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EFEITO DA ACIDIFICACAO DA AGUA DE BEBIDA DE LEITOES
DESMAMADOS SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICO E SANITARIO

RESUMO: O periodo de desmame representa uma das fases mais importantes na
suinocultura, pois impde aos leitbes desafios como estresse ambiental, nutricional e
sanitarios. Visando assegurar o fornecimento de agua de boa qualidade aos suinos,
permitindo, inclusive, a reducdo da utilizacdo de antibidticos e o controle de desafios
entéricos, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso de um acidificante, utilizado sob forma
continua via &gua de bebida, sobre o desempenho zootécnico, saude intestinal e
pardmetros hematolégicos de leitdes desmamados. Foram utilizados 1080 leitdes fémeas
com peso corporal médio de 6,81 = 0,29 kg, distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado constituido por trés tratamentos em que: 1) pH7.39 - pH da dgua
natural em 7,39; 2) pHs31 - pH da dgua de bebida acidificada para 5,31; e 3) pH3.40 - pH
da &gua de bebida acidificada para 3,40; com oito repeti¢des/tratamento e 45 leitbes por
baia como a unidade experimental. Em todos os tratamentos a 4gua foi clorada, dentro do
range de 0,2 a 5 ppm, conforme as recomendac@es da Portaria n® 888/2021 do Ministério
da Saude, Brasil. O acidificante utilizado para tratamento da &gua dos grupos 2 e 3 foi um
produto comercialmente disponivel e recomendado como aditivo regulador de acidez para
agua de bebida para ndo ruminantes. Sua composicao € a base de acido ascorbico (450,00
mg/kg), acido citrico (13,00 g/kg), acido fosférico (773,50 g/kg), fosfato monossodico
(400,00 mg/kg), nucleotideos e palatabilizantes. Os indices zootécnicos, consumo hidrico
e o potencial de oxidacdo/reducdo da dgua (ORP) foram avaliados nas fases pré inicial
(dia1-9), Inicial I (dia 10 - 15), Inicial Il ( dia 16 -30) e periodo total (do dia 1 - 30) e,
ao final do periodo experimental de 30 dias, foram avaliados morfometria e microbioma
intestinais, biometria de 6rgdos digestdrios e ndo digestorios, gasometria sanguinea e
perfil bioquimico e antioxidante sanguineo em leitGes de creche, além da avaliacdo do
potencial de oxirreducdo da agua. O consumo hidrico na fase pré-inicial foi maior
conforme a reducdo do pH da agua e na fase inicial Il, o grupo sem acidificantes
apresentou 0 maior consumo hidrico médio por animal. Os niveis de ORP foram maiores
em acrescimo a quantidade de acido utilizado. A utilizacdo do produto comercial néo
influenciou na profundidade das vilosidades/criptas dos leitdes que ingeriram agua com
acidificantes. O peso do estdbmago, bago e figado (com vesicula biliar) dos grupos que
continham mais acidificantes na dgua foi maior que o grupo controle, o que favoreceu a

mortalidade reduzida e influenciou alguns niveis plasmaticos como alanina



aminotransferase, aspartato aminotransferase e proteinas. O estudo mostrou que 0s
animais que receberam uma dieta hidrica com a utilizagdo de &gua clorada e acidificada
em pHaz.o, obtiveram maiores grupos de populagdes bacterianas benéficas ao organismo
quando comparados aos demais grupos, prevalecendo a populacdo de Lactobacillus e
demais bacteérias do Filo Firmicutes, e inibiu as da familia Enterobacteriaceae, mostrando
capacidade de reduzir a carga de Escherichia spp. na excre¢do fecal. Em concluséo,
recomenda-se a acidificacdo da dgua de bebida em pHs 40, para melhorar a saude intestinal

e o perfil sanguineo, mantendo o desempenho zootécnico satisfatorio.

Palavras-chave: Aditivo 4cido, oxirreducéo, microbioma intestinal, pH



ACIDIFICATION EFFECT OF THE DRINKING WATER OF WEANED
PIGLETS ON THE ZOOTECHNICAL AND SANITARY PERFORMANCE

ABSTRACT: The weaning period represents one of the most important stages in
pig farming, as it imposes challenges to piglets such as environmental, nutritional and
sanitary stress. Aiming to ensure the supply of good quality water to pigs, including
reducing the use of antibiotics and controlling enteric challenges, the objective of this
study was to evaluate the use of an acidifier used continuously via drinking water on
zootechnical performance, intestinal health and hematological parameters of weaned
piglets. 1080 female piglets with an average live weight of 6.81 + 0.29 kg were used,
distributed in a completely randomized design consisting of 3 treatments: 1) pH7.39 -
natural water pH at 7.39; 2) pHs.3:1 - pH of drinking water acidified to 5.31; and 3) pHz.40
- pH of drinking water acidified to 3.40; with 8 pens replicates and 45 piglets per pen as
the experimental unit. In all treatments the water was chlorinated, within the range of 0.2
to 5 ppm, following the recommendations of Ordinance 888 of 2021 of the Ministry of
Health, Brazil. The acidifier used for water treatment in groups 2 and 3 was a
commercially available product and recommended as an acidity-regulating additive for
drinking water for monogastrics. Its composition is based on ascorbic acid (450.00
mg/kg), citric acid (13.00 g/kg), phosphoric acid (773.50 g/kg) and monosodium
phosphate (400.00 mg/kg), nucleotides and palatability agents. The zootechnical indices,
water consumption and the oxidation/reduction potential of water were evaluated in the
pre-initial phases (from day 1 - 9), Initial I (from day 10-15), Initial 1 (from day 16 - 30)
and total period (from day 1-30), and at the end of the experimental period from 30 days,
zootechnical indices, intestinal morphometry and microbiome, biometry of digestive and
non-digestive organs, blood gasometry and biochemical profile and blood antioxidant in
nursery piglets were evaluated, in addition to the evaluation of the potential of redox of
water. The water consumption in the pre-initial phase was higher as the pH of the water
decreased and in the initial phase Il, the group without acidifiers had the highest average
water consumption per animal. The oxidation/reduction (ORP) levels were higher in
addition to the amount of acid used. The use of the commercial product did not influence
the depth of the villus/crypts in piglets that ingested water with acidifiers. The weight of
the stomach, spleen and liver (with gallbladder) of the groups that contained more
acidifiers in the water were heavier than the control group, which favored the reduced

mortality and influenced some plasmatic levels such as alanine aminotransferase,



aspartate aminotransferase and proteins. The study has shown that the animals which
received a water diet with the use of chlorinated and acidified water at pHz.4o, obtained
larger groups of bacterial populations beneficial to the organism when compared to the
other groups, which favored beneficial bacteria prevailing the population of Lactobacillus
and other bacteria of the Phylum Firmicutes, and inhibited those of the
Enterobacteriaceas, showing ability to reduce the load of Escherichia spp. in fecal
excretion. In conclusion, it has been recommended the acidification of drinking water at
pH 3.40, in order to improve the blood profile and intestinal health, maintaining

satisfactory zootechnical performance.

Keywords: Acid additives, redox, intestinal microbiome, pH
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1 INTRODUCAO

A suinocultura é uma atividade socioecondmica que possui um papel importante
na geracao de empregos e renda para milhares de familias no Brasil e no mundo. A
proteina animal € um dos principais alimentos consumidos e necessérios na cadeia
alimentar de humanos e, devido ao crescimento populacional, a carne suina tem ganhado
cada vez mais destaque na mesa do consumidor. No ano de 2022, foram produzidas
mundialmente mais de 11,3 milhGes de toneladas de carne suina, representando um
crescimento de 5,73% em relagdo a 2021, destacando-se o Brasil como 4° maior
exportador mundial dessa proteina (ABPA, 2023).

Para atender a grande demanda de producdo, sdo necessarios sistemas cada vez
mais intensivos de criacdo, 0 que requer, consequentemente, mais mdo de obra
especializada para suprir as necessidades do setor produtivo. Em funcdo de tal
crescimento, a parte sanitaria comeca a ganhar mais desafios com a prevaléncia de
diversas patologias que trazem prejuizos ao setor. Nesse sentido, 0s antimicrobianos sdo
utilizados na suinocultura de forma profilatica, metafilatica e terapéutica para auxiliar na
manutengdo da sanidade dos animais, contudo, o uso indiscriminado, aliado a
subdosagens, classes inadequadas e destino incorretos de residuos, representa problema
ndo sO para produtores e trabalhadores da area, mas também para a salde publica e
ambiental (STELLA et al., 2020). Com isso, a sociedade comeca a exigir a diminuicédo
da utilizacdo de antibioticos durante a producéo, boas praticas para garantir o bem-estar
animal e produtos de qualidade e rastreabilidade, atrelados & sustentabilidade social,
econdmica e ambiental.

Na Europa e na América do Norte, a administracdo oral de antibidticos nos
periodos de aleitamento e pos-desmame sao mais frequentes, cujo uso dos antibioticos é
impulsionado por doencas especificas da idade e os patdgenos comuns que causam essas
condigdes (LEKAGUL; TANGCHAROENSATHIENB; YEUNG, 2019). O uso indevido
de antibi6ticos e a ocorréncia do aumento da resisténcia microbiana tém chamado a
atencdo do mercado consumidor e agentes governamentais, pressionando o0
desenvolvimento e a ado¢do de medidas alternativas para gerar alimentos mais seguros e
que possam atrair o interesse pela busca de novos mercados consumidores dessa proteina
no Brasil e no mundo. Nesse sentido, hé busca por alternativas para a reducdo e/ou ndo

utilizacdo de aditivos antimicrobianos, visando melhorar a sanidade, desempenho e satde
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dos suinos.

O processo de desmame é um momento estressante para os leitdes, 0 que pode
causar diminuicdo do consumo de racdo, resultando em alimentacdo inadequada e
aumento do pH estomacal, e, consequentemente, interferir na atividade da pepsina,
causando uma maior disponibilidade de proteinas ndo digeridas para fermentacdo no
intestino pelo microbioma residente, o que esta diretamente relacionado com maior
incidéncia de diarreias. Quando a digestdo é reduzida, menos nutrientes estao disponiveis
para absorcdo pelo animal e, ao longo de varios dias, pode levar a uma reducdo no
crescimento, refugagens e mortes (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; GRESSE et
al., 2017; NOWAK et al., 2021).

Nesse cenario, os acidos tém ganhado destaque devido a sua atividade
antimicrobiana, melhoria da satde intestinal e por proporcionar efeitos benéficos sobre o
desempenho dos animais, além de ser uma opcéo eficiente para a diminuicdo e/ou
substituicdo dos antibidticos (DENCK; HILGEMBERG; LEHNEN, 2017). Os é&cidos
podem ser classificados em &cidos organicos, inorganicos ou sais de &cidos
(PARTANEN; MROZ, 1999; PAPATSIROS; BILLINIS, 2012). Dentre os &cidos
organicos, os acidos de cadeia curta ttm ganhado bastante atencdo devido a sua
capacidade de melhorar o desempenho, controlar bactérias patogénicas e melhorar a
salde intestinal de leitdes (DENCK; HILGEMBERG; LEHNEN, 2017). Entretanto,
dentre os trabalhos presentes na literatura, € possivel avaliar resultados variados entre os
efeitos de niveis, combinacGes e desafios sanitarios.

A reducéo do pH estomacal por meio do uso de acidificantes via racdo ou agua
de bebida pode ter efeitos benéficos tanto no desempenho quanto na microbiota de leitbes
desmamados (NOWAK et al., 2021). Os acidificantes criam um ambiente intestinal
favoravel para microrganismos benéficos, podendo resultar em aumento da
digestibilidade dos nutrientes, aumento do desempenho e também na reducdo de diarreia
nos animais (PARTANEN; MROZ, 1999; PAPATSIROS; BILLINIS, 2012). Estudos
mostram que a sua utilizacdo proporcional leva a um pH gastrico diminuido ou
estabilizado, o que pode gerar aumento da atividade da pepsina; modulagéo e alteragéo
da microbiota benéfica e, consequentemente, inibir a atividade bacteriana patogénica;
melhorando também a digestibilidade dos nutrientes no intestino delgado (LIU et al.,
2018).

Sendo assim, a hipotese deste trabalho é de que a adigéo do acidificante na agua
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de bebida para leitdes desmamados de forma continua pode reduzir o pH do trato
gastrintestinal e exercer acdo antimicrobiana, potencializando a capacidade antioxidante
sanguinea para melhora no desempenho zootécnico. Diante do exposto, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos de um produto comercial disponivel no mercado,
recomendado como aditivo regulador de acidez para 4gua de bebida de monogastricos,
em relag&o aos indices zootécnicos, morfometria e microbioma intestinais, biometria de
Orgdos digestdrios e ndo digestorios, gasometria sanguinea e perfil bioquimico e
antioxidante sanguineo em leitdes de creche, além da avaliacdo do potencial de

oxirreducdo da agua.
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2 REVISAO

2.1 Desmame dos leitdes

O desmame precoce (entre 21 e 28 dias) € uma pratica comercialmente vantajosa
para a suinocultura, no entanto, pode trazer prejuizos e reducdo da lucratividade quando
ndo corretamente coordenado, principalmente nas fases de creche. Esse manejo é marcado
por mudancgas ambientais, sociais e nutricionais sendo estressora aos leitdes exigindo uma
rapida adaptacdo a nova realidade sem a presenca do ambiente em que se encontravam
com a méde (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; WENSLEY et al., 2021).

O trato gastrointestinal dos leitdes passa por modificacdes abruptas em sua
morfometria e alteracBes de suas funcBes digestivas ap6s o desmame. Ainda, sdo
desencadeadas alteracGes das fungdes imunoldgicas, diminuicao das fungdes de barreira
da mucosa intestinal e aumento da susceptibilidade a agentes infecciosos, como por
exemplo a Escherichia coli que causa a colibacilose, com sinais clinicos visiveis como a
diarreia, redugdo no consumo de racéo, reducdo no desempenho e até 6bito (SILVEIRA
et al., 2018; WENSLEY et al., 2021). O quadro pode ser agravado pela perda da
imunidade passiva protetora obtida pelo leite materno, o que faz com que os leitdes se
tornem ainda mais suscetiveis a infeccdes no desmame (BUSSER et al., 2011).

Para minimizar infecgdes, alta incidéncia de diarreia e a reducdo no desempenho
dos leitdes, que podem ocorrer nesse periodo, a suinocultura utiliza uma quantidade
significativa de antibioticos. Os principios ativos e dosagens variam de acordo com a
situacdo de cada granja e regido, porém, atualmente sua utilizacdo comeca a ser
questionada e novas leis vem surgindo sobre a proibicdo da utilizacdo de algumas
moléculas na produgdo animal. Estudos atuais descrevem a resisténcia de bactérias aos
antibidticos, tanto em suinos quanto em humanos, promovendo o surgimento de cepas de
patdgenos resistentes, ocorréncia de residuos no ambiente e possivel presenca em
produtos de origem animal (GENOVA et al., 2020).

Nesse sentido, a presente revisdo destaca a quimica dos acidificantes, sua
classificacdo, uso na nutricdo animal e seus efeitos benéficos no desempenho, producéo,
absorcdo de nutrientes, digestibilidade, imunidade e combate a bactérias patogénicas em
leitbes pos desmame.

De acordo com Boas et al. (2016), os resultados de estudos que avaliam o efeito
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da adicdo de acidos na dieta de leitdes desmamados ainda séo controversos, nao é possivel
estabelecer se essas varia¢fes sao o resultado de diferencas na composicéo da dieta e nos
tipos de &cido testados, suas concentracGes e combinacfes especificas (mistura), ou se
estéo relacionadas ao sinergismo e/ou antagonismo entre os ingredientes e estes aditivos
que podem mascarar possiveis efeitos. Portanto, mais estudos sdo necessarios para

estabelecer as condicdes especificas em que esses aditivos sédo eficazes.

