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RESUMO

ANJOS, Diana Rocha. Utilizacao do extrato purificado de taninos condensados de plantas

da caatinga sobre a fermentacdo microbiana ruminal in vitro.

O estudo de plantas ricas em contetdo de taninos é uma alternativa que vem ganhando
destaque nas pesquisas quanto aos seus beneficios como aditivo na producgédo de ruminantes.
Diante deste cenério, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do extrato purificado de
taninos condensados sobre a producgdo de gas in vitro e sua relagdo com a nutricdo animal.
Foram utilizadas duas espécies forrageiras: Jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret) e
Angico vermelho (Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan) coletadas nos municipios de
Delmiro Gouveia/AL, Sertania/PE e Santa Terezinha/PB. Foram realizadas as andlises
proximais e também a quantificacdo de taninos condensados pela metodologia dos fenois
precipitaveis por proteina (PPP). Para producdo de gas in vitro foi utilizado sistema de
incubacdo e medicdo de pressdo automatizados. Nos ensaios, foram utilizadas diferentes
concentragdes de taninos condensados purificado de cascas para cada uma das espécies (2,5,
5, e 7,5% em relacdo a matéria seca da forragem utilizada). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia seguido da comparacdo de medias entre os grupos pelo teste Tukey a 5%
de significancia e a andlise de componente principal. A Jurema preta foi a espécie que
apresentou maiores concentracdes de taninos condensados, apresentando nos extratos das
folhas as maiores concentracbes de todas as amostras coletadas. A adi¢do dos taninos
condensados purificados diminuiu a producéo total de gas em 48 horas. O efeito da inibicédo
da producéo de gas ficou mais intenso quando utilizado7,5% de tanino condensado (reducéo
de 36% em jurema e 47,7% de angico). No entanto, houve diminuicdo na producdo de gas
causada pelos taninos condensados, possivelmente ndo resultou em alteracdo na
digestibilidade, indicando o potencial de utilizacdo destas plantas na reducdo de emissdo de

gases sem perda energética para o ruminante.

Palavras-chave: polifenol, producdo de gas, ruminantes.



ABSTRACT

ANJOS, Diana Rocha. Use of purified extract of condensed tannins from caatinga plants

on in vitro ruminal microbial fermentation.

The study of plants with tannin rich content is an alternative that has been highlighting in
research on its benefits as an additive in ruminant production. From this point of view, the aim
of this study was to evaluate the effects of the purified condensed tannin extract on in vitro gas
production and its relation with animal nutrition. Two forage species were used: Jurema preta
(Mimosa tenuiflora) and Angico vermelho (Anadenanthera macrocarpa) collected in the cities
of Delmiro Gouveia/AL, Sertania/PE e Santa Terezinha/PB. The standard chemical and
bromatological analyzes were performed and as well as the quantification of condensed
tannins by protein precipitated phenol (PPP) methodology. For in vitro gas production, an
automated incubation and pressure measurement system was used. In the tests, were used
different concentrations of purified condensed tannins from bark of the two forage species
(2.5, 5, and 7.5% relative to the dry matter of the forage used). The data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) followed by the comparison of means between groups using
Tukey test at 5% of significance and principal component analysis. The Jurema preta was the
species that showed higher concentrations of condensed tannins in protein, showing in the
extracts of the leaves, the highest concentrations for all sample collected. Addition of the
purified condensed tannins led to a decrease in total gas production in 48 h. The effect of
inhibition of gas production was more intense when using 7.5% of condensed tannin (decrease
of 36% in jurema and 47.7% angico). However, the drop in gas production caused by
condensed tannins likely did not result in a change in the digestibility, indicating the potential

of these plants to reduce gas emissions without energetic loss for the ruminant.

Key words: polyphenol, gas production, ruminants.



1. INTRODUCAO

Estudos realizados com compostos bioativos de plantas tém despertado o interesse da
inddstria alimenticia humana, animal, farmacéutica, entre outras, devido & promissora
utilizacdo de seus compostos. Dentre estas substancias bioativas que fazem parte do
metabolismo secundérios das plantas estdo o grupo dos compostos fendlicos, sdo substancias
que apresentam grande diversidade de estruturas, sdo classificados como fendis simples ou
polifendis. Entre estes compostos podemos citar 0s taninos que sdo as substancias naturais
mais numerosas e extensamente distribuidas nos vegetais.

