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Resumo: Os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) sdo metabdlitos da fermentagdo intestinal cuja
guantificagdo depende da estabilidade das amostras fecais. Este estudo avaliou o efeito de diferentes condic¢des de preparo de
fezes de gatos na determinagdo desses compostos por cromatografia gasosa. Amostras frescas foram organizadas em trés
pools e submetidas a variagbes de tempo em bancada (0, 2 e 4 h), refrigeragdo antes da centrifugagdo (24, 48, 72 e 144 h),
congelamento por 30 dias (extrato ou fezes) e comparagdo entre matriz integra e extrato. N&o houve diferencas significativas
entre tratamentos (p>0,05). Os AGCC variaram de 677 a 865 mmol/kg MS e os AGCR de 138 a 193 mmol/kg MS. Os
resultados indicam estabilidade dos metabdlitos nas condic¢des avaliadas, embora a variabilidade experimental ressalte a
importancia da padronizacéo metodol 6gica.
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FACTORSAFFECTING THE STABILITY OF STOOL SAMPLESAND EXTRACTS
PREPARED FOR THE DETERMINATION OF INTESTINAL FERMENTATION PRODUCTS

Abstract: Short-chain (SCFA) and branched-chain fatty acids (BCFA) are intestinal fermentation metabolites whose
quantification depends on fecal sample stability. This study evaluated the effect of different preparation conditions of cat
feces on SCFA and BCFA determination by gas chromatography. Fresh samples were pooled and subjected to bench time (0,
2, and 4 h), refrigeration before centrifugation (24, 48, 72, and 144 h), freezing for 30 days (extract or feces), and comparison
between intact matrix and extract. No significant differences were observed (p>0.05). SCFA ranged from 677 to 865
mmol/kg DM and BCFA from 138 to 193 mmol/kg DM. The results indicate metabolite stability under the evaluated
conditions, although experimental variability highlights the need for methodological standardization.
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Introducéo: Os éacidos graxos volateis (AGVs), principalmente acetato, propionato e butirato, sdo metabdlitos produzidos
pela fermentacdo microbiana no intestino grosso e exercem fungdes essenciais nafisiologia intestinal. Além de fornecerem
energia aos colondcitos, estdo relacionados a modulagdo e ao equilibrio da microbiota intestinal (LYU, 2020). A
quantificacdo dos AGVs é amplamente utilizada como indicador da fermentacéo intestinal e da resposta a diferentes
ingredientes ou substratos. Contudo, a integridade dessas amostras é altamente dependente das condic¢des de temperatura e
armazenamento. Apos a coleta do material fecal, a continuidade da atividade microbiana e a volatizac8o desses metabdlitos
podem provocar ateracdes na concentracdo dos AGV's (CUNNINGHAM, 2020). Nesse contexto, o presente estudo objetivou
avdiar o efeito de diferentes condicbes de preparo de fezes de gatos na quantificacdo de AGCC e AGCR.

Material e Métodos: Para entender a metodologia deste estudo, as amostras fecais sdo preparadas para a andise de acidos
graxos de cadeia curta, nas seguintes etapas: preparo do extrato em meio &cido, centrifugacdo, filtragem, extracdo e andlise
por cromatografia gasosa (CG). Foram utilizadas fezes frescas de gatos, coletadas imediatamente apds a defecacao,
garantindo minima interferéncia de fatores ambientais. As amostras foram provenientes de diferentes animais e organizadas
em trés pools experimentais, com o objetivo de reduzir a variabilidade individual. Os pools foram submetidos a diferentes
condicdes de preparo das amostras, incluindo: (i) tempo de permanéncia em bancada dos extratos preparados (0, 2 e 4 horas),
(ii) armazenamento dos extratos antes de centrifugar sob refrigeracéo de 4-80C (24, 48, 72 e 144 horas), (iii) congelamento
do extrato pronto por 30 dias ou das fezes sem preparo por 30 dias, sendo preparado os extratos das fezes depois do
descongelamento e (iv) comparacdo entre matriz fecal integra e extrato. Cada tratamento foi conduzido com trés repeticdes.
Apbs o preparo, as amostras foram processadas para quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada
(AGCR), expressos em mmol/K g de fezes na matéria seca, conforme descrito por (GONZALEZ et al., 2023). Os dados foram
submetidos a andlise estatistica descritiva e a andlise de variancia (ANOVA) aum fator, considerando nivel de significancia
de 5%. Quando aplicavel, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. As andlises foram realizadas utilizando os softwares Jamovi
(verséo 2.6).

Resultado e Discussdo: Os resultados preliminares indicaram o perfil fermentativo consistente em fezes de gatos. Foram
observadas variagdes numéricas entre os tratamentos (Figura 1), com valores de AGCC variando de 677 a 865 mmol/Kg de
fezes MS e AGCR de 138 a 193 mmol/K g de fezes MS, sem diferencas estatisticas significativas (p>0,05). A auséncia de
efeito significativo foi consistente entre as condicdes avaliadas, incluindo tempo de bancada, resfriamento e congel amento,
indicando que essas variaveis ndo interferiram na quantificacdo dos metabdlitos. Esses achados sugerem que AGCC e AGCR
apresentam relativa estabilidade em fezes frescas de gatos, mesmo sob diferentes condi¢des de preparo. Entretanto, os
elevados desvios-padrdo observados indicam variabilidade experimental consideravel, possivelmente associada a
heterogeneidade da matriz fecal e as diferencgas entre os pools formados a partir de animais distintos. Além disso, a atividade
microbiana residual pode contribuir para flutuagdes nos niveis dos metabdlitos. Estudos prévios demonstram que o
armazenamento e 0 preparo das amostras fecais podem influenciar a estabilidade de &cidos graxos de cadeia curta,



especialmente em fungdo da continuidade da atividade microbiana e da volatilidade desses compostos (Liebisch et a., 2019;
Hsu et al., 2019). Assim, embora os resultados indiquem robustez metodol dgica, reforga-se a necessidade de padronizagao
rigorosa das condi¢des experimentais para aumentar a precisdo e reprodutibilidade das andlises.
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Figura 1. Concentrapio de AGCC e AGCE (mmol Kz M2 sob diferentes condigdes de prepare.
Tempe de permanéncia em bancada dos extratos de fazes, A:0h, B:2h o C:4h. Fefrizeracio doz
exfratos antes da centrifusacdo: A: 24h, B:48h & C:72h. Congalamento por 30 dias: Azextrato de
fazaz Ok, Brextrato de fezes 24k, Crextrato de fezes T2h, Diferas Ok, E:fezes 24h, & F:fazaz 71h
Extrato ve. Fezes: Azextrato de fezes Ok congelado por 30 diasz, B extrate Ok 2 C:fazes congeladas
por 20 dias e preparado o extrato.

Conclusao: As condic¢des de preparo das fezes e extratos fecais de gatos néo influenciaram a quantificagdo de AGCC e
AGCR, indicando estabilidade dos metabdlitos. Contudo, a variabilidade observada destaca a necessidade de padronizagéo
metodol gica. Os resultados preliminares demonstram potencial de aplicacdo, mas requerem validagdo adicional.
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