2.2 Quimica dos acidificantes

Diversos estudos demonstram que a inclusdo dietética com acidos organicos e
inorganicos podem exercer efeitos positivos no crescimento e ser benéfico sobre a
modulacdo da microbiota intestinal de leitbes desmamados, levando a reducdo na
incidéncia de diarreia e melhorando a salde dos animais. Dessa forma, efeitos positivos
da inclusdo de &cidos podem ser atribuidos a varios fatores, incluindo: (1) atividade
antimicrobiana de acidos organicos ndo dissociados; (2) diminuicdo do pH da digesta,
particularmente no estdmago, auxiliando na digestao de proteinas; (3) reducdo da taxa de
esvaziamento do estbmago; (4) estimulo da producdo e atividade de enzimas
(pancredticas) no intestino delgado; e (5) fornecimento de nutrientes ao tecido intestinal,
aumentando a integridade e a fungdo da mucosa (DE LANGE et al., 2010).

Os éacidos organicos possuem especificidade acidificante devido a presenca do
grupo funcional carboxila (-COOH) em sua composi¢do (NGUYEN; SEOK; KIM, 2020).
Eles podem ser classificados em trés categorias funcionais principais: &cidos graxos de
cadeia curta, &cidos graxos de cadeia média e &cidos tricarboxilicos (TUGNOLI et al.,
2020).

Os acidos organicos comumente utilizados na suinocultura sdo caracterizados
como acidos fracos e de cadeia curta (contendo até sete carbonos). Entretanto, seu efeito
na reducdo do pH e na atividade antimicrobiana varia com seu estado de dissociacéo,
dependendo do pKa (constante de dissociacdo) especifico de cada acido (NGUYEN;
SEOK; KIM, 2020). Assim, quanto menor o valor de pKa, maior sua capacidade de
diminuir o pH do ambiente (maior dissocia¢do). A maioria dos &cidos usados como
aditivos alimentares tem valor de pKa entre 3 e 5, 0 que resulta em dissociacdo
intermediaria ou baixa (PEARLIN et al., 2020).



23

Entre os acidos organicos utilizados na alimentagdo destacam-se 0s acidos
férmico, propibnico, butirico, latico, sorbico, benzoico, fumarico, malico, citrico, e 0s
sais, como formato de caélcio, lactato de calcio, propionato de calcio, diformato de
potéssio, butirato de sodio, citrato de magnésio e lactato de sédio sozinhos ou em
associacfes. O uso conjunto de &cidos organicos e sais, além dos blends, ambos
administrados na forma cristalina, livre ou protegidos, apresentam bons resultados para
leitOes na fase de desmame e creche (DENCK; HILGEMBERG; LEHNEN, 2017).

O 4cido citrico é cristalino, inodoro e tem um sabor azedo agradavel, sendo
menos antibacteriano em comparagdo com outros acidos e nao afeta significativamente o
pH e a concentracdo de acidos graxos volateis ou ndo volateis. O acido fumarico é
cristalino, inodoro e tem um sabor azedo. O &cido fumérico e o &cido citrico dietéticos
sdo absorvidos por um mecanismo comum de gradiente de Na*, que é especifico para di
e tricarboxilatos (PARTANEN; MROZ, 1999; SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).
O 4cido ascérbico pode melhorar o estado oxidativo e resposta imune dos leitdes no
periodo pos-desmame (REY, LOPEZ-BOTE, LITTA, 2017).

No consumo de ragdo pelos animais, as formas livres dos acidos organicos
podem influenciar diretamente a palatabilidade de dietas, devido ao fato de alguns acidos
possuirem odor repugnante (MROZ, 2005). Por outro lado, alguns trabalhos sugerem que
a administracdo desses acidos é mais eficaz através da agua de bebida e ndo atraves da
racdo, pois a ingestdo de agua nas 24 horas apds desmame é aumentada, no entanto,
poucos estudos avaliam os efeitos dos &cidos organicos fornecidos pela dgua no periodo
imediatamente apds o desmame ou durante todo o periodo de creche (BUSSER et al.,
2011).

Os acidos inorganicos incluem os acidos cloridrico, sulfurico e fosférico. Ao
contrario dos acidos organicos como o citrico, os acidos cloridrico e fosforico reduzem o
pH estomacal, inibem os microrganismos nocivos que séo sensiveis ao baixo pH (como
Enterobacteriaceae), mas ndo melhoram a taxa de crescimento ou a conversdo alimentar
de suinos in vivo. Por conta disso, muitas vezes, misturas de acidificantes estio
disponiveis comercialmente porque 0s acidos organicos e inorganicos tém um efeito
sinérgico (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; KANSAS STATE UNIVERSITY,
2022).
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2.3 Trato gastrintestinal e reducéo de pH

Desordens fisioldgicas associadas a imaturidade gastrintestinal e a limitada
producdo de acidos e enzimas digestivas aumentam a incidéncia de diarreias em leitdes
pos-desmame (DENCK; HILGEMBERG; LEHNEN, 2017), isso porque o trato
gastrintestinal ndo esta totalmente desenvolvido e o pH do estbmago tende a ser alto
(geralmente acima de 5), devido a uma combinagao de deficiéncia na secrecdo endégena
de HCI, falta de acido latico da fermentag&o da lactose e ingestdo de grandes quantidades
de alimentos em intervalos ndo frequentes. Ha também evidéncias de que o pH elevado
aumenta a taxa de esvaziamento gastrico, reduzindo, assim, o tempo para que o alimento
seja digerido no estomago (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; TUGNOLI et al.,
2020).

Devido a imaturidade do sistema digestorio dos leitdes, a utilizacdo dos
nutrientes fica comprometida devido a baixa capacidade de secrecdo do acido cloridrico,
ndo havendo a ativagdo da pepsina (DENCK; HILGEMBERG; LEHNEN, 2017), que
necessita de pH estomacal entre 2,0 a 3,5 para ser ativada e proporcionar melhor digestao
de nutrientes (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). Além disso, até a idade de
desmame dos leitbes, o sistema digestivo ndo é capaz de produzir quantidades suficientes
de lipase, amilase e protease para a digestdo de matérias-primas de origem vegetal
(CHAMONE et al., 2010). Dessa forma, alimentos ndo digeridos tornam-se substrato
proteico para o desenvolvimento de bactérias patogénicas, capazes de causar diarreias e
outros distarbios fisiologicos (CHAMONE et al., 2010; DENCK; HILGEMBERG;
LEHNEN, 2017).

Para superar os problemas de pH estomacal em leitdes desmamados, 0s
nutricionistas defendem a acidificacdo da dieta por meio da inclusdo de acidos (KIL;
KWON; KIM, 2011). Dentre os acidificantes, os &cidos organicos sdo conhecidos por
terem um efeito positivo no desempenho através da reducdo do pH e da sua acdo
antimicrobiana (ESCUREDO et al., 2016).

Uma das vantagens da utilizagcdo de acidificantes na dieta de leites é a sua
capacidade de melhorar o epitélio intestinal, através do aumento da altura das vilosidades,
que possibilita maior superficie de contato para absorcdo dos nutrientes (DENCK;
HILGEMBERG; LEHNEN, 2017). Outra vantagem € que esses compostos sdo capazes

de alterar o pH estomacal, inibindo o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e
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indiretamente, reduzem a incidéncia de diarreias (GRECCO, 2014).

Na Tabela 1, estdo compilados dados de estudos com uso de acidificantes nas
dietas dos leitdes, apresentando os tratamentos ou concentracdo dietética usados nas
pesquisas, fonte da acidificacdo, espécie, categoria e duracdo do estudo, caracteristicas
estudadas e principais resultados encontrados.

De acordo com Oliveira Junior et al. (2022), o uso de um acidificante composto
de 4cido benzdico, sorbico, formico, latico e fosférico na forma protegida como aditivo
alimentar, proporcionou maior efeito na redugdo inicial do pH e menor taxa de
tamponamento linear da dieta em comparacdo a um acidificante composto por cinco
acidos organicos, incluindo acidos benzoico, lactico, formico, fumarico e citrico. Ja o uso
de uma mistura de &cidos organicos livres e tamponados aumentou a ingestdo de agua
potavel (ESCUREDO et al., 2016), enquanto Busser et al. (2011) observaram que a
acidificacdo da dgua potavel a um pH baixo pode ser util para reduzir a carga de E. coli

em leitdes e pode ser usado em rebanhos afetados com diarreia pds-desmame (Tabela 1).



Tabela 1. Uso de acidificantes na dieta de leitdes
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Espécie,
Tratamentos dietéticos Fonte catego~r|a ¢ Caracteristicas Resultados Referéncias
duracéo do estudadas
estudo
Exp 1- naracdo: acido Exp. 1 e 2: ndo houve efeito
Exp. 1: fatorial 3 x 2 fosférico, fumarico, Exp. 1: 204 dos tratamentos sobre a
(tratamento dietético x  latico e citrico e agua:  leitGes; 6.04 kg; presenca de Salmonella
acidificacéo); Acido propibnico, 19,2 dias; Desempenho, pH fecal e 0 &cido organico Walsh et al.,
Exp. 2: fatorial 3 x 2 acetico e benzdico; Exp. 2: 210 fecal e microbiota.  proporcionou desempenho 2007.
(tratamento dietético x Exp 2 - na agua: Acido leitdes; 5,65 kg; de crescimento similar as
acidificacdo). propibnico, acético e 18,3 dias. dietas com uso de
benzdico. antibidtico.
Na agua com pH 5 foi
. L Mistura de &cidos . Eliminacédo fecal de Obt.",jc? maior ganho de peso
Mistura de &cidos na A . 240 leitdes; . A diario e a menor taxa de
. N organicos (acido ) E. coli, pardmetros . ) . Busser et al.,
agua para atingir pH e A~ 7,8+1,2 kg; 5 mortalidade; Na &gua com
. latico, férmico, de desempenho e « 2011.
final de 6, 5 ou 4. o . semanas. , pH 4 houve menor excre¢do
propidnico e acético). salde. : L
de E. coli, mas diminuiu a
ingestdo de agua.
Grupo | - controle; Acidificantes contendo Desempenho
Grupo Il - PF: 0,5% de acidos graxos de Jesempenno,
. Lo : o digestibilidade
acidos propidnico e cadeia curta 326 leitdes; . -~
o . . aparente dos Leitdes que receberam acido
formico; Grupo Il (PF + (propidnico C3 e Desempenho: nutrientes caprico (grupos IV e V) Hanczakowska
C8); Grupo IV (PF + formico), juntamente 2,62 kg; 84 dias; . ' cap grup et al., 2013.
L o LS : microflora tiveram os maiores ganhos
C10+0,2% de &cido  com &cidos graxos de  Digestibilidade: intestinal e de peso corporal
caprico); Grupo V (PF + cadeia média 10,8-13,1 kg. estrutura do P poral.
C8+C10+0,2% de  (caprilico C8 e caprico . .
s o intestino delgado.
acido caprico). C10).
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Espécie,
Tratamentos dietéticos Fonte catego~r|a ¢ Caracteristicas Resultados Referéncias
duracéo do estudadas
estudo
) Acidificacao da dieta com
NC: Controle negativo -  Acido citrico puro; acido citrico afeta
dieta basal; Mistura de positivamente a taxa de
PC: controle positivo; acidificantes: acido Desempenho conversao alimentar e reduz
dieta basal + 0,002% de férmico 17,2%, acido 60 leitbes . P ’ a carga bacteriana
L a ) microflora fecal e A X Ahmed et al.,
apramicina; propidnico 4,1%, desmamados; 8 imunidade patogénica que foi 2014
T1: dieta basal + 0,5% acido latico 10,2%, kg; 28 dias. comparavel a apramicina; '
(o - o humoral. N
de &cido citrico puroe  acido fosforico 9,5%, A concentracdo sérica de
T2: dieta basal + 0,4% SiO 2 34,0%. IgG foi aumentada pela
de mistura acidificante. dieta T1 (adicdo de 0,5% de
acido citrico puro).
Trat 1: dieta basal; L .
o O acido benzoico tem
Trat 2: dieta basal + - : e
2000 mg/kg 4cido - - 90 leitbes I;)gsempe;nh/o,_ efelto§ benefl_cos no
benz6ico: Acido benzoicona  desmamados aos analise enzimatica desenvolvimento intestinale  Chen et al.,
g ' dieta. 21 dias; 6,73 kg; e microflora na funcéo da barreira 2016.
Trat 3: dieta basal + : . X : ; -
L 42 dias. intestinal. intestinal de leitdes
5000 mg/kg écido
. desmamados.
benzoico.

Trat. 1: melhorador;
Trat. 2: mistura de
acidos organicos +

melhorador;
Trat. 3: mistura de
acidos organicos +
melhorador reduzido.

Acido formico, acido
acético e formato de
amonio.

420 leitbes; 6,1 +
0,14 kg; 4
semanas.

Desempenho e
ingestdo de agua.

Melhoria de desempenho e
ingestdo de agua para Trat 3.

Escuredo et
al., 2016.
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Espécie,
categoria e
duracéo do

estudo

Tratamentos dietéticos Fonte

Caracteristicas

estudadas Resultados

Referéncias

Controle - dieta sem uso
de acidificante; Blend:

Desempenho: 64

Mistura de &cidos leitdes hibridos

0,5% da mistura de organicos (blend): desmamados;
acidos organicos; 21% de acido latico,  5,87+0,31kg; 45 N0 altera o desempenho ou
Butirato: 0,1% de 18% de acido férmico dias. Desempenho e a digestibilidade dos Boas et al.,
butirato de sédio; e 10% de &cido citrico.  Digestibilidade: digestibilidade. nutrientes 2016.
Blend + Butirato: 0,5% Butirato de sodio 24 leitdes machos, '
da mistura de acidos microencapsulado castrados,
orgéanicos e 0,1% 30%. hibridos;
butirato de sddio. 8,21+0.79Kkg.
Dieta basal (ZnO 2,5 T A inclusdo de acidos
g/kg + sulfato de Dlgestt|b_|l|(3[lade de organicos na dieta teve
colistina (20 mg/kg) +  SF 3: 34% de formiato ng&?g@%‘:’)’ efeito positivo na resisténcia
enramicina 20 mg/kg) de célcio, 16% de 14 leitBes microbiana GIT a diarreia de leitdes
Dieta teste: ZnO (2,5 lactato de célcio, 7%  desmamados aos imunidade humor’al desmamados por meio da Wang et al.,
g/kg) + SF3 (34% de  de acido citrico e 13% 28 dias; 9,03 kg; modificacdo do perfil 2016.

formiato de calcio, 16% 14 dias.

de lactato de calcio, 7%

de acido citrico e 13%
de &cidos graxos de

cadeia média (5g/kQ)).

de 4cidos graxos de
cadeia média.

e expressao de . .
P bacteriano e melhoria da

res 02525; ela digestibilidade dos
ponseve’ P nutrientes e imunidade dos
imunidade.

leitdes.
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Espécie,
Tratamentos dietéticos Fonte catego~r|a ¢ Caracteristicas Resultados Referéncias
duracéo do estudadas
estudo
Desempenho, Diminuiu a incidéncia de
224 leitdes propriedades fisico- diarreia nos leitGes, aumento
Diferentes niveis de desmamados; quimicas do na altura das vilosidades no
acido benzobico (0,00%, ) 6,37+0,34 kg; intestino, jejuno e ileo, diminuiu a Silveira et al
0,25%, 0,50% e 0,75%) Acido benzoico. Fase de bercario concentracdo de profundidade da cripta no N
. - : . . 2018.
desafio com Escherichia (42 dias) ate acidos graxos ceco, aumentou
coli. terminacdo (147  volateis no ceco e tendencialmente a
dias). incidéncia de concentracéo de &cido
diarreia. butirico no conteudo cecal.
Dieta basal (CON); © A 170
CON + 0,2% de &cido Agédé?ci?jrgiﬂ:ﬁg'rig/o A suplementacdo dietética
organico desprotegido f ! . Desempenho, de 0,2% de POA tem 0
13% de &cido citrico, 112 leitdes s ;
(UOA); . - . digestibilidade de potencial de melhorar o . .
CON + 0,1% de &cido 10% de acido malico, desmamados; nutrientes e desempenho de crescimento ang, Lee;
g : 1,2% de MCFA 6,70 +1,31 kg; 42 L Kim, 20109.
organico protegido (acidos caprico e dias contagem e reduzir a incidéncia de
(POAl) e ca ”,“CE) o ' microbiana fecal. diarreia, equilibrando as
CON + 0,2% de POA tranz ortador contagens microbianas.
(POA2). P '
. Acido férmico, 4cido - o
Controle negativo X acético. acido 192 leitdes Desempenho, Melhora na eficiéncia
acidificante de agua (pH 0 iOnic’o cobre machos; 8,73 kg  consisténcia fecal, alimentar e aumento do Lingbeek et
de 3,8). prop ' ' (entre 6,6 € 11,6  ingestdo de &guae  consumo de agua, além de al., 2021.