Taninos sdo compostos fendlicos biossintetizados a partir da rota do acido chiquimico.
Este grupo tem como caracteristica unidades fenolicas formadas por um grupo hidroxila e um
anel aromatico. De acordo com a estrutura quimica este grupo de polifendis esta dividido em
taninos hidrolisados (TH) e taninos condensados (TC). Apesar de este grupo ser numeroso,
apenas 0s grupos dos taninos condensados sao de interesse para a nutricdo animal. Os taninos
condensados possuem a capacidade de se ligar a outras macromoléculas, formando complexos
que podem causar impacto na nutricdo animal, especialmente quando se ligam as proteinas
(BAYOURTHE & ALI-HAIMOUD-LEKHAL, 2014).

Diversas pesquisas tém sido realizadas no intuito de demonstrar a eficicia do uso
dos taninos condensados em relacdo aos beneficios para animais ruminantes, visando a
otimizacdo do padrdo de fermentacdo ruminal, melhoria na eficiéncia alimentar e no
desempenho. Aditivos alimentares como os antibidticos sdo utilizados em ruminantes para
melhorar a fermentacdo ruminal e reduzir a producdo de metano pelos micro-organismos no
ramen. Porém, o uso de antibi6ticos como aditivos alimentares em animais tem sido uma
preocupacao crescente devido ao potencial aparecimento de residuos na producdo de carne e
leite, além de conferir resisténcia microrganismos ruminais.

Como estratégia nutricional, a utilizacdo dos metabolitos secundarios tem sido uma
importante area de pesquisa na nutricdo animal. Esta tendéncia devera continuar devido a
crescente demanda por produtos naturais que possam trazer os mesmos beneficios que 0s
aditivos existentes no mercado, mas sem os efeitos adversos.

A caatinga possui uma grande variedade de espécies vegetais produtoras de compostos
secundarios que podem ser usados na melhoria da produgdo animal em diversos aspectos
como, aumento da eficiéncia de utilizacdo da energia e proteina, diminuicdo do impacto
ambiental através da mitigagdo de metano e CO2 e de atividades anti-helmintica e

antioxidantes.



Diante deste cenério, o desafio da producédo animal no Semiarido € promover 0 uso
dos recursos alimentares regionais, dada as caracteristicas quimicas Unicas das espécies
forrageiras nativas, visando o desenvolvimento sustentavel e econdmico dos sistemas de
producdo e a valorizacdo de seus produtos como uma estratégia de desenvolvimento e

reconhecimento desta regiéo.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Avaliar os efeitos do extrato purificado de taninos condensados sobre a producdo de

gas in vitro e sua relacdo com a nutri¢do animal.

2.2 Especificos
e Determinar a composicdo quimico-bromatoldgica e os teores de taninos condensados

de folhas com hastes e cascas das espécies Angico Vermelho (Anadenanthera

macrocarpa (Benth.) Brenan) e a Jurema Preta (Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret);

e Avaliar o efeito da adicdo de diferentes niveis do extrato purificado de taninos

condensados de Angico vermelho e Jurema preta sobre a producédo de gés in vitro.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Taninos

As plantas produzem uma diversidade de componentes organicos que podem ser
divididos em metabdlitos primérios e secundarios. O metabolismo primério esta relacionado
ao conjunto de funcdes fundamentais para o desenvolvimento do ciclo de vida dos vegetais
como, respiracao e fotossintese. J& 0 metabolismo secundario desempenha importante papel
na interacdo dos vegetais com o meio externo (OLIVEIRA et al., 2011). A producdo dos
compostos secundarios ocorre em um oOrgdo ou tecido especifico, sendo armazenados a
principio dentro de vacuolos. Existem variagdes na concentracdo destes metabolitos e
geralmente sdo sintetizados e armazenados em diferentes extratos da planta (MEZZOMO,
2013).
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Dentre os principais produtos gerados pelo metabolismo secundario das plantas,
estdo os taninos que sdo compostos polifenolicos caracterizados pela presenca de grupamento
hidroxila ligado a um anel benzénico. Possuem elevado peso molecular (500- 3000 Daltons)
(NAUMANN et al., 2017). Com base na estrutura quimica os taninos sao classificados em
hidrolisaveis (TH) e condensados (TC). Taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acido gélico ou
elagico ligados a um ndcleo de poliol, tipicamente glucose, dependendo do &cido formado
apos hidrdlise (Figura 1) (NAUMANN et al., 2017). Por outro lado, os taninos condensados
ou proantocianidinas consistem em polimeros formados pela condensacdo de moléculas de
flavan-3-ol e flavan-3,4-diol, (Figura 2) (PAES, 2010).

