animais de linhagem moderna, de alto potencial genético, contendo 0s mesmos
teores de energia e proteina, conforme a Tabela 3, utilizada no experimento de desempenho.

Ao final do experimento, apds jejum de seis horas, os animais serdo sacrificados,
tendo o ceco coletado. Com o auxilio de uma lamina cirargica estéril descartavel, a mucosa do
segmento serd exposta e o material serd coletado por raspagem, envasado em microtubos
estéreis e mantido a -80°C até o momento do processamento. Serdo confeccionadas 20
amostras, considerando-se o tratamento. Um grama da amostra composta sera submetido, a
extracdo de DNA total, utilizando-se o kit FastDNA Spin (Bio 101, Vista, Califérnia), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Serd adicionado 1 mL da solucdo CLS-TC (solucéo
de lise celular para tecidos animais e bactérias) a um microtubo de 1,5mL, 100 mg da
amostra de interesse e um cilindro plastico de ¥ de polegada. Os tubos serdo agitados,
horizontalmente, por 10 s a 4 m s-1, em um FP120 FastPrepCellDisruptor (Bio 101, Vista,

Califérnia). Em seguida o conteddo dos tubos sera centrifugado por 5 min a 13.000 g; onde
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600 mL de sobrenadante serdo transferidos para um microtubo limpo, adicionado-se 600 mL
de matriz de ligacdo (silica) e agitando-se os tubos durante 1 minuto por inversdo. Os tubos
serdo incubados por 5 min a temperatura ambiente e centrifugados por 30 s, para a formacao
do pélete. O sobrenadante sera descartado, ja o pélete sera ressuspendido em 500 mL de
solucdo de lavagem (SEWS) e incubado por 1 min a temperatura ambiente, onde a solucao
sera transferida para um filtro acoplado a um microtubo (Bio 101, Vista California).

Os microtubos com filtro serdo centrifugados duas vezes por 1 min a 13.000 g. Os
filtros serdo transferidos para microtubos limpos, onde serdo adicionados 100 mL de solucéo
DES a matriz de ligacdo. Serdo incubados por 5 min a temperatura ambiente e centrifugados
por 5 min a 13.000 g. Os filtros serdo descartados e a solu¢do de DNA puro sera coletada. A
integridade do DNA total sera verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1,0% -
0,5X TBE (1X TBE: 45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8), utilizando-se um densitbmetro
laser Fluorlmagen (Molecular Dynamics) e o programa FragmentAnalyses (Molecular
Dynamics). A quantificacdo do DNA sera feita usando-se como padrdo o Low DNA Mass
Ladder (Gibco - BRL), onde as amostras serdo armazenadas a temperatura de 20C antes de
serem analizadas.

Para amplificacdo de fragmentos especificos da regido V3 do rDNA 16S de
microrganismos de dominio Bacteria, sera utilizado o seguinte conjunto de iniciadores:
BA338fCG (5" CGC CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA GCA CGG GGG
GAC TCC TAC GGG 3") e UN518r (5 ATT ACC GCG GCT GCT GG 37) (Ovreas et al.,
1997), em solugdo contendo 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCI2, 5 pmol de cada
iniciador, 1,5U de Tag DNA Polimerase (Gibco BRL), 5 mL do tampéo da reacdo 10X e 25
ng de DNA. O DNA sera adicionado apos desnaturagéo inicial a 95°C. A amplificagédo sera
realizada em um termociclador (MastercyclerGradient, Eppendorf), nas seguintes condicdes:

desnaturacdo inicial durante 5 min a 95°C; 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 min,



13

anelamento a 55°C por 1 min e extensdo a 72°C durante 1 min; extensao final a 72°C durante
10 min.

Uma aliquota dos produtos de PCR (amplicons) serdo analisadas por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1,0% - 0,5X TBE, utilizando-se um densitémetro laser
Fluorimagen (Molecular Dynamics) e o programa FragmentAnalyses (Molecular Dynamics),
e quantificada usando-se como padrdo o Low DNA Mass Ladder (Gibco - BRL).

Os amplicons do rDNA 16S serdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
8% com gradiente desnaturante variando de 15 a 55%. O gradiente sera preparado utilizando-
se duas solucdes (solucdo 100% de desnaturacdo contendo 40% (vol/vol) formamida e 7 M
uréia e solucdo 0% de desnaturacdo sem uréia ou formamida) (Ovreas et al., 1997). A DGGE
sera realizada com auxilio do equipamento DCode (BioRad) em géis de 16 x 16 x 0,1 cm e
tampdo TAE 0,5X (20 mM Tris acetato e 0,5 mM EDTA). Serdo aplicados 500 ng de produto
de PCR por canaleta. A eletroforese sera realizada a 200V e 60°C, durante quatro horas. Os
géis serdo fixados com &cido acético 10% por 20 min, lavados com &gua desionizada trés
vezes, imersos em metanol 50% por 20 min, novamente lavados com &gua desionizada e
corados com SYBR —Green | (0,1 mL/mL) por 30 min. Apos a coloragdo, os géis foram
analisados utilizando-se um densitdmetro laser Fluorlmagen (Molecular Dynamics) e o
programa FragmentAnalyses (Molecular Dynamics).

Para as analises estatiticas, a presenca ou auséncia dos amplicons detectados nas
diferentes amostras sera utilizada a analise de agrupamento hierarquico, por intermédio do
programa Systat 8.0 (1996), utilizando-se o algoritmo de Ward para ligacdo e distancia em

porcentagem como unidade de medida.
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6 RESULTADOS

Devido aos problemas enfrentados no Instituto de Ciéncias Sociais Educagdo e
Zootecnia — ICSEZ, o cronograma ndo pode ser executado de forma regular. E as anélises

estdo em andamento.
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