acetato de zinco,
formato de amonio.

kg); 42 dias.

microbiota.

modulagdo da microbiota.
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Espécie,
Tratamentos dietéticos Fonte gitrefg%ro'%g Cag;%tde;ggscas Resultados Referéncias
estudo
OAL1: 290 g-kg* 4cido
formico e 145 g-kg*
amdg propionico, Efeitos benéficos na
OAZ: acidos formico, a1 4cidos férmicos eficiéncia alimentar,
propionico e butirico e e propionico; b " Desempenho, morfologia no intestino
inulina (fruto- OA2: 4cidos butirico, . es«_atr)r]lpgndo.% digestibilidade de  delgado e proliferacéo de L I
ohgossacandeos_); férmico e propidnico éges.n? '9'3 i 1e '0 45 nutrientes e bactérias benéficas; ndo ezeoeztza N
(1) controle r.legatlvo liquidos livres e seus 18s; ’k - morfologia houve efeitos na '
(NC); sais, e fruto- 9. intestinal. digestibilidade dos
(2) NC + 2),16\51% €0.10%  ligossacarideos. nutrientes e nos niveis de
(3) NC + 0.2% OA2: citocinas no sangue.
(4) NC + 220 mg de
clortetraciclina/kg.
AC1: acidos organicos
- 4cidos benzoico,
Exp.1 - Digestibilidade: latico, férmico, N&o melhorou a
dieta controle e dois fumarico e citrico, Digestibilidade: digestibilidade dos
aditivos compostos por  com concentragdo de 36 Ieitdes: 6.85 N Digestibilidade nutrientes das dietas;
misturas de acidificantes 7286 mEq H+/kg, 0.85 ka- 1’0 ’dia = r%etabélito ' O uso do acidificante AC2 Oliveira et al
comerciais (ACl e AC2) 23,5%. ' 9 ) S . > no nivel de 0,26% teve veira et al.,
o . L. Desempenho: 24 sanguineos e . . ~ 2022.
na forma protegida; AC?2: por acidos leitBes: 859 + desempenho maior efeito na reducao
Exp. 2 - desempenho: benzoico, sérbico, 1 19kg"21, dia_s ' inicial do pH, e os maiores
niveis de incluséo (0,25, foérmico, latico e ' ’ ' valores de ganho de peso
0,50, 0,75, 1 e 2%). fosforico, com diario.
concentracédo de 7302

mEq de H+/kg, 53,8%.




Tratamentos dietéticos

Fonte

Espécie,
categoria e
duracéo do

estudo

Caracteristicas
estudadas

Resultados Referéncias

(1): &gua acidificada,
19% é&c. formico + 19%
ac. acético + 3,5% 4c.
propidnico + 15% ac.
latico, pH= 4,

(2) &gua acidificada,
22% ac. formico + 16%
ac. acético + 4% Ac.
propidnico, pH= 4;
(3) agua acidificada,
22% ac. formico + 16%
ac. acético + 4% Ac.
propiénico + 0,5%
esteviosideo, pH=4;
(4) controle, agua ndo
tratada, pH=7.

Acido formico, 4cido
acético, acido
propibnico e &cido
latico.

400 leitbes
desmamados;
9,05-10,41 kg; 35
dias.

Desempenho,
hemograma
completo,
indicadores
antioxidantes e
diversidade da
microbiota
gastrointestinal

Melhorou o desempenho de
crescimento e a taxa de
sobrevivéncia dos leitdes
desmamados; aumentaram
as atividades da catalase
sérica e da capacidade
antioxidante total, além de
apresentarem uma
concentracdo diminuida de
malondialdeido; aumentou a
abundancia relativa de
Firmicutes e Lactobacillus
nos intestinos e melhorou a
estrutura da comunidade da
flora intestinal

Xu et al.,
2022.

Fonte: Autor (2023).
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2.4 Propriedades antimicrobianas dos acidificantes

Para manter a suinocultura lucrativa, € imprescindivel encontrar
alternativas/substituicfes aos antibidticos na ra¢do que sejam eficazes na reducéo da
incidéncia e gravidade dos problemas digestivos associados ao periodo imediatamente
apos o desmame (HEO et al., 2013). Como aditivos alimentares funcionais encontram-
se os acidificantes, que tém desempenhado papel importante na melhoria do crescimento
animal, imunidade e salde intestinal, além de ndo provocarem resisténcia microbiana
(SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).

Quanto ao modo de acdo, os &cidos podem penetrar na parede celular
bacteriana e interromper as a¢Ges normais de certos tipos de bactérias, incluindo
Salmonella spp., E. coli, Clostridium spp., Listeria spp. e alguns coliformes
(SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). Isso se deve ao pH, mas, em especial, aos
valores de pKa, pois os acidos em sua forma nédo dissociada podem se difundir através
da membrana celular bacteriana e se dissociar dentro da célula, liberando ions H+ e
diminuindo o pH intracelular. Para tentar contornar a diminuicdo do pH, o0s
microrganismos ativam bombas de protons e hd consumo de energia e, a0 mesmo tempo,
0 anion RCOO- é toxico para a replicacdo do DNA, interrompendo funcdes metabdlicas
e aumentando a pressdo osmatica da célula. A combinacdo dessas duas acdes inibe a
replicacédo e o crescimento bacteriano, levando a efeitos bacteriostaticos ou bactericidas.
O efeito bacteriostatico também é resultado da forma dissociada dos acidos, em que a
liberacdo de ions H* faz com que o baixo pH do meio iniba a replicagdo bacteriana
(SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; TUGNOLI et al., 2020).

Portanto, a reducdo no nimero de algumas espécies de bactérias intestinais
normais, bem como de bactérias patogénicas, pode ocorrer em animais alimentados com
acidos (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). A eficacia da agua potavel acidificada
é, em grande, parte baseada na reducdo do pH para um nivel de 4,0, em que as
Enterobacteriaceae ndo podem se multiplicar (XU et al., 2022), enquanto ndo afetam
as bactérias benéficas 4cido laticas (TUGNOLI et al., 2020). O acido latico, por
exemplo, reduz o pH géstrico e retarda a multiplicacdo de E. coli. Os acidos organicos,
guando absorvidos, entram como produtos intermediarios do ciclo do acido citrico e,
portanto, podem atuar como fonte de energia evitando a degradacao tecidual resultante
da gliconeogénese e da lipolise (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).
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Busser et al. (2011) verificaram que a reducdo do pH (de 8 para 4) da agua de
bebida usando uma mistura de acidos organicos (acido latico, férmico, propiénico e
acético) em leitGes recém-desmamados reduziu a carga de E. coli na excrecdo fecal, e
concluiram que essa mistura pode ser usada em rebanhos afetados com diarreia pds-
desmame. Ja Hanczakowska et al. (2013), verificaram que acidificantes contendo &cidos
graxos de cadeia curta (propiénico e formico) reduziram a populacao de Clostridium
perfringens, ndo interferindo na colonizacéo de outras espécies (Tabela 1).

Yang, Lee e Kim (2019) observaram que a suplementacéo dietética com 0,2%
de acido organico protegido para leitdes desmamados tem efeitos benéficos na
microbiota fecal com reducdo da incidéncia de diarreia, além reduzir as emissGes de
gases fecais (NHz e &cido acético). A reducdo desses gases odoriferos ocorre em fungéo
da reducdo da populacdo bacteriana patogénica no trato gastrintestinal ou ao aumento
da atividade microbiana benéfica, levando a alteragdes nos compostos finais da
fermentacdo microbiana e uma mudanga no ecossistema para um estado anabdlico.
Também foi observado que o &cido organico protegido aumentou numericamente as
contagens de Lactobacillus, mas reduziu as contagens de E. coli em suinos. Ja Wang et
al. (2016) verificaram que a adicdo de acidos organicos (34% de formiato de calcio,
16% de lactato de célcio, 7% de acido citrico e 13% de acidos graxos de cadeia média)
na dieta de leitdes desmamados teve efeito positivo no perfil bacteriano, aumentando a
imunidade dos leitdes e com menor ocorréncia de diarreia (Tabela 1).

2.5 Digestibilidade de nutrientes de animais que tiveram na dieta inclusdo de
acidificantes

A adicdo de acidificantes na dieta de leitdes desmamados pode melhorar a
digestibilidade de proteinas, pois, para uma digestdo eficiente de proteinas, é necessaria
a manutencdo de um baixo pH gastrico, porque um baixo pH estomacal ativa enzimas
proteoliticas, como a pepsina (convertendo o pepsinogénio inativo em pepsina). Outra
hipotese é de que os acidificantes da dieta podem, através da acidificacdo do conteudo
do estbmago, retardar a taxa de passagem da digesta gastrica para o duodeno, estimular
a secrec¢do de suco pancreéatico (composto basicamente por agua, enzimas e bicarbonato)

com enzimas pancredticas, neutralizando o pH acido da secrecdo oriunda do estdmago,
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permitindo uma digestdo adicional de proteinas e outros nutrientes (PARTANEN;
MROZ, 1999; KIL; KWON; KIM, 2011). Dentre os acidificantes, os acidos organicos
e seus sais podem aumentar a utilizacdo de proteinas, principalmente em leitGes
desmamados, melhorando os indices de producdo (SUIRYANRAYNA; RAMANA,
2015).

Hanczakowska et al. (2013) verificaram melhor digestibilidade da proteina em
leitdes alimentados com acidificantes provenientes de uma mistura de &cidos graxos de
cadeia curta (propiénico e férmico) com &cido céprico, provavelmente devido a
alteracdes na mucosa do intestino delgado, que apresentaram vilosidades intestinais
mais altas (Tabela 1). J& Suiryanrayna e Ramana (2015) afirmam que a excrecao de
nitrogénio e minerais suplementares é minimizada com a utilizagdo de &cidos organicos,
pois estes formam complexos com minerais e auxiliam em sua biodisponibilidade,
enguanto Yang, Lee e Kim (2019), verificaram que a suplementacéo dietética com 0,2%
de &cido organico protegido para leitbes desmamados aumentou a digestibilidade de
nutrientes da matéria seca e do nitrogénio (Tabela 1).

Boas et al. (2016) analisaram o efeito da suplementacdo de dietas complexas
com &cidos organicos sobre o desempenho de leitdes desmamados e a digestibilidade
dos nutrientes, avaliando o efeito da inclusdo de uma mistura de acido latico, formico e
citrico, combinado ou ndo com butirato de sodio. Os autores verificaram que a adi¢éo
de acidificantes (blend e butirato de sdédio) como promotores de crescimento em dietas
complexas de alta digestibilidade ndo alterou o desempenho ou a digestibilidade dos
nutrientes dos leitdes durante a fase de aleitamento (Tabela 1). Da mesma forma, Lee et
al. (2022) nédo obtiveram efeitos dos acidos organicos dietéticos na digestibilidade dos
nutrientes em leitdes desmamados (Tabela 1).

Wang et al. (2016) observaram que a inclusdo de acidos organicos (34% de
formiato de célcio, 16% de lactato de célcio, 7% de acido citrico e 13% de acidos graxos
de cadeia média) na dieta levou a melhoria da digestibilidade dos nutrientes e imunidade

dos leitdes (Tabela 1).

2.6 Impacto no desempenho e na producéo

Estudos apontam que a melhor digestibilidade de nutrientes e uma populagéo
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microbiana equilibrada, devido a adicdo de acidificantes a dieta, melhoram o
desempenho em leitdes desmamados (KIL; KWON; KIM, 2011). Neste sentido,
Lingbeek et al. (2021) observaram que a adigdo de um acidificante contendo &cidos
graxos de cadeia curta livres e tamponados (contendo &cido férmico, acido acético,
acido propionico, cobre, acetato de zinco, formato de aménio e pH de 2,7 a 3,3) na 4gua
melhorou a eficiéncia alimentar em leitdes (Tabela 1).

Xu et al. (2022) verificaram que a suplementacdo da &gua potavel com
acidificantes (fornecimento continuo com 19% de acido formico + 19% de 4cido acético
+ 3,5% de acido propidnico +15% de acido lactico, pH= 4) melhorou o desempenho de
crescimento e taxa de sobrevivéncia de leitdes desmamados (Tabela 1), enquanto que
Escuredo et al. (2016) concluiram que o peso vivo e o ganho médio diario dos leitdes
foi significativamente maior nos tratamentos com os &cidos orgéanicos livres e
tamponados na agua de bebida (Tabela 1). Ja Chen et al. (2016) apresentam as primeiras
evidéncias de que o &cido benzdico tem efeitos benéficos no desenvolvimento intestinal
e na funcdo da barreira intestinal de leitdes desmamados, o que pode explicar,
parcialmente, porque o desempenho de crescimento de suinos foi melhorado pela
suplementacdo dietética com esse acido na dieta dos animais.

Wang et al. (2022) realizaram revisao sistematica e meta-analise para
determinar quais acidificantes foram mais eficientes na melhora do desempenho,
quando suplementados na dieta de suinos. Na metanalise, cinquenta e dois artigos foram
selecionados para avaliar os efeitos dos acidificantes sobre o ganho de peso diério,
consumo diario de racdo e eficiéncia alimentar, por meio de comparacdes com dietas
controle ou suplementadas com antibiotico. Para a realizacdo das analises, 0s
acidificantes investigados foram classificados em quatro categorias: acidos organicos,
acidos inorganicos, sais de acidos e misturas de acidos. Na comparacdo de suinos
alimentados com dietas suplementadas ou ndo com acidificantes, os autores observaram
melhora de 6,7 e 5,0% para ganho de peso diario e eficiéncia alimentar, respectivamente.
Comparando os quatro tipos de acidificantes, os autores apresentam que 0s animais
alimentados com misturas de acidos tiveram o maior ganho de peso e eficiéncia
alimentar, seguidos por acidos organicos e sais de acidos, e verificaram que os efeitos
dos acidificantes sobre ganho de peso e eficiéncia alimentar foram significativamente
diferentes entre os quatro tipos de acidificantes. Em concluséo, os autores observaram

que a adicdo de uma variedade de acidificantes pode proporcionar uma melhora
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significativa no crescimento dos suinos.

2.7 Impacto na imunidade, parametros redox e marcadores de lesdo hepatica

A maioria das células imunes estdo localizadas na mucosa e submucosa do
intestino (cerca de 70%). O sistema imunoldgico no intestino dos leitdes atinge uma
estrutura semelhante a de um suino adulto em torno das sete semanas de idade.
Entretanto, o desmame de suinos é feito na faixa de trés a quatro semanas de idade e
afeta o desenvolvimento sistémico da imunidade inata e adaptativa, principalmente,
como consequéncia da retirada do leite (ZHENG et al., 2021).

Basicamente, o sistema imune reage aos antigenos, liberando citocinas (anti-
inflamatorias - IL-10 e TGF-B, ou pro-inflamatorias - IL-1, IL-2, IL-12, IL-18, IFN-y ¢
TNF-a) que ativam os componentes celulares, os fagocitos, e os componentes humorais,
os anticorpos (SANTOS et al., 2021). A exposicdo maxima aos antigenos ocorre em
dois periodos importantes, imediatamente apds o nascimento e no desmame. Ao
desmame, as mudancas abruptas na dieta e no ambiente induzem alteracdes na resposta
imune da mucosa (GRESSE et al., 2017).