OH
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0 o | OH
HO Q OH
0
: 0
HO O° 0 OH
OH 0 0
_ OH
HO OH
OH HO OH

Figura 1. Estrutura quimica de tanino hidrolisavel. Fonte: Oliveira, (2012).
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Figura 2. Estrutura quimica de tanino condensado. Fonte: Oliveira, (2012).

Por décadas os taninos condensados foram utilizados em diversas atividades humanas
como curtimento de couros, na indudstria de petréleo como agentes de suspenséo, dispersantes
e fluidificantes em lama de perfuracédo, controlando a viscosidade de argilas na perfuracéo de
pocos, além de sua utilizacdo na fabricacdo de tintas e adesivos especiais para madeira e
derivados (P1ZZ1, 1993).

Atualmente os taninos condensados estdo sendo estudados para avaliar os niveis e
formas de inclusdo na dieta de ruminantes sobre a producdo animal. Estes compostos utilizados
em niveis adequados apresentam potencial para melhorar a eficiéncia do uso dos alimentos
pelos animais, atuando no metabolismo de acidos graxos de cadeia curta, e também
favorecendo a relacdo simbidtica entre os microrganismos presentes no rdamen e seu
hospedeiro, devido a grande capacidade que 0s taninos possuem de se associarem e
precipitarem com as proteinas. (SOUZA, 2015).

3.2 Espécies vegetais com potencial taninifero

O grande desafio da produgdo animal no Semiérido é fazer uso de alternativas que
possam proporcionar a utilizacdo dos recursos vegetais da caatinga. Algumas espécies vegetais
que ocorrem na Caatinga e que apresentam caracteristicas morfolégicas e funcionais de
adaptacéo as condicOes edafoclimaticas regionais, se destacam tais como, o angico vermelho

(Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan) e a jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd)
12



Poiret).

Essas espécies vém ganhando destaque por apresentarem potencial taninifero, onde a
jurema preta dentre as espécies estudadas, possui 0s maiores teores de taninos condensados,
sendo considerada uma espécie com grande potencial de uso pela industria (SOUZA, 2015).

A jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret), pertence a familia Fabaceae,
subfamilia Mimosoideae. E uma leguminosa com alta frequéncia na caatinga, muito resiliente
a seca, com grande capacidade de rebrota durante todo o ano além de possuir boa
aceitabilidade por caprinos e ovinos, seja in natura, ou fenada. No periodo de estiagem suas
folhas e frutos caem no chdo passando a compor a serapilheira desse modo também utilizada
na alimentag&o dos animais em pastejo na caatinga (ARAUJO et al., 2010).

Quanto as caracteristicas quimico-bromatoldgica da jurema preta, apresenta valores
interessantes no ponto de vista nutricional, segundo Souza (2015) relata valores em g/kg de
matéria seca (MS), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) respectivamente:
468,0 a 415,0 para folhas com hastes; 468,0 a 415,0 para cascas; 159,3 para folhas; 91,3 para
cascas; 378,6 para folhas; 440,2 para cascas.

Outra espécie com destaque nas regides de vegetacao da Caatinga € o angico vermelho
Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan, pertencente a familia Mimosaceae (Carvalho,
2003). E uma espécie bem distribuida pelo territorio Brasileiro, € muito utilizada como matéria
prima para varias atividades como repovoamento de areas degradadas, na construcdo civil,
como madeira para carvao entre outros usos. Tem como caracteristica a rapida propagacéo da
espécie e crescimento moderado a rapido. Possui adaptacdo a solos rasos, compactados, mal
drenados e até encharcados (Gongalves et al.,2008).

Em relacdo a sua composicdo quimica o angico vermelho também apresenta
caracteristicas importantes, tais como valores em g/kg para MS, PB, PIDA para folha com
hastes: 428,83, 199,6, 66,64, respectivamente (Souza, 2015).

3.3 Efeitos dos taninos condensados na populacdo microbiana ruminal

A comunidade microbiana que habita o rimen é extremamente complexa, composta
por bactérias, fungos, protozoarios e Archaeas metanogénicas. Essas comunidades
microbianas evoluiram com seus animais hospedeiros por milhdes de anos e realizam funcGes
metabolicas que sdo essenciais para o0 desenvolvimento, saude e nutricdo do animal

(MORGAVI et al., 2010). Entretanto é fundamental que ocorra um equilibrio dentro deste
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ecossistema que esta diretamente relacionado com o alimento fornecido ao animal (KARRI
etal., 2015).