Apobs a identificacdo dos agentes agressores (sejam virus, bactéria, fungos,
protozoarios, toxinas ou corpos estranhos), o sistema imune tenta combater os efeitos
prejudiciais das moléculas isoladas e destruir 0s microrganismos, através da acdo dos
linfécitos, agrupados em dois tipos principais: os linfocitos B, responsaveis pela
producdo de anticorpos (imunidade humoral) e os linfocitos T, responsaveis pela
resposta imunitaria mediada por células (imunidade celular). Nos suinos, foram
encontradas quatro classes de imunoglobulinas (1g): IgM, 1gG, IgA e IgE (SANTOS et
al., 2021)

O tecido linfoide associado ao intestino € formado por foliculos linfoides
isolados e agregados, formando placas de Peyer e linfonodos mesentéricos. A inducao
de reacdes imunes intestinais comeca com a apresentacdo de antigenos por células
Microfold (células M). A lamina prépria serve como um compartimento da mucosa para
a regulacdo das respostas imunes (predominantemente IgA), com poucas células T ou
células dendriticas, mas com células mieloides com caracteristicas de macrofagos e

granulécitos. A producdo de anticorpos secretores, principalmente IgA e IgM, é a
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principal caracteristica de defesa do sistema imunoldgico da mucosa. Esses anticorpos
sdo transportados ativamente por células epiteliais imaturas nas criptas, e a exclusao
imunologica é realizada pelos mecanismos de defesa inatos gerados em conjunto com
mecanismos de defesa inespecificos (ZHENG et al., 2021). A IgA secretada no lumen
intestinal se liga a camada de muco que reveste a superficie epitelial e impede a
aderéncia de microrganismos, além de neutralizar suas toxinas ou enzimas (GROOT et
al., 2021).

A maior expressdo de citocinas pro-inflamatdrias (IL-1, IL-2, IL-12, IL-18,
IFN-y e TNF-a) é observada em suinos ao desmame, induzindo distarbios na barreira
intestinal e aumentando a permeabilidade epitelial intestinal. Além disso, a inflamacao
esta frequentemente associada ao estresse oxidativo intestinal, e a interrup¢do do status
redox celular que pode causar excesso de producéo de citocinas préo-inflamatorias, o que
pode prejudicar ainda mais a funcdo intestinal. Dessa forma, o desenvolvimento
adequado do sistema imunoldgico intestinal e a manutencdo do estado redox
normalmente s&o essenciais para um 6timo desenvolvimento dos suinos (ZHENG et al.,
2021). Entretanto, o controle da inflamacdo intestinal pela répida resposta e
superexpressdo de citocinas pro-inflamatdrias intestinais (IL-6, IL-1p € TNF-a) durante
os primeiros dois dias apds o desmame, e posterior regulacdo negativa, pode aliviar 0s
disturbios intestinais subsequentes induzidos pelo estresse do desmame, uma vez que
acelera a maturac&o do sistema imune intestinal (PIE et al., 2004).

Ahmed et al. (2014) verificaram que a concentracdo sérica de IgG foi
aumentada pela dieta basal com adicdo de 0,5% de &cido citrico puro, enquanto que IgM
e IgA ndo foram significativamente afetados por nenhum dos tratamentos dietéticos
(Tabela 1).

De forma geral, a acidificacdo de dietas para leitbes desmamados é benéfica
frente aos desafios que a fase representa para os animais. Devido as variacdes de
acidificantes disponiveis para utilizacdo na producdo, associados a racdo ou na dieta
hidrica em forma de blends, a utilizacdo de aditivos alimentares funcionais gera
oportunidades de melhorias sanitarias, reducdo da utilizacdo de antibidticos e
oportunizando mais estudos relacionados ao tema.
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3 ACIDIFICACAO CONTINUA DA AGUA DE BEBIDA DE LEITOES
DESMAMADOS: EFEITOS NO DESEMPENHO E SAUDE

Resumo: Os leitdes, no periodo pos desmame, ficam susceptiveis a infeccdes
entéricas e uma alternativa ao uso de antibioticos nas racdes € a inclusdo de acidificantes
na agua de bebida. Portanto, objetivou-se avaliar os efeitos da acidificacdo continua da
agua de bebida através do uso de um produto a base de acidificantes reguladores de
acidez da sobre o desempenho zootécnico, morfometria e microbioma intestinais,
biometria de drgdos digestérios e ndo digestorios, gasometria sanguinea e perfil
bioquimico e antioxidante sanguineo em leitdes de creche, além da avaliacdo do
potencial de oxirreducdo da agua. O estudo foi conduzido em uma granja comercial,
com 1.080 leitoas, hibridas de linhagem comercial (6,81 + 0,29 kg), designados em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, constituido por trés tratamentos:
(1) pH7.39 - pH da agua natural em 7,39 (controle); (2) pHs31 - pH da agua de bebida
acidificada em 5,31 e (3) pHs 40 -pH da &gua de bebida acidificada em 3,40, com oito
repeticOes por tratamento e 45 leitdes por baia como a unidade experimental. O produto
comercial utilizado era composto a base de acido ascorbico (450,00 mg/kg), &cido
citrico (13,00 g/kg), acido fosforico (773,50 g/kg), fosfato monossédico (400,00
mg/kg), nucleotideos, aminoacidos e palatabilizantes. O periodo experimental teve
duracdo de 30 dias. Os diferentes niveis de acidificacdo na &gua promovem maior
potencial de oxirreducdo conforme decréscimo do pH da dgua. Ndo houve efeito da
acidificacdo na agua sobre o desempenho zootécnico. O consumo hidrico na fase pré-
inicial foi maior conforme a reducdo do pH da agua e na fase inicial 11, o grupo sem
acidificantes teve o maior consumo hidrico médio por animal. Os animais que
receberam &gua de bebida com menor pH (pHsa0) tiveram redugdo nos valores
plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).
Né&o houve influéncia da acidificacdo da 4gua de bebida em fase de creche (p>0,05) na
gasometria sanguinea de leitdes, nem sobre o comprimento do intestino delgado
(p>0,05). Foi observada diferenca entre os tratamentos (p<0,05) nas concentracfes de
proteinas totais, em que aquele com pHs4 da agua de bebida apresentou menor
concentragdo de proteinas. O tratamento com pHs 4o da agua de bebida apresentou as
maiores profundidades das criptas do jejuno e teve a menor relacdo altura das

vilosidades: profundidade das criptas do jejuno. O melhor perfil de colonizacdo
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bacteriana foi obtido nos animais tratados com agua acidificada com pHs 4o, favorecendo
bactérias benéficas como Lactobacillus e demais bactérias do Filo Firmicutes, e inibindo
as da familia Enterobacteriaceae. A acidificacdo da &gua de bebida dos leitbes para
pH3 .40 utilizando um produto comercial a base de &cido ascorbico, acido citrico, acido
fosforico e fosfato monossodico, nucleotideos e realcadores de sabor, proporciona
aumento do potencial de oxirreducdo da agua, promove maior peso de 6rgdos com
funcdes metabolicas e imune, promove reducdo da mortalidade e alteracdes no perfil
sanguineo, modula beneficamente a microbiota mostrando capacidade de reducdo da

carga fecal de E. coli.

Palavras-chave: Aditivo acido, microbiota intestinal, oxirredugéo, pH
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CONTINUOUS ACIDIFICATION OF WEANED PIGLETS DRINKING
WATER: EFFECTS ON PERFORMANCE AND HEALTH

Abstract : Post-weaning piglets are susceptible to enteric infections, so an
alternative to the use of antibiotics in feed is the addition of acidifiers to the drinking
water. Therefore, the aim was to evaluate the effects of continuous acidification of
drinking water through the use of a product based on acidifiers that regulate the acidity
of drinking water on zootechnical performance, intestinal morphometry and
microbiome, biometry of digestive and non-digestive organs, gasometry blood profile
and blood biochemical and antioxidant profile in nursery piglets, in addition to the
evaluation of the redox potential of water. The study was conducted in a commercial
farm, with 1,080 female piglets, hybrids of commercial lineage (6.81 + 0.29 kg),
distributed in an completely randomized design, consisting of three treatments: (1)
pH7 .39 - natural water pH at 7.39 (control); (2) pHs.31 - pH of acidified drinking water at
5.31 and (3) pHs.40 - pH of acidified drinking water at 3.40, with eight replicates per
treatment and 45 piglets per pen as the experimental unit. The commercial product used
was composed of ascorbic acid (450,.0 mg/kg), citric acid (13.00 g/kg), phosphoric acid
(773.50 g/kg) and monosodium phosphate (400.00 mg/kg), nucleotides, amino acids
and palatabilizers. The experimental period lasted 30 days. The different levels of
acidification in the water promote a greater redox potential as the pH of the water
decreased. There was no effect of water acidification on zootechnical performance. The
water consumption in the pre-initial phase was higher as the pH of the water decreased
and in the initial phase 11, the group without acidifiers had the highest average water
consumptions per animal. Animals that received drinking water with a lower pH (pHs.40)
had a reduction in plasma levels of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST). There was no influence of the acidification of the drinking
water in the nursery phase (p>0.05) on the blood gas analysis of piglets or on the length
of the small intestine (p>0.05). Differences were observed between treatments (p<0.05)
in total protein concentrations, with drinking water pHs40 having the lowest protein
concentration. The treatment with pHz4o of the drinking water showed the greatest
depths of the jejunal crypts and had the lowest villus height: depth of the jejunal crypts
ratio. The best bacterial colonization profile was observed in animals treated with
acidified water at pHs.40, favoring beneficial bacteria such as Lactobacillus and other
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bacteria of the Phylum Firmicutes, and inhibiting those of the Enterobacteriaceae
family. The acidification of the piglets’ drinking water to pHz .o using a commercial
product based on ascorbic acid, citric acid, phosphoric acid and monosodium phosphate,
nucleotides and flavor enhancers, provides an increase in the redox potential of water,
promotes greater organ weight with metabolic and immune functions, promotes
reduction in mortality and changes in the blood profile, as well as beneficially modulates

the microbiota, showing the ability to reduce the fecal burden of E. coli.

Keywords: Acid additive, intestinal microbiota, redox, pH
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3.1 Introducéo

Os leitdes passam por mudancas abruptas no periodo pds-desmame devido a
introducdo da dieta sélida, hierarquizacdo social e o fim da imunidade lactogénica,
refletindo em elevados niveis de estresse (ZHENG et al., 2021; WElI et al., 2021). Esses
fatores estressores reduzem o consumo de ragdo e a digestdo de nutrientes, e podem
provocar a ocorréncia de diarreias. Além disso, a transicdo do desmame coincide com
maior pH estomacal porque a acidificacdo do estbmago via secre¢do de HCI é reduzida
(LINGBEEK et al., 2021), atribuida a imaturidade do sistema digestorio e mudancas
dietéticas. Isso contribui para a suscetibilidade dos leitdes as infeccGes entéricas e
compromete a atividade da pepsina no estbmago (ativa apenas em meio &cido),
reduzindo a digestdo proteica (NOWAK et al., 2021) e, consequentemente, 0
desempenho zootécnico é prejudicado (CANIBE et al., 2022).

Nesse contexto, a adicdo de acidificantes na agua de bebida € uma alternativa
em potencial para melhorar resultados na producdo, principalmente em fase de creche,
assim como € uma estratégia para a reducao no uso de antibiéticos em dietas para leitGes
desmamados (PEARLIN et al., 2020). Em resumo, os &cidos organicos e inorganicos
sdo substancias acidificantes com papel benéfico no desempenho devido a reducédo do
pH e da sua agdo antimicrobiana (NGUYEN; SEOK; KIM, 2020). Eles promovem
maior taxa de crescimento e reducdo da mortalidade em leitdes desmamados,
melhorando a capacidade antioxidante e da microbiota intestinal (XU et al., 2022).
Fundamentado nisso, 0 uso de acidificantes via agua proporciona maior ingestdo e
quantidade de &cidos alcancando o trato gastrintestinal do animal, permitindo que a
dosagem de &cidos possa ser alterada (ESCUREDO et al., 2016).

Além disso, alguns acidos (por exemplo, o &cido citrico que tem sabor
agradavel) quando fornecidos em dosagens corretas, via agua de bebida, tém efeito
inibitério nos microrganismos e promovem melhorias no cheiro e palatabilidade,
estimulando o consumo de racdo (NOWAK et al., 2021). Especificamente, os acidos
organicos (ascorbico e citrico) e inorganico (fosférico), quando combinados, atuam em
diferentes por¢es do trato gastrintestinal do leitdo e podem ser fornecidos via dgua e/ou
na dieta, com propriedades antioxidantes ou de reducdo do pH estomacal
(SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). Nesse sentido, a forma dissociada do acido €

responsavel por reduzir o pH do meio e favorecer as func¢des digestorias, bem como
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conferir efeito bacteriostatico (NGUYEN; SEOK; KIM, 2020), enquanto a indissociada
garante a efetividade antimicrobiana do produto, exercendo efeito bactericida (DENCK;
HILGEMBERG; LEHNEN, 2017).

Coletivamente, Lingbeek et al. (2021) constataram que a ingestdo de &cidos
graxos de cadeia curta livres e tamponados na agua modificou beneficamente a
microbiota e melhorou a eficiéncia alimentar de leitdes. Também, Busser et al. (2011)
mostraram que a reducdo do pH da &gua de bebida usando uma mistura de &cidos
organicos (acido latico, férmico, propidnico e acético) para leitdes recém-desmamados
reduziu a carga de Escherichia coli na excregdo fecal e a ocorréncia de diarreias pos-
desmame. Xu et al. (2022) verificaram que a adicdo de um acidificante (19% é&cido
férmico + 19% acido acético + 3,5% acido propidnico + 15% &cido latico) na agua de
bebida de leitbes desmamados melhorou significativamente o crescimento, a microbiota
intestinal e capacidade antioxidante total sérica.

No entanto, a compreensao dos efeitos do uso de acidificantes comerciais na
agua de bebida para leitdes desmamados ainda é limitada. Dessa forma, a hipdtese da
presente pesquisa é de que a adicdo do acidificante na agua de bebida para leitGes
desmamados pode reduzir o pH do trato gastrintestinal e exercer acdo antimicrobiana,
potencializando a capacidade antioxidante sanguinea para melhora do desempenho
zootécnico. Portanto, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos da adicdo de uma
mistura comercial de &cidos organicos e inorganicos via agua de bebida sobre o
potencial de oxirreducdo da agua, desempenho zootécnico, perfis bioquimico, de
gasometria e antioxidante sanguineos, morfometria intestinal, biometria de 6rgdos
digestdrios e ndo digestorios, e microbioma intestinal de leitbes em fase de creche

alimentados com dietas comerciais.

3.2 Material e métodos

O protocolo de pesquisa (nimero 02/2022) foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais de Producdo da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(Unioeste). Todos os meétodos foram realizados de acordo com as diretrizes e
regulamentos pertinentes as diretrizes ARRIVE 2.0 (https://arriveguidelines.org/arrive-

guidelines). O estudo foi conduzido em uma granja experimental.
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3.2.1 Animais, delineamento experimental e alojamento

Previamente ao periodo experimental, os animais tiveram trés dias de adaptacéo
ao ambiente de alojamento, alimentados com uma dieta comercial basal, seguido de 30
dias de avaliacdo. O experimento envolveu 1.080 leitbes, todas fémeas, hibridos de
linhagem comercial (Landrace x Large White, desmamados aos 26 dias de idade,
pesando 6,81 + 0,29 kg, e originados em cinco granjas distintas) designados
aleatoriamente em um delineamento experimental inteiramente casualizado, constituido
por trés tratamentos de oito repeticdes de baias. Um total de 45 leitbes foram alocados
por baia como unidade experimental.

Os leitdes foram identificados e alojados em uma instalacdo de alvenaria,
coberta com telhas de fibrocimento e forro, com baias suspensas (4,00 m x 4,00 m) e
piso de plastico vazado de polietileno, dispostas em duas fileiras e divididas por um
corredor central. Cada baia era equipada com comedouro automatico central e
bebedouros pendulares na proporcao de uma chupeta para até 12 leitdes.

A temperatura ambiente do ar da instalacdo foi registrada em temperatura
minima de 19,3°C e maxima de 36,3°C, com média de 26,8°C durante o periodo
experimental, utilizando-se um termémetro digital com sensor externo (marca Asko,
modelo Ak23, Sdo Leopoldo, RS, Brasil), enquanto a umidade relativa do ar média foi
de 72%, com minima de 42% e maxima de 92%. A ventilacdo da instalacdo foi
proporcionada de maneira natural com o auxilio de um dispositivo de controle
automatico das cortinas (marca Greenfeel, modelo Atom-2, Marechal Candido Rondon,
PR, Brasil). Esse dispositivo regula a altura das cortinas conforme a direcdo do vento
e/ou temperatura ambiente interna, ou conforme o tempo programado para ndo haver
acumulo de gases dentro da instalacdo. O aquecimento das baias foi realizado por
equipamentos a gas (turbinas a gas Big Dutchman, Araraquara, SP, Brasil). O
fornecimento de luz consistiu no fotoperiodo natural.

No 9° dia de experimentacéo, 0s animais receberam a segunda dose das vacinas
imunizantes contra os agentes patogénicos Streptococcus suis sorotipo 9 (Govaxx® -
Vaxxinova, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) e Glaesserella parasuis (Hipra
Glasser®, Laboratorio Hipra S.A., Porto Alegre, RS, Brasil), fornecidas e aplicadas pela
empresa integradora da unidade de produgéo.

Os manejos de medicacgdes de animais doentes foram mantidos de acordo com



50

0 recomendado pela equipe técnica da empresa integradora, sem causar interferéncia

durante a conducéo do estudo.

3.2.2 Tratamentos experimentais, acidificantes, potencial de oxirreducdo da agua de

bebida e dietas

Os tratamentos testados foram constituidos por 1): pH natural da agua de
bebida em 7,39 (pH7,39) como grupo controle, 2): pH da agua de bebida acidificada em
5,31 (pHs31), € 3): pH da agua de bebida acidificada em 3,40 (pHs.40). O produto
comercial adicionado como acidificante foi um aditivo regulador de acidez para agua
de bebida (pHPerfect Acid®, American Nutrients do Brasil Indlstria e Comércio
Ltda., Teutbnia, RS, Brasil) a base de acido ascorbico com pKa de 4,17 (450 mg/kg de
produto); acido citrico com pKa 1 de 3,15, pKa 2 de 7,1, e pKa 3 de 6,4 (13 g/kg); 4cido
fosforico com pKa 1 de 2,15, pKa 2 de 7,1, e pKa 3 de 12,4 (773,5 g/kg); tamponante
fosfato monossadico (400 mg/kg) e nucleotideos (inosinato e guanilato).

A acidificacdo da agua de bebida foi realizada por meio de bombas dosadoras
automaticas (Exatta, modelo EXD, série digital, Palhoca, SC, Brasil). A quantidade de
acido utilizada em cada tratamento foi de acordo com o necessario para manter o pH
estabelecido. Essa dosagem foi realizada automaticamente por uma bomba dosadora no
boiler de mistura. Toda &gua utilizada na granja foi clorada (com concentracGes entre 1
a 3 ppm) via dosador clorador automatico de alta presséo (Kobra® 11/2”’, Londrina, PR,
Brasil), dentro do intervalo de 0,2 a 5 ppm, seguindo as recomendacdes da Portaria n°
888 de 2021, do Ministério da Saude do Brasil. Diariamente era realizada a aferi¢do do
percentual de cloro disponivel na dgua. Para garantir os valores exatos da acidificacdo
e cloracdo da 4gua em cada baia, as leituras de pH e cloro da dgua foram realizadas
diariamente a cada 12 horas (06h00 e 18h00), aferindo-se uma chupeta por baia. A
afericdo da cloracgéo era feita no registro de 4gua da granja antes da entrada da agua nos
tratamentos correspondentes.

O potencial de oxirreducdo da 4gua (ORP) e pH da agua foram mensurados
duas vezes ao dia (06h00 e 18h00), utilizando um medidor de ORP portatil (Akso AK60,
S&o Leopoldo, RS, Brasil) e de pH portatil (Asko AK90, Sdo Leopoldo, RS, Brasil),
respectivamente. Os valores de pH e de ORP de cada baia foram registrados para
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calcular a média de cada baia e tratamento ao final do periodo experimental.

As dietas peletizadas foram fornecidas pela empresa integradora (Cooperativa
Agroindustrial Copagril, Marechal Candido Rondon, PR, Brasil), formuladas a base de
milho e farelo de soja e suplementadas com aminoécidos industriais, proximas aos
limites das exigéncias nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017). Os animais
tiveram acesso ad libitum a dieta e agua durante todo o periodo experimental, que foi
dividido em trés fases experimentais (Tabela 2): 1) pré—inicial (1 a 9 dias), 2) inicial |
(10 a 15 dias) e 3) inicial 11 (16 a 30 dias). Os leitdes foram alimentados com diferentes
regimes alimentares em cada fase.

A dieta utilizada durante a experimentacdo foi fornecida pela empresa
integradora da granja e continha antibidticos e ingredientes que ndo foram alterados
durante a condugdo do presente estudo, pois 0 proposito era avaliar a inclusdo do
produto testado a base de &cidos organicos e inorganicos via agua de bebida, de forma

continua, dentro da realidade da granja.
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Tabela 2. Composicdo das dietas comerciais fornecidas aos leites de creche (como
base alimentada, g/kg)

Item Fases experimentais
Pré-inicial Inicial | Inicial 11
Ingredientes
Milho moido, 7,86% de PB 391,0 503,0 648,5
Farelo de soja, 45,4% de PB 160,0 220,0 280,0
Acucar 30,0 - -
Aglutinante - - 1,50
Oleo de soja degomado 15,0 20,0 15,0
Concentrado 40%!? 400,0 - -
Concentrado 25%?2 250,0 50,0
Premix pré-inicial® 4,0 - -
Aditivo dysantic® - 1,0 1,0
Premix inicial I - 6,0 -
Premix inicial 11° - - 4,0
Composicéo quimica calculada
Energia metabolizével, kcal/kg 3.434,0 3.412,0 3.336,0
Proteina bruta, g/kg 219,2 219,0 188,6
Fibra bruta, g/kg 15,3 20,8 24,3
Lisina digestivel, g/kg 13,3 13,1 12,1
Met + Cis digestivel, g/kg 7,7 7,3 7,2
Treonina digestivel, g/kg 8,4 8,3 7,8
Triptofano digestivel, g/kg 2,3 2,1 2,1
Valina digestivel, g/kg 9,0 8,9 8,1
Célcio total, g/kg 8,6 7,9 5,6
Faésforo disponivel, g/kg 5,2 54 4,4
Saédio, g/kg 39,3 34,0 29,4
Lactose, g/kg 100,0 50,0 -
Extrato etéreo, g/kg 68,0 60,1 46,4
Equilibrio acido-béasico mEqg/kg 222,1 219,2 214,6
Composicdo quimica analisada
Energia bruta, kcal/kg 4.204,0 4.212,0 4.108,0
Proteina bruta, g/kg 213,2 216,7 182,1
Célcio total, g/kg 59 5,3 3,9
Faésforo total, g/kg 59 55 6,1
Extrato etéreo, g/kg 64,3 50,9 44,0

L3Contetdo por kg de dieta: proteina bruta (min) 200,00 g, extrato etéreo (min) 40,00 g, fibra bruta (max) 30,00 g,
matéria mineral (max) 150,00 g, nucleotideo 60,00 mg, umidade (méax) 130,00 g, carvacrol 24,00 mg, carnitina (min)
98,00 mg, lisina (min) 13,40 g, metionina (min) 4.400,00 mg, treonina (min) 8.800,00 mg, triptofano (min) 2.600,00
mg, valina (min) 9.200,00 mg, calcio (min) 7.002,00 mg (méax) 8.002,00 mg, cobre (min) 130,00 mg, cromo (min)
0,40 mg, ferro (min) 99,00 mg, fésforo (min) 6.000,00 mg, iodo (min) 1,50 mg, manganés (min) 59,90 mg, selénio
(min) 0,63 mg, sédio (min) 3.500,00 mg, zinco (min) 2.500,00 mg, 4acido Fdélico (min) 1,26 mg, acido pantoténico
(min) 36,00 mg, biotina (min) 0,36 mg, colina (min) 720,00 mg, niacina (min) 63,00 mg, vitamina A (min) 9.900,00
Ul, vitamina B1 (min) 4,50 mg, vitamina Bi2 (min) 54,00 mcg, vitamina B2 (min) 11,70 mg, vitamina Bs (min) 6,30
mg, vitamina D3 (min) 3.150,00 UI, vitamina E (min) 45,00 Ul, vitamina K (min) 5,40 mg, 4cido butirico 1.094,40
mg, acido fosforico 550,00 mg, &cido fumarico 7.960,00 mg, Bacillus licheniformis 640,00 x 108 UFC, Bacillus
subtilis 640,00 x 10® UFC, beta mananase 64.000,00 U, fitase 2.000,00 FTU, mananoligossacarideos 68,00 mg,
protease 3.000,00 U, clorohidroxiquinolina 119,99 mg, amoxicilina 400,00 mg, cloridrato de clortetraciclina 350,00
mg, sulfametazina 262,50 mg, trimetoprim 52,50 mg. 2*Contelido por kg de dieta: proteina bruta 210 g, umidade 130
g; fibra bruta 25 g; matéria mineral 55 g; extrato etéreo 60 g, amoxicilina 400 mg; sulfato de colistina 200 mg;
cobre 204,9 mg, ferro 103,9 mg, iodo 1,55 mg, manganés 62,5 mg, selénio 633 mcg, zinco 5.310 mg, carvacrol 1
mg, nucleotideos 37,5 mg, carnitina 100 mg, lisina 6,62 g, metionina 2.375 mg, treonina 4,07 g, triptofano 1.050
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mg, célcio 5,57 g, fésforo 3.750 mg, cromo 400 mcg, sédio 3.250 mg, acido félico 1,12 mg, acido pantoténico 32
mg, biotina 320 mcg, colina 720 mg, niacina 56 mg, vitamina A 8.800 Ul, vitamina B1 4 mg, vitamina B12 48 mcg,
vitamina B2 10,4 mg, vitamina Be 5,6 mg, vitamina D3 2.800 Ul, vitamina E 40 Ul, vitamina Kz 4,8 mg, acido
fumarico 6,25 g, Bacillus licheniformis 640 x 10% UFC, Bacillus subtilis 640 x 108 UFC, beta-mananase 64.000 U,
celulase 22,5 U, fitase 500 FTU, protease 3.750 U, clorohidroxiquinolina 120 mg, extrato de tomilho 19 mg, farinha
de alfarroba 7,1 mg. 2°Contetido por kg de dieta: proteina bruta 185 g, umidade 130 g, fibra bruta 30 g, matéria
mineral 50 g, extrato etéreo 40 g, amoxicilina 400 mg, ivermectina 2 mg, tiamulina 176 mg, cobre 202 mg, ferro 97
mg, iodo 21,42 mg, manganés 58 mg, selénio 524,5 mcg, zinco 143,9 mg, carvacrol 1 mg, nucleotideos 37,5 mg,
carnitina 100 mg, lisina 3.750 mg, metionina 1.825 mg, treonina 2.045 mg, triptofano 364 mg, célcio 3,75 g, cromo
400 mcg, fésforo 2.000 mg, sédio 2.750 mg, acido félico 910 mcg, acido pantoténico 26 mg, biotina 259,5 mcg,
colina 500 mg, niacina 45,5 mg, vitamina A 7150 Ul, vitamina B1 3,25 mg, vitamina B12 39 mcg, vitamina B2 8,45
mg, vitamina Be 4,55 mg, vitamina D3 2250 U, vitamina E 32,5 UI, vitamina K3 3,89 mg, acido citrico 10,05 mg,
acido fumarico 2,9g, acido propibnico 876 mcg, beta-mananase 64000 U, celulase 22,5 U, fitase 500 FTU, protease
3750 U, clorohidroxiquinolina 120 mg, extrato de tomilho 19 mg, farinha de alfarroba 28,5 mg.

Fonte: Dados da pesquisa (2023).

3.2.3 Andlise das dietas

A composic¢do quimica das amostras de dietas (= 200 g) foi analisada conforme
descrito pela AOAC (2019). As amostras foram combinadas por fase e secas em uma
estufa de ar forcado (marca Tecnal, modelo SF-325 NM; Piracicaba, SP, Brasil) a 55°C
durante 72 h. Todas as amostras foram moidas em um moinho tipo micro pulverizador
(Solab, modelo SL-38; Sao Paulo, SP, Brasil), e armazenadas em recipientes plasticos
identificados. A matéria seca foi determinada de acordo com o método n° 930.15. A
proteina bruta foi determinada pelo procedimento Kjeldahl, seguindo o método n°
984.13, célcio (método 968.08) e fdosforo (método 931.01). O extrato etéreo foi
determinado de acordo com o método no. 920.39. A energia bruta foi determinada no
laboratdrio de nutricdo animal usando uma bomba calorimétrica (IKA®, modelo C200,
Wilmington, Carolina do Norte, EUA).

3.2.4 Desempenho zootécnico e mortalidades

Os leitbes foram pesados em grupos nos dias 1, 9, 15 e 30 do experimento com
0 auxilio de uma balanga digital (Modelo UL-50, Marca DIGI-TRON, Curitiba, Brasil)
para monitoramento do peso corporal inicial (PCI), peso corporal final (PCF) (kg) e
calculo do ganho de peso diario (GPD) (kg/dia). A dieta fornecida diariamente, as sobras
e os desperdicios no comedouro foram quantificados nos dias 9, 15 e 30 para calcular o
consumo de racdo diario médio (CRDM) (kg/dia). De posse desses dados, a eficiéncia

alimentar para ganho (EA) (kg/kg) foi calculada por meio do GPD:CMDR.
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Para avaliacdo da mortalidade, os obitos foram anotados conforme a baia e o
tratamento correspondente, e 0 animal era retirado e pesado para correcao dos dados de
desempenho zootécnico, de acordo com equagles adaptadas de Sakomura e Rostagno
(2016).

3.2.5 Perfis bioquimico, de gasometria e antioxidante sanguineos

Ao final da fase inicial Il (no dia 29, 08h30, sem jejum), 24 leitoas de cada
tratamento (trés por repeticdo) foram selecionadas para a colheita de sangue baseado no
peso corporal mais proximo a média na baia. Um total de 20 mL de sangue foi colhido
via puncdo da veia cava cranial anterior, usando seringas descartaveis e agulhas de
calibre 0,70 x 30 mm. Entéo, o sangue foi acondicionado, individualmente, em tubos de
ensaio de vidro 16x100 mm, 10 mL (Perfecta Labimport, Piracicaba, SP, Brasil),
devidamente identificados, contendo fluoreto de potéssio para anélise de concentragdes
de glicose; heparina para determinar as concentragbes de ureia, colesterol, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gasometria; e sem
anticoagulante para as concentracGes de albumina. Os tubos foram identificados e
alocados dentro de uma caixa de isopor contendo gelo (= 4°C).

As amostras sanguineas para andlise de gasometria (oito animais de cada
tratamento) foram enviadas a um laboratério privado (UNILAB, Marechal Céandido
Rondon, PR, Brasil) e determinadas em um analisador hematolégico automatico (marca
Roche, modelo Cobas® b 123, Sdo Paulo, SP, Brasil) para a quantificacio de pressdo
parcial de oxigénio (PO2) e de gas carbbnico (PCO2), potencial hidrogenibnico (pH),
dioxido de enxofre (SO3), balanco eletrolitico (BE), excesso de base no sangue e no
fluido extracelular (BEkecf), bicarbonato de sédio (CHCO3), contetdo total de oxigénio
(CTOy), anion gap (AG), lactato (Lac), potassio (K*), sédio (Na*), hematdcrito (Hct),
hemoglobina (Hb), cloro (Cl) e calcio (Ca?").

Para as demais andlises sanguineas, as amostras foram centrifugadas
(centrifuga analdgica 80-2B, Centrilab, Cedral, Sdo Paulo, Brasil) a 3.000 rpm por 10
min em temperatura ambiente. Em seguida, = 3 mL do sobrenadante de cada tubo foi
coletado com o auxilio de uma micropipeta e transferido para tubos de polietileno tipo

eppendorf, em duplicata técnica, e armazenados em freezer a -20°C. As andlises de
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albumina (método colorimétrico, ref. 419), ALT (método cinético ref. 422), ureia
(método enzimatico-colorimétrico, ref. 427E) e glicose (método enzimatico-
colorimétrico, ref. 112E) foram determinadas por espectrofotometria (modelo Bel
SPECTRO S05, marca Bel Engineering, Monza, LOM, Itlia) no laboratério de analises
sanguineas da Unioeste, utilizando-se kits comerciais especificos da marca Gold
Analisa Diagnostica® (Belo Horizonte, MG, Brasil).

As amostras séricas do sangue foram armazenadas a -80°C e enviadas a um
laboratorio comercial (IMUNOVA, Curitiba, PR, Brasil), para andlises de
concentracgdes de glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD) e proteinas
totais.

A atividade de GPx com peroxido de hidrogénio (H20) foi determinada de
acordo com o método descrito por Regoli e Principato (1995). O meio reacional
continha, além da amostra, 1,0 mM de EDTA, 1,0 mM de azida sodica, 1,0 mM de
ditiotreitol, 0,48 mM de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reduzido (NADPH),
7,0 mM de GSH, 1 U/mL de glutationa redutase e 0,50 mM de H>O2 em solugéo tampéo
fosfato de potéassio 0,1 M, pH 7,0. A reacdo foi conduzida a 25°C. O consumo de
NADPH foi continuamente registrado no espectrofotémetro a 340 nm. A atividade de
GPX foi determinada usando o coeficiente de absortividade milimolar do NADPH (£340
= 6,22 mM* cm™?). A atividade de GPx foi expressa em pumol de NADPH consumido
por min.

Para as analises da SOD, as amostras foram homogeneizadas em solugéo
tampdo fosfato de potassio pH 6,5 e centrifugadas a velocidade de 10.000 g durante 20
min sob uma temperatura de 4°C. A atividade desta enzima foi quantificada através da
capacidade da SOD presente no tecido em inibir a auto-oxidagao do reagente pirogalol
(GAO etal., 1998). Para isso, 60 uL de cada amostra homogeneizada foi adicionada em
uma solucao contendo 1327,5 pL de tampao Tris HCl (0,4M, pH 8,9). Logo apos
agitadas em vortex, foi adicionado 75 pL de solu¢do com pirogalol 15 mM. Apds
incubacéo de 30 minutos, em temperatura ambiente, a reagéo foi interrompida com 37,5
pL de solucdo de HCl a IN. A leitura foi feita em leitor de microplaca a 440 nm. A
quantidade de enzima que inibiu a reacdo em 50% (IC50) foi definida como uma
unidade de SOD, e a atividade da enzima foi expressa em unidades de SOD por
miligrama de proteina total (U SOD.mg proteina™).

A quantificagéo de proteinas nas amostras foi feita em microplacas, utilizando
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albumina bovina como padrao (BRADFORD, 1976). Foram utilizados 10 pL da amostra
(homogeneizadas em tampéao fosfato de potassio, pH 6,5, centrifugadas em 10,000 g,
sob temperatura de 4°C, durante 20 min, diluidas 1:10) em cada po¢o da microplaca,
que reagiram com 250 pL de solugdo de Bradford. A leitura foi realizada em leitor de
microplaca, a 595 nm. A concentracdo encontrada de proteinas foi expressa em mg de
proteina® utilizada para o calculo dos parametros anteriores, que S30 expressas na

concentracdo de enzimas por miligrama de proteina total.

3.2.6 Procedimentos de abate e morfometria intestinal

No dia 30 de experimentacdo, um total de 15 animais por tratamento foram
selecionados aleatoriamente (14 animais oriundos de sete baias, ou seja, dois leitdes
dentro da mesma baia, e um animal oriundo da baia restante, totalizando 45 animais)
para abate e colheita de amostras bioldgicas. Os animais abatidos ndo foram os mesmos
doadores de sangue. Os animais foram abatidos em um frigorifico comercial regional
(Marechal Candido Rondon, PR, Brasil), apds um periodo de jejum de 8 a 10h,
insensibilizados por eletronarcose (240 volts por 3 segundos) e eutanasiados por
exsanguinacdo (BRASIL, 2018).

Imediatamente ap6s o abate, dois fragmentos de 3 cm foram coletados do
jejuno e ileo dos animais abatidos para mensurar a altura de vilosidades (AV),
profundidade de criptas (PC) e a relacdo AV:PC. As amostras de jejuno foram extraidas
mensurando 1,5 m da juncdo ileocecal no sentido cranial do intestino delgado, enquanto
do ileo foram extraidas a 15 cm da juncéo ileocecal no sentido cranial (GRANDO et al.,
2023). Apos, os fragmentos foram lavados com solucéo fisioldgica (cloreto de sodio
0,9%) e colocados em recipientes plasticos esterilizados, contendo solucdo preparada
de formalina neutra tamponada a 10% (100 mL de formaldeido 37,5%, 900 mL de 4gua
destilada, 4 g de fosfato de s6dio monobaésico e 6,5 g de fosfato de sodio dibasico)
(GRANDO et al., 2023). As amostras foram enviadas a um laboratorio comercial
(Mercolab laboratérios, Cascavel, PR, Brasil) para proceder o emblocamento em
parafina, coloragdo com hematoxilina e eosina, e preparacdo das laminas (KRAIESKI
etal., 2017).

As analises histologicas foram realizadas por meio de um microscopio optico
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(modelo CX31RTSF, marca Olympus, Toquio, Japdo) e sistema computacional
ToupView x86. A leitura da altura de 10 vilosidades e suas respectivas criptas foram

realizadas em cada fragmento para calcular a relagdo AV:PC.

3.2.7 Biometria de 6rgéos digestorios e ndo digestorios

O estdbmago, o figado com vesicula biliar, o intestino delgado (duodeno, jejuno
e ileo), e os 6rgédos nado digestorios (coracdo, baco e rins) foram pesados em uma balanca
digital (marca Maxon, modelo MX-111, China). O comprimento do intestino delgado

foi mensurado utilizando-se uma fita métrica.

3.2.8 Microbioma intestinal

Aproximadamente 5g de contetdo do intestino grosso foi coletado
imediatamente apds o abate dos animais e transferido para frascos estéreis de coleta
universal de 50 mL (marca Jprolab, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). As amostras
foram acondicionadas em uma caixa contendo gelo (= 4°C) e enviadas para a
UNIOESTE, sendo armazenadas em freezer a -20°C, permanecendo assim até o envio
para o laboratério onde foi realizada a analise (IMUNOVA, Curitiba, PR, Brasil).
Visando o envio das amostras para analise, estas foram acondicionadas em caixa térmica
contendo gelo seco e lacradas, para a manutencdo da integridade do gelo seco. Para a
extracdo do DNA das amostras utilizou-se o kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrep®
(Zymo Research, Irvine, California, Estados Unidos), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria
a 260 nm. Todas as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1%
para avaliar a sua integridade, coradas em brometo de etidio e observadas em camara
com luz ultravioleta (Loccus, LTB-21x26, Cotia, SP, Brasil).

Posteriormente, amplificou-se um segmento de aproximadamente 460 bases da
regido hipervariavel V3V4 do gene ribossomal 16S rRNA, utilizando-se os primers
universais. Para a reacdo de amplificagdo foram utilizadas as seguintes condicdes:

desnaturacdo inicial a 95°C por 3 min, 25 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C
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por 30 s, e amplificacdo final a 72°C por 5 min.

A partir desses amplificados foi construida a biblioteca metagenémica
utilizando-se o kit comercial Nextera DNA Library Preparation Kit da Illumina® (San
Diego, Califérnia, Estados Unidos). Os amplificados foram reunidos em pools e
sequenciados em um sequenciador MiSeq™ da Illumina® (DEGNAN; OCHMAN,
2012). As leituras obtidas no sequenciador foram analisadas na plataforma quantitative
insights into microbial ecology (CAPORASO et al., 2010; 2011), sequindo-se um fluxo
de trabalho desde a remogéo de sequéncias de baixa qualidade, filtracdo, remocéo de
quimeras e classificacdo taxonémica. As sequéncias foram classificadas em géneros
bacterianos por meio do reconhecimento de variantes de sequéncias de amplicons
(ASVs) e, portanto, considerou-se a homologia entre as sequéncias quando comparadas
com uma base de dados. Para comparar as sequéncias foi utilizada a atualizagéo (SILVA
138) do ano 2019 do banco de dados de sequéncias ribossomais SILVA database
(YILMAZ et al., 2014). Para gerar a classificacdo das comunidades bacterianas por
identificacdo de ASVs foram utilizadas 23.177 leituras por amostra para normalizar os

dados e ndo comparar amostras com diferentes nimeros de leituras.

3.2.9 Procedimentos estatisticos

Antes de avaliar a analise de variancia (ANOVA) ou covariancia (ANCOVA),
foi realizada a detec¢éo de outliers (valores maiores ou iguais a trés desvio-padrao foram
considerados como influentes). A normalidade dos erros experimentais e a
homogeneidade de variancias entre os tratamentos para as variaveis foram avaliadas
previamente utilizando-se os testes de Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente. O
modelo estatistico incluiu o efeito fixo de tratamento, e erro residual como efeito
aleatdrio. O peso corporal inicial dos leitdes foi usado como covariavel para os dados
de desempenho zootécnico quando significativo (p < 0,05). A baia foi considerada a
unidade experimental, exceto para os dados de abate em que o animal foi a repeticao.

Quando significativos na one-way ANOVA ou ANCOVA (p < 0,05), as
médias entre os tratamentos para as diversas variaveis foram comparadas via teste post
hoc de Student-Newman-Keuls. Quando 0,05 > p < 0,1 foi declarado como tendéncia.

Essas analises foram realizadas utilizando o software estatistico Statistical Analysis
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System (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA).

A identificacdo de outliers para as enzimas antioxidantes foi feita de acordo
com o teste de ROUT (Q = 1%). O teste Kruskal-Wallis foi aplicado e quando
significativo (p < 0,05), as médias entre tratamentos foram comparadas pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunn.

A comparacdo entre os grupos nas analises de alfa diversidade foi realizada
pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, com p < 0,05 declarado como significativo. As
analises para beta diversidade foram realizadas através de perMANOVA presente no
pipeline do QIIME 2, utilizando um namero de 10.000 permutacdes. As analises de alfa
diversidade foram calculadas pelas bibliotecas phyloseq (MCMURDIE; HOLMES,
2013) e microbiome (LAHTI; SHETTY, 2018). As diferencas nas abundancias relativas
dos taxons entre todos os grupos experimentais foram analisadas com o teste de

Wilcoxon. Essas analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R.

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Potencial de oxirreducdo da &gua e pH da agua de bebida, desempenho zootécnico

e mortalidades

O pHs40 promoveu (p = 0,001) maior ORP em comparacdo aos demais
tratamentos, bem como o pHs 31 gerou maior ORP do que 0 pH7,39 (Tabela 3). Menor (p
=0,005) consumo hidrico total foi obtido em leitdes na fase inicial 1l do tratamento que
ingeriram agua em pHs31 comparados aos com pH739 ou pHsa40. Entretanto, para a
mesma fase, os animais do grupo controle tiveram (p = 0,001) maior consumo hidrico

por animal em comparacao aos leitdes com acidificagdo na agua de bebida.
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Tabela 3. Efeito de acidificantes na agua de bebida sobre o potencial de
oxidagao/redugdo (ORP) da &gua e consumo hidrico diario de leitdes em fase de creche
(n = 8 repeticdes de baias por tratamento)

Ly Tratamentos? 2

Variaveis oH73% oHss1 oHaz0 EPM p-value

ORP (mV) 438,53¢ 608,81° 781,06° 29,408 <0,001
Fase pré-inicial (diala9)

CHT (L) 756,91 1.013,64 1.100,91 70,913 0,119

CHPA (L) 2,11 2,82 3,07 0,198 0,118
Fase inicial I (dia 10 a 15)

CHT (L) 1.388,50 1.120,17 1.358,83 116,55 0,616

CHPA (L) 4,14 3,35 3,937 0,35 0,653
Fase inicial Il (dia 16 a 30)

CHT (L) 1.839,54%  1.184,46" 1.5633,692 74,22 0,005

CHPA (L) 5,732 3,76° 4,69° 0,23 0,001
Periodo total (dia 1 a 30)

CHT (L) 1.352,37 1.108,57 1.340,03 53,92 0,115

CHPA (L) 4,08 3,34 3,94 0,170 0,163

#b-c\Médias seguidas de letras minGsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste Student-Newman-
Keuls (p < 0,05).

lorp: potencial de oxidacdo redugdo; CHT: consumo hidrico total; CHPA: consumo hidrico médio por
animal.

2pH7,39: pH natural da agua de bebida em 7,39; pHs31: pH da dgua de bebida acidificada para 5,31;

PH3.40: pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
SEPM: erro padrdo da média agrupado.
Fonte: Dados da pesquisa (2023).

No presente estudo, a utilizacdo de acidificantes de forma continua via dgua de
bebida objetivando a reducdo do pH para consumo dos leitdes em fase de creche
garantiu uma melhor qualidade microbiologica da agua, porque o ORP indica o
potencial de inativacdo de microrganismos e da oxidacdo de materiais organicos. Ainda,
a maioria dos microrganismos sao agentes redutores e, portanto, a maior leitura de ORP
indica maior poténcia da 4gua em oxidar e desinfetar (GONCHARUK et al., 2010). Os
resultados de ORP superiores na agua de bebida indicaram uma agua de melhor
qualidade para o consumo de leitdes do tratamento pHz 4o.

Maiores valores de CHT foram obtidos em leitbes na fase inicial Il que
receberam acidificante na agua com pHsa4o e pHz39 comparados aos do tratamento
pHs 21. Entretanto, quando avaliado o CHPA, o menor consumo hidrico foi para leitGes
que tiveram acidificantes comerciais via agua. Embora foi relatado anteriormente que

alguns acidificantes via dgua (por exemplo, acido citrico), melhoram o cheiro e realcam
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a palatabilidade (NOWAK et al., 2021), hd a hipotese de que as dosagens de
acidificantes via &gua combinados com os acidificantes presentes na dieta causaram um
efeito de sabor desagradavel quando alguns &cidos sdo associados (por exemplo, acido
ascorbico e fosforico) (PARTANEN; MROZ, 1999; LINGBEEK et al., 2021)
diminuindo assim o consumo hidrico.

N&o houve efeito de tratamento sobre o desempenho zootécnico dos animais
(Tabela 4). Entretanto, a mortalidade foi menor (p < 0,001) em leitdes que ingeriram
agua com pHs 40 comparados aos do controle (pH7,39) € pHs 31 nas fases inicial 1 e I1.

O aumento da ingestao de agua é, frequentemente, associado ao maior consumo
de racdo (BUSSER et al., 2011); entretanto, isso ndo foi observado no presente estudo,
corroborando com os resultados de Lingbeek et al. (2021). Alguns acidos organicos e
inorganicos possuem sabores e odores (PARTANEN; MROZ, 1999) que podem reduzir
0 consumo de agua e, consequentemente, de racdo, impactando, assim, negativamente
na taxa de crescimento. Esse achado confirma em partes a falta de resposta no
desempenho zootécnico dos animais neste estudo. Ademais, levantou-se a hipétese de
que para se alcangar o pH desejado (3,40 ou 5,31), uma grande quantidade de
acidificantes foi adicionada na agua de bebida, causando um sabor menos agradavel e

estimulativo ao consumo de agua e dieta dos leitdes.
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Tabela 4. Efeito de acidificantes na agua de bebida sobre o desempenho zootécnico e
mortalidade de leitdes em fase de creche (n = 8 repeti¢bes de baias por tratamento)

Tratamentos 2

Variaveis! EPM?3 p-value
pH739 pHs 31 PH3.40
Pré-inicial (dia 1 a9)
PCI (kg) 6,83 6,80 6,79 0,251 -
PCF (kg) 9,07 9,00 9,08 0,316 0,519
CRDM (kg) 0,26 0,25 0,25 0,007 0,197
GPD (kg) 0,23 0,22 0,23 0,009 0,569
EA (kg:kg) 0,89 0,88 0,92 0,020 0,416
NTA (n) 358,54 358,72 358,36 0,246 0,843
Inicial 1 (dia 10 a 15)
PCF (kg) 11,22 11,22 11,35 0,355 0,525
CRDM (kg) 0,41 0,43 0,43 0,009 0,099
GPD (kg) 0,34 0,34 0,37 0,009 0,106
EA (kg:kg) 0,82 0,78 0,85 0,015 0,143
NTA (n) 335,33" 334,67° 345,002 0,12 <0,001
Inicial 11 (dia 16 a 30)
PCF (kg) 18,31 18,01 17,63 0,504 0,449
CRDM (kg) 0,77 0,77 0,70 0,021 0,106
GPD (kg) 0,49 0,47 0,43 0,017 0,292
EA (kg:kg) 0,63 0,61 0,60 0,014 0,636
NTA (n) 321,53° 315,00° 327,85% 1,10 <0,001
Periodo total (dia 1 a 30)
GPD (kg) 0,35 0,33 0,34 0,011 0,636
CRDM (kg) 0,56 0,56 0,52 0,012 0,086
EA (kg:kg) 0,63 0,60 0,65 0,014 0,332

ab-c\Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste Student-Newman-
Keuls (p < 0,05).

pci: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; GPD: ganho de peso diario; CRDM: consumo de
racdo diario médio; EA: eficiéncia alimentar para ganho; NTA: nimero de animais vivos na fase.
2pH7,39: pH natural da agua de bebida em 7,39; pHs31: pH da dgua de bebida acidificada para 5,31;

PH3 40: pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
SEPM: erro padrdo da média agrupado.
Fonte: Dados da pesquisa (2023).

Quando a acidificacdo da dieta e da 4gua na fase de creche sdo combinadas,
esse manejo pode causar uma menor ingestdo de dieta devido aos altos niveis de &cido
que reduzem a palatabilidade (WALSH et al., 2007). Ainda, as razdes para a variacao
dos resultados de desempenho em leitGes recebendo acidificantes via agua e/ou dieta
sdo atribuidas as dosagens e misturas de acidos testados, composi¢do da dieta controle
e idade dos leitdes (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993).
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A adicao de antibioticos e de agentes antimicrobianos (por exemplo, cobre e
zinco), também influenciam na auséncia de respostas dos acidificantes porque atuam de
maneira analoga. Outro ponto a ser considerado € a pressdo sanitaria da granja e o nivel
de desempenho dos leitdes alojados. Quando os animais sdo mantidos em condicGes de
baixo desafio pos-desmame, a falta de resposta pode ser explicada por uma menor
exposicdo contra patdgenos ou desafios de ambiéncia, bem como pelo fornecimento de
uma dieta balanceada com teores adequados de nutrientes e a eficicia dos aditivos, e ao
estagio de desenvolvimento dos animais (ZHENG et al., 2021), independente dos
grupos avaliados.

Em um estudo anterior, Partanen e Mroz (1999) verificaram que os &cidos
férmicos e formiatos tiveram um efeito positivo no consumo de dieta, enquanto o
fumaérico ndo, e o acido citrico mostrou efeito negativo; porém, esses efeitos também
podem estar relacionados a idade dos leitGes, porque 0s animais mais jovens sao mais
sensiveis as mudancas na palatabilidade da dieta. Também, Busser et al. (2011)
evidenciaram que com uma mistura de acido lactico, férmico, propidnico e acético em
diferentes doses adicionada a agua de bebida de leitdes desmamados, ndo houve
diferencas no CRDM, GPD, PCF ou EA, embora, numericamente, a EA foi melhorada

com a maior dose de acidificante de agua.

3.3.2 Perfis bioquimico, de gasometria e antioxidante sanguineos

Os animais que receberam agua de bebida com pHz 4o tiveram (p < 0,001)
menores concentracdes de ALT e AST no sangue em comparagdo aqueles do grupo
controle e do grupo pHs 31, diferindo (p < 0,001) do resultado obtido nas concentracfes
de colesterol total (Tabela 5).

No presente estudo, a adicdo de acidificantes na agua de bebida com pHz 4 ndo
provocou danos hepéticos aos animais devido aos resultados de valores enzimaticos
encontrados na atividade de ALT e AST. Quando as células hepaticas séo lesionadas ou
danificados por fatores como inflamacéo, as concentracdes das enzimas intracelulares
ALT e AST séo aumentadas no sangue, causando alteragdes funcionais e/ou estruturais
nos hepatocitos (THRALL et al., 2012). Ainda, a concentracdo média de AST obtida
em leitdes do tratamento pHs 4o esta de acordo com os valores de referéncia (32 a 84
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U/L) para animais em fase de creche (MEYER; HARVEY, 2004), sendo superior nos
demais tratamentos. Entretanto, nenhum dos tratamentos apresentou valores de
atividade de ALT de acordo com os intervalos de referéncia (31 a 58 U/L) para suinos
de creche (MEYER; HARVEY, 2004), mas os menores valores foram observados em

animais do tratamento pHs 4o, indicando menor dano hepatico (THRALL et al., 2012).

Tabela 5. Efeito de acidificantes na dgua de bebida sobre o perfil bioquimico sanguineo
de leitdes em fase de creche no dia 29 (n = 24 leitBes por tratamento)

Variaveis! Tratamentos®

pPH7 .39 pHs 31 PH3 .40 EPM® p-value
Albumina (mg/dL) 2,75 2,22 2,39 0,15 0,346
ALT (U/L) 88,05 84,17 2472 486 <0,001
AST (UIL) 80,07¢  87,24% 3275 586 <0,001
Colesterol total (mg/dL) 114,25P 116,21° 167,382 467 <0,001
Glicose (mg/dL) 89,74 93,35 89,06 2,48 0,758
Ureia (mg/dL) 14,13 12,83 16,46 0,86 0,225

abMédias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste Student-Newman-
Keuls (p < 0,05).

'ALT: alanina aminotrasferase; AST: aspartatato aminotrasferase.

2pH7,39: pH natural da agua de bebida em 7,39; pHs31: pH da 4gua de bebida acidificada para 5,31;

PH3 40: pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
SEPM: erro padrdo da média agrupado.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

A atividade sérica das enzimas ALT e AST é considerada um bom marcador
de danos nos tecidos moles, incluindo alteracdes de permeabilidade da membrana
celular do tecido hepético e intestino (NYBLOM et al., 2004; OBALEYE et al., 2007).
Os resultados sugerem que a adicdo de acidificantes na agua de bebida com pHs 4o
promoveu o desenvolvimento e maturacao das células hepaticas e intestinais.

O figado e o tecido adiposo sdo os principais 6rgdos para a sintese e
armazenamento de triglicerideos séricos. O colesterol total, incluindo colesterol livre e
éster de colesterol, é sintetizado e armazenado no figado. O aumento da concentracao
de colesterol total observado em leitbes que tiveram o tratamento pHszso pode ser
suportado pela melhora na digestdo e absorcéo da dieta (embora a digestibilidade dos
nutrientes ndo foi avaliada). Acredita-se, assim, que os acidificantes adicionados de
forma continua na agua de bebida podem alterar a absorcéo do colesterol da dieta ou a
sintese e 0o metabolismo do colesterol no figado, como reportado por Thacker et al.
(1981).

Entretanto, a adi¢do de acidificantes na &gua de bebida dos animais ndo alterou
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as concentracOes de glicose, ureia e albumina e, portanto, ndo influenciou a oxidacao de
carboidratos e proteinas, a glicose sistémica e o fornecimento de energia (UYEDA,
REPA, 2006).

Os constituintes de gasometria sanguinea em leitdes de creche ndo foram

afetados pela acidificacdo da dgua de bebida (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito de acidificantes na dgua de bebida sobre a gasometria sanguinea de
leitbes em fase de creche no dia 29 (n = 8 leitBes por tratamento)

- Tratamentos® 2
Variaveis oH7 3 oHs 31 a0 EPM p-value
PO, mmHg 48,64 67,62 69,72 4,102 0,072
PCO2mmHg 54,62 47,45 47,68 2,217 0,360
pH 7,34 7,41 7,40 0,015 0,194
SO2% 61,64 76,90 83,55 4,700 0,162
SO2 (c) % 78,83 86,43 91,66 2,590 0,134
BE mmol/L 2,26 3,29 3,15 0,371 0,511
BEect mmol/L 3,09 3,74 3,66 0,390 0,786
CHCOs mmol/L 29,34 28,41 28,47 0,410 0,620
ctO2 % vol. 11,52 10,74 11,44 0,895 0,933
AG mmol/L 10,02 8,74 8,44 0,449 0,346
Lac mmol/L 4,34 3,28 3,05 0,303 0,199
K* mmol/L 5,74 5,69 5,84 0,119 0,878
Na* mmol/L 139,56 136,91 137,77 0,554 0,151
Hct % 29,40 27,18 27,70 1,178 0,753
Hb g/dL 10,42 9,48 9,78 0,318 0,513
Cl mmol/L 106,14 105,41 106,68 0,303 0,221
Ca?" mmol/L 1,30 1,26 1,31 0,010 0,081

po,: pressao parcial deoxigénio; PCO,. pressdo parcial do gas carbdnico; pH: potencial hidrogenidnico;
SO; (c): saturacdo de hemoglobina; BE: balanco eletrolitico; excesso de base no sangue e no fluido
extracelular (BEecf); CHCOs. bicarbonato de sodio; ctO,: contetdo total de oxigénio; AG: anion gap;
Lac: lactato; K*: potassio; Na*: sodio; Hct: hematdcrito; Hb: hemoglobina; Cl: cloro; Ca?*: calcio.

2pH7,30: pH natural da agua de bebida em 7,39; pHs31: pH da dgua de bebida acidificada para 5,31;

PH3.40: pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
SEPM: erro padrdo da média agrupado.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Tais resultados sugerem que a acidificacdo da &gua de bebida ndo causa
distarbios respiratorios, renais ou metabélicos em leitdes (GONZALEZ; SILVA, 2022),
nem compromete o processo de acidez estomacal porque as concentracfes de lactato
ndo foram alteradas (um alto nivel de lactato no estbmago tende a inibir a secrecdo de
acido cloridrico e, portanto, gera secre¢do enzimatica insuficiente), concordando com

os resultados reportados por Oliveira Janior et al. (2022). Além disso, o estado de
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equilibrio acido-base ndo foi afetado negativamente, embora os leitbes que receberam
pHs 31 tiveram concentragdes marginalmente inferiores de calcio no sangue. Por outro
lado, é possivel um aumento da absorcéo de calcio ao nivel intestinal, como observado
por Deng et al. (2021).

Os animais que receberam acidificantes via agua de bebida mostraram uma
tendéncia de maiores alteracdes na PO2; no entanto, isso ndo foi suficiente para
influenciar a concentracdo de gases no sangue de leitdes. A PO> dentro do seu valor
normal (80 a 100 mmHg) determina uma boa eficicia das trocas de oxigénio entre
alvéolos e capilares pulmonares, porque valores abaixo de 80 mmHg representam um
quadro de hipoxemia, e valores acima de 100 mmHg indicam quadro de hiperoxemia
(GIANOTTI et al., 2010; GOMES; PEREIRA, 2021).

3.3.3 Perfil antioxidante sanguineo

Né&o houve efeito de tratamento sobre o perfil antioxidante sanguineo (Figura
1). Entretanto, os animais com o tratamento pHs 4o da agua de bebida apresentaram
menor concentracdo de proteinas totais quando comparados aos leitdes que ingeriram
agua com pHz739 (P=0,0221).
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Figura 1. Efeito de acidificantes na 4gua de bebida de leitdes em fase de creche sobre
o perfil enzimatico sanguineo: a) Glutationa peroxidase; b) Superéxido dismutase; c)

Proteina total (n = 16 leitbes por tratamento)

TA: pH natural da adgua de bebida em 7,39 (controle); TB: pH da agua de bebida acidificada para 5,31;
TC: pH da agua de bebida acidificada para 3,40.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

O sistema antioxidante inclui enzimas como SOD, GPx e catalase, que
protegem o metabolismo contra o estresse oxidativo (ZHAN et al., 2006). A reducéo da
atividade dessas enzimas promove aumento nas concentracdes de radicais de oxigénio
no corpo do animal (WANG et al., 2012). Dessa forma, 0s animais ndo mostraram danos
do sistema de defesa ou oxidativo em nivel celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015), visto que a acidificacdo da dgua de bebida ndo influenciou o perfil antioxidante.

ConcentracOes plasmaticas de proteinas totais compreendem, principalmente,
albumina e globulinas, relacionadas ao sistema imunologico e a resposta aos processos
inflamatérios (HERSEY-BENNER, 2013). Proteinas de fase aguda alteram suas
concentragdes séricas em mais de 25% em resposta as citocinas pro-inflamatorias
(ECKERSALL; BELL, 2010), e sdo utilizadas para avaliar a resposta sisttmica do
sistema imune inato (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005), porque
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séo indicadores de infecgéo e inflamacdo (ECKERSALL; BELL, 2010).

Neste estudo, menores concentracdes de proteinas totais encontradas em leitdes
0s quais receberam o tratamento pHs 4o indicaram que o uso de acidificantes de maneira
continua pode atenuar processos inflamatorios via mudancas na metabolizagdo de
proteinas hepaticas, porque a estimulacdo da producdo hepatica de proteinas de fase
aguda é feita por citocinas pré-inflamatorias (JAIN; GAUTAM; NASEEM, 2011). Ao
reduzir a colonizacdo e a proliferacdo de bactérias patogénicas, os acidificantes via agua
podem, potencialmente, reduzir o risco de inflamagdo intestinal e as respostas
imunoldgicas associadas em leitdes (PEARLIN et al., 2020). Além disso, o0s
acidificantes podem influenciar a liberacdo e a atividade de determinadas moléculas
pré-inflamatorias (XU et al., 2022). Assim, levantou-se a hipdtese de que a reducgéo do
pH no meio pode afetar a expressdo e a secre¢do de citocinas, quimiocinas e outros

mediadores inflamatorios, modulando, potencialmente, a resposta inflamatoria.

3.3.4 Morfometria intestinal

N&o houve diferenca entre os tratamentos sobre a morfometria intestinal
(Tabela 7). No presente estudo, a adicdo de acidificantes via &gua de bebida ndo alterou
significativamente a morfometria intestinal. A digestibilidade dos nutrientes e energia
néo foi avaliada para entender como a tendéncia de superioridade da relagdo AV:PC em
leitdes com pH739 poderia afetar a capacidade de digestdo e absorcdo. Portanto, séo
necessarias mais pesquisas para fornecer evidéncias desse modo de acdo dos
acidificantes estudados, compostos por um blend de acido citrico, ascérbico e fosférico
via agua de bebida.

A reducdo da presenca de toxinas que estdo relacionadas com alteracfes na
morfometria intestinal impacta diretamente na relagio AV:PC. Os animais do
tratamento pH739 ndo receberam acidificantes via agua de bebida, mas as dietas
comerciais usadas eram compostas de misturas de acidificantes e, portanto, isso ndo
implicaria na tendéncia de maior relacdo AV:PC jejunal em leites que receberam agua
de bebida com pHq3. Além disso, os animais consumiram dietas pré-inicial e iniciais
com alto conteddo de lactose, o que reduz o estresse ao desmame e contribui para

pequenas alteragcdes da morfometria intestinal, como relatado por Grecco et al. (2018).
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Tabela 7. Efeito de acidificantes na dgua de bebida sobre a morfometria intestinal de
leitbes em fase de creche no dia 30 (n = 7 leitBes por tratamento)

Tratamentos? EPM®  p-value
pH739  pHs3i  PHs40

Variaveis

Morfometria jejunal

Altura de vilosidades (um) 390 336 374 16,69 0,424

Profundidade de cripta (um) 205 238 276 13,76 0,103

Relacdo AV:PC 2,02 1,47 1,42 0,120 0,069
Morfometria ileal

Altura de vilosidades (um) 351 357 334 21,04 0,908

Profundidade de cripta (um) 240 277 229 13,60 0,350

Relacdo AV:PC 1,48 1,34 1,51 0,090 0,729

LAV altura de vilosidades; PC: profundidade de cripta.
2pH7,39: pH natural da agua de bebida em 7,39; pHs31: pH da dgua de bebida acidificada para 5,31;

PH3.40: pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
SEPM: erro padrdo da média agrupado.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

A melhora na morfometria intestinal é benéfica para uma maior digestdo e
absorcéo eficaz de nutrientes. Além disso, a barreira intestinal pode ser melhorada pelo
equilibrio da microbiota intestinal (SEKIROV et al., 2010). Embora a acidificacdo da
agua de bebida para leitdes favoreceu a modulacao benéfica da microbiota intestinal no
estudo atual, isso ndo promoveu alteragcdes na morfometria intestinal de leitdes, o que
pode ser atribuido também a quantidade de acidificante na composicdo das dietas
testadas (DENCK; HILGEMBERG; LEHNEN, 2017), e aos aspectos sanitarios da
granja do estudo, bem como diferentes acidificantes tém composi¢fes e modos de acéo
variados (PEARLIN et al., 2020), e nem todos podem ser igualmente eficazes para o

efeito desejado na morfometria intestinal.

3.3.5 Biometria de 6rgéos digestdrios e ndo digestorios

Né&o houve diferenca de tratamento sobre o comprimento do intestino delgado
(Tabela 8). Entretanto, os leitbes que receberam o tratamento pHs 4o tiveram maior peso
de estdmago vazio, baco, e figado com vesicula biliar comparando-se aqueles com o

tratamento controle.
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Tabela 8. Efeito de acidificantes na agua de bebida sobre o comprimento do intestino
delgado e peso de 6rgédos digestorios e ndo digestorios de leitbes em fase de creche no

dia 30 (n = 15 leitdes por tratamento)

L Tratamentos
Variaveis oH7s  pHsar  pHas EPM  p-value
Peso de orgaos (kg)
Estdmago vazio 0,14* 0,15* 0,16% 0,003 0,023
Intestino delgado vazio 094 1,06 1,04 0,027 0,145
Figado com vesicula biliar 0,62° 0,712 0,69 0,013 0,006
Bago 0,04° 0,05 0,05 0,001 0,015
Coracao 0,10 0,11 0,11 0,002 0,192
Rins 0,12 0,12 0,13 0,003 0,436
Comprimento do ID (m) 1292 13,71 12,69 0,251 0,221

abMédias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste Student-Newman-

Keuls (p < 0,05).
ID: intestino delgado.

2pH7,39: pH natural da agua de bebida em 7,39; pHs31: pH da dgua de bebida acidificada para 5,31;

PH3 40: pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
SEPM: erro padrdo da média agrupado.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

O peso dos 6rgdos pode variar em funcdo do consumo de energia e/ou proteina

(RAO; MCCRACKEN, 1992), mas as dietas fornecidas aos leitGes neste experimento

eram isonutritivas. Tais resultados sugeriram que os acidificantes via agua promovem

melhoria da resposta imunoldgica e resisténcia as doencas, bem como um suporte nas

funcbes digestivas. O maior peso do baco em leitdes que receberam pHs4 pode estar

envolvido com a capacidade de reduzir a mortalidade em animais porque estimula o

sistema imunolégico (LUO et al., 2021). Embora neste estudo ndo se avaliou a atividade

de enzimas relacionadas ao processo de digestdo, um maior peso do estdmago e figado

sugeriu uma importancia na digestdo (ELEFSON et al., 2021), confirmado pela maior

concentracdo de colesterol total e menor atividade de AST e ALT.

3.3.6 Microbioma intestinal

Os testes de alfa diversidade (Shannon, Evenness Pielou, indice de Simpson,

Fisher, nimero total de OTUs observado e Chao 1) ndo evidenciaram diferencas na

abundancia bacteriana entre os tratamentos (Figura 2).
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Figura 2. Diversidade alfa, estimada pelos parametros Entropia de Shannon (A),
Evenness Pielou (B), indice de Simpson (C), Fisher (D), nimero total de OTUs
observado (E) e Chaol (F) (n = 15 leitBes por tratamento)

Grupo A: pH natural da &gua de bebida em 7,39 (controle); Grupo B: pH da &gua de bebida acidificada

para 5,31; Grupo C: pH da agua de bebida acidificada para 3,40.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

A diversidade beta (Figura 3) foi estimada pelos parametros Bray-Curtis (p =
0,089), Jaccard (p = 0,513), UniFrac (p = 0,212) e Weighted Unifrac (p = 0,103).
Entretanto, os tratamentos ndo apresentaram diferencas quanto a dissimilaridade de
taxons presentes nas amostras, considerando tanto a presenca ou auséncia dos taxons
quanto a relacdo filogenética entre os taxons.



72

A PCoA - Bray-Curtis B PCoA - Jaccard

7= N\ \ e
\ ¢ \
\ \
° \\ —____'__._—‘_\ \

iy
0.0- —

1
XA /. "/J/ </ . S
02- \y WL I I 52 | 7
\ // 025-\\. ¥ o /[~
00 02 02 00 02 04
PC1 (33.68%) PC1 (14.04%)
c PCoA - Unifrac D PCoA - Weighted Unifrac

o

o

\
o

PC2 (19.97%)
A
)

PC2 (11.13%)

00~ | ‘ ,

0.2- \\ / ' \ /
/ . L] 1

5 0 f]" 0 2r 0 2 0 O D 2 04 0.6

PC1 (26.32%) PC1 (45.45%)

Grupo [ | a[e]B[e]cC

Figura 3. Diversidade beta, estimada pelos parametros Bray-Curtis (A), Jaccard (B),
Unifrac (C) e Weighted Unifrac (D) (n = 15 leitdes por tratamento)

Grupo A: pH natural da dgua de bebida em 7,39 (controle); Grupo B: pH da dgua de bebida acidificada
para 5,31; Grupo C: pH da &gua de bebida acidificada para 3,40.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).
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Quanto a composi¢do da comunidade bacteriana, foram apresentadas as
abundancias de acordo com os filos, classes, ordens, familias e géneros com
abundancias relativas médias superiores a 1% em ao menos um dos tratamentos

testados. Os filos mais abundantes nas amostras analisadas foram Firmicutes,

Proteobacteria, Cyanobacteria e Bacteroidota (Figura 4).
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Figura 4. Abundancia relativa dos filos de comunidade bacteriana nas fezes dos leitdes

em fase de creche apds consumo dos acidificantes na dgua de bebida

A: pH natural da dgua de bebida em 7,39 (controle); B: pH da 4gua de bebida acidificada para 5,31; C:
pH da agua de bebida acidificada para 3,40.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Em suinos, os filos bacterianos de maior predominancia no microbioma séo os
Firmicutes, Bacteroidota e Proteobacteria (ISAACSON; KIM, 2012; GRESSE et al.,
2019; LE SCIELLOUR; RENAUDEAU; ZEMB, 2019), como observado neste estudo
(Figura 4). Porém, ha variacdes nas comunidades microbianas porque sdo dinamicas e
apresentam perfil distinto nas diferentes por¢des do trato gastrintestinal e nas fezes
(ISAACSON; KIM, 2012; GRESSE et al., 2019; LE SCIELLOUR; RENAUDEAU;
ZEMB, 2019).

O filo Firmicutes foi encontrado em maior propor¢do (70%) em leitdes no
tratamento com pHs 40 e é de extrema importancia para a manutencdo da homeostase
gastrintestinal (RYCHLIK, 2020). Um aumento da proporcao de Firmicutes apresenta
correlagdo negativa com a incidéncia de bactérias patogénicas no intestino dos animais,
porque promove um ambiente intestinal hostil para a colonizagdo destas (MOLIST et
al., 2012), melhorando a comunidade microbiana intestinal benéfica em suinos (XU et
al., 2022). Ja o filo Bacteroidota, mais abundante (5%) em leitdes que receberam o
tratamento pHs 40, atua na modulacéo do sistema imune, atenua sindromes metabolicas

e regula o eixo cérebro-intestino (GIBIINO et al., 2018), apresentando efeitos benéficos
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para sua abundancia no intestino.

Ndo foram obtidas diferencas entre 0s tratamentos na razéo
Firmicutes/Bacteroidota (F/B) (Figura 5). A razdo F/B é amplamente aceita como
parametro avaliativo da salde intestinal e mudangcas nessa propor¢do podem
desencadear diversas patologias (TURNBAUGH et al., 2006; MAGNE et al., 2020;
STOJANOV; BERLEC; STRUKELYJ, 2020). Dessa forma, a razdo F/B apresentada
indicou manutencéo da saude intestinal em animais que foram tratados com acidificacéo

via agua de bebida.

0.52

0.83
900 - 0.11

D:EOU‘ ‘ A

“I )

Grupo

FB
#
m

300~
L ]
iy
1

A

Figura 5. Raz0es Firmicutes/Bacteroidota (F/B) de acordo com os tratamentos (grupos)

testados (n = 15 leitBes por tratamento)

A: pH natural da &dgua de bebida em 7,39 (controle); B: pH da agua de bebida acidificada para 5,31; C:
pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Quanto as classes bacterianas encontradas, as classes Gammaproteobacteria,
Clostridia, Bacilli, Cyanobacteriia, Negativicutes, Bacteroidia e Alphaproteobacteria

apresentaram as maiores abundancias (Figura 6).
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Figura 6. Abundancia relativa das classes de comunidade bacteriana nas fezes dos
leitbes em fase de creche apds consumo dos acidificantes na agua de bebida

A: pH natural da &gua de bebida em 7,39 (controle); B: pH da agua de bebida acidificada para 5,31; C:
pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

As ordens mais abundantes nos tratamentos foram Enterobacterales,
Lactobacillales, Clostridiales, = Burkholderiales,  Chloroplast,  Pasteurellales,
Oscillospirales, Peptostreptococcales-Tissierellales, Bacteroidales, Erysipelotrichales,
Veillonellales-Selenomonadales, Lachnospirales, Acidaminococcales e
Mycoplasmatales (Figura 7).
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Figura 7. Abundancia relativa das ordens de comunidade bacteriana nas fezes dos

leitbes em fase de creche apds consumo dos acidificantes na agua de bebida

A: pH natural da dgua de bebida em 7,39 (controle); B: pH da agua de bebida acidificada para 5,31; C:
pH da agua de bebida acidificada para 3,40.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

As familias mais abundantes nas amostras analisadas foram
Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Clostridiaceae, Chloroplast, Comamonadaceae,
Pasteurellaceae,  Streptococcaceae,  Peptostreptococcaceae,  Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Acidaminococcaceae, Erysipelotrichaceae, Veillonellaceae e
Mycoplasmataceae (Figura 8).

O perfil de colonizacdo bacteriana obtido em animais tratados com agua
acidificada (pHz40) foi favorecido devido as condicdes acidificantes no trato
gastrintestinal, permitindo maior proporcdo (70%) de bactérias benéficas, como
Lactobacillus, Enterococcus e Bifidobacterium que séo do filo Firmicutes. Por outro
lado, observou-se abundancia relativa minima (8%) da familia Enterobacteriaceae, que
tem crescimento 6timo em pH na faixa de 6,0 a 8,0.

O ambiente em que o animal permanece no inicio da sua vida afeta diretamente
a composicdo microbiana do intestino e a funcdo imune inata da mucosa intestinal
(MULDER et al., 2009). Uma microbiota dominada por Lactobacillus nas fases iniciais
de vida, como observada em animais do tratamento pHs o, auxilia na manutencdo da
homeostase imunologica da mucosa e limita a colonizacdo de patogenos durante o
crescimento dos animais (NAKANDALAGE; GUAN; MALMUTHUGE, 2023).
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As bactérias da familia Enterobacteriaceae, mais abundantes em leites que
tiveram o tratamento pH7 39 (20%) e pHs 31 (50%), sugeriram um estado de contaminagao
e maiores prevaléncias de problemas sanitérios, porque essa familia é relacionada a
potenciais patdgenos que acometem o0s suinos, como E. coli, Klebsiella, Salmonella,
Shigella e Yersinia pestis (BUBLITZ et al., 2014; COHEN; POWDERLY; OPAL,
2016). A proporcao reduzida (8%) na familia Enterobacteriaceae observada em leitbes
com o tratamento pHs4o concorda com a propor¢do aumentada (30%) da familia
Lactobacilaceae. Estas familias bacterianas tém fungdes metabdlicas opostas em suinos
(ZHANG et al., 2018), sugerindo que houve menor abundancia relativa de familias com

bactérias patogénicas em leitdes que receberam o tratamento pHs 4o.
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Figura 8. Abundéancia relativa das familias de comunidade bacteriana nas fezes dos

leitbes em fase de creche apds consumo dos acidificantes na agua de bebida

A: pH natural da agua de bebida em 7,39 (controle); B: pH da &gua de bebida acidificada para 5,31; C:
pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.
Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Enterobacteriaceae esta entre as familias bacterianas que mais aumenta em
abundancia relativa em situacdes de inflamacdo intestinal (PICKARD et al., 2017). Em
um estudo anterior (SUN et al., 2019) que comparou a microbiota de leitbes com e sem
diarreia, foi demonstrado que o género Escherichia-Shigella (pertencente a familia
Enterobacteriaceae) teve maior abundancia da microbiota intestinal diarreica, enquanto

que o género Prevotellacea UCG-003 foi predominante na microbiota de leitdes sem
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diarreia.
Os géneros mais abundantes foram Escherichia-Shigella, Lactobacillus,
Clostridium_sensu_stricto_1, Chloroplast, Pelomonas, Actinobacillus, Klebsiella,

Streptococcus, Phascolarctobacterium, Dialister e Mycoplasma (Figura 9).
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Figura 9. Abundancia relativa dos géneros de comunidade bacteriana nas fezes dos

leitbes em fase de creche apds consumo dos acidificantes na agua de bebida

A: pH natural da dgua de bebida em 7,39 (controle); B: pH da agua de bebida acidificada para 5,31; C:
pH da 4gua de bebida acidificada para 3,40.

Fonte: Dados da Pesquisa (2023).

Neste estudo, os leitdes do tratamento pHs 4o apresentaram menor abundancia
relativa na microbiota de Escherichia-Shigella que os demais tratamentos (pHz 0 4%,
pH730 18%, e pHs31 48%) (Figura 9). O uso de &cidos na dieta de leitbes como
alternativa/reducdo ao uso de antibioticos modulou a microbiota intestinal de leitdes
desmamados e aumentou a populacédo de Lactobacillus, reduzindo a abundancia relativa
de Escherichia-Shigella (MA et al., 2021), como observado no presente estudo em dieta
hidrica.

Embora os tratamentos ndo promoveram modulacgéo da riqueza, uniformidade
ou diversidade da microbiota intestinal, os animais tratados com pHs 4o apresentaram
abundéncia relativa menor de Escherichia-Shigella, bem como do seu taxon superior
(Enterobacteriaceae) comparados aqueles do tratamento pHs 31 € pH7 39. Esses resultados

demonstraram que a reducdo do pH da &gua de bebida em 3,40 usando uma mistura
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comercial de &cidos organicos e inorganicos a base de acido citrico, ascorbico e
fosforico para leitbes de creche via agua de bebida de forma continua pode reduzir a
carga de bactérias do género Escherichia, em especial a E. coli na excrecéo fecal, como
evidenciado também por Busser et al. (2011).

3.4 Conclusdo

A acidificacdo da agua de bebida em pHs 40 usando uma mistura comercial de
acidos organicos e inorganicos para leites de creche alimentados com dietas comerciais
aumenta o potencial de oxirredugdo da dgua e promove maior peso de 6rgdos com
fungdes metabolicas e imune, diminui a mortalidade e promove alteracGes benéficas no
perfil sanguineo. Além disso, a acidificacdo da agua de bebida ndo compromete o
desempenho zootécnico, nem a histologia intestinal em leitbes, mas melhora a satde
intestinal aumentando a familia Lactobacilaceae e reduzindo, significativamente, a

familia Enterobacteriaceae.
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CONSIDERACOES FINAIS

A acidificacdo da agua de bebida dos leitbes para pH de 3,40 com o produto

comercial composto a base de acido ascorbico, acido citrico, acido fosférico e fosfato

monossodico, nucleotideos e realgadores de sabor, tem efeitos de:

Aumentar o potencial de oxirreducao da &gua;

Aumentar os grupos de populacBes bacterianas benéficas ao organismo como
Lactobacillus e demais bactérias do Filo Firmicutes, e inibir as da familia
Enterobacteriaceae no trato gastrointestinal dos leitdes;

Influenciar no peso do peso de estdbmago vazio, baco, e figado com vesicula
biliar;

N&o interferir no comprimento do intestino delgado;

N&o influenciar na morfometria das células intestinais de leitdes;

N&o alterar a gasometria sanguinea;

N&o modificar as atividades enzimaticas da superdxido dismutase e glutationa
peroxidase.

A acidificacdo da agua de bebida dos leitbes para pH de 3,40 é benéfica para

salde dos leitdes apos o desmame.