A microbiota ruminal produz, entre outros produtos, acidos graxos de cadeia curta
como butirato, propionato e acetato, os quais podem ser absorvidos através de papilas ruminais
e satisfazerem grande parte dos requerimentos de energia e carbono dos animais. O gas
hidrogénio (H2) também é formado e é o maior precursor da formacdo de metano (CHa) nos
animais ruminantes (HENDERSON et al., 2010). O metano produzido no rimen representa
perda de energia para o animal (JOHNSON E JOHNSON, 1995; NOLLET et al., 1997) e
contribui significativamente nas emissdes de gases de efeito estufa globais (IPCC, 2014).
Portanto, diminuir as emissdes de metano pode beneficiar a producdo animal e 0o meio
ambiente (WALLACE et al., 2014).

Estratégias de mitigacdo das emissdes de CH4 nos ruminantes como melhorando o
manejo nutricional, a manipulacdo da fermentacao ruminal pela mudanca da composicao dos
alimentos, a adicdo de inibidores da metanogénese podem melhorar a produtividade. Essas
estratégias incluem: aumento da quantidade de grdos, inclusdo de forrageiras leguminosas
contendo taninos condensados e compostos ionoforos. Essas emendas nutricionais também
aumentam a eficiéncia da utilizacdo dos alimentos e, portanto, sdo possiveis de serem adotadas
pelos produtores (PATRA, 2012).

Em funcdo disto, pesquisas vém sendo desenvolvidas visando a utilizacdo de taninos
condensados com a intenséo de reducdo da producdo de metano, promovendo maior eficiéncia
na utilizagio de energia nos ruminantes (ARGOLO, 2010). O uso dos metabolitos secundarios
das plantas tem sido uma importante area de pesquisa para substituir, com mais eficiéncia, 0s
aditivos utilizados na alimentacdo animal. Esta tendéncia devera continuar devido a crescente
demanda por produtos naturais que possam trazer 0s mesmos beneficios quanto os aditivos
existentes no mercado (PATRA, 2012).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Locais de coleta do material vegetal

Foram registrados dados de temperatura e precipitacéo pluvial do local de coleta que
sdo fatores que tendem a influenciar na producdo de taninos condensados, incluindo a
verificacdo da presenca de patdgenos e insetos nas plantas.

Foram realizadas coletas de material vegetal e solo em trés municipios da regido
Nordeste, todos em area do bioma da Caatinga. Em Delmiro Gouveia, municipio de estado de
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Alagoas, a coleta ocorreu em area de Caatinga onde apresentava caracteristica bastante
antropizada em relacéo a vegetacao nativa. Em Sertania, municipio do estado de Pernambuco,
a coleta foi no Centro de Treinamento e Profissionalizagdo em Caprinovinocultura,
pertencente ao Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) em &rea de Caatinga preservada.
Em Santa Terezinha, estado da Paraiba a coleta foi realizada na Fazenda Lameirdo pertencente
a Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

Os dados climéticos dos municipios de Delmiro Gouveia, Sertania e Santa Terezinha
referentes a precipitacdo pluvial e temperatura dos meses de coleta estdo representados nas
Figuras 3, 4 e 5. Estes foram obtidos a partir da estagdo meteoroldgica automatica do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET, 2018).
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Figura 3. Precipitacdo pluvial diaria em Delmiro Gouveia-AL, coleta das amostras no dia 8 margo de
2017. Fonte: INMET, 2018.
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Figura 4. Precipitacdo pluvial diaria em Sertania-PE, coleta das amostras no dia 22 marco de 2017.
Fonte: INMET, 2018.
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16



4.2 Material vegetal
Foram selecionadas duas especies forrageiras para extracdo de material vegetal (casca e

folha com hastes): Jurema preta (Mimosa tenuiflora (Willd) Poiret) e Angico vermelho
(Anadenanth era macrocarpa (Benth.) Brenan).

A coleta de folhas com hastes foi realizada de maneira intercalada ao perimetro das
plantas. Para a coleta das amostras de cascas, foram retiradas por¢des externas do caule, de
modo a ndo atingir o cambio vascular da planta, evitando o contorno do mesmo na altura de
1,30m do solo, retirando-se estes fragmentos utilizando um facéo.

Para cada coleta do material vegetal, as amostras foram identificadas em sacos plésticos,
armazenadas e transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo, de modo a garantir a
estabilizacdo das reacfes de ligacao entre os taninos condensados e as proteinas e fibras das
cascas e folhas com hastes.

Todas as amostras foram transportadas para o Laboratdrio de Nutricdo Animal (LANA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco - Unidade Académica de Garanhuns
—UFRPE/UAG, onde os extratos vegetais foram secos a temperatura de 40 °C, em estufa com
circulacdo de ar por um periodo de 72h. Em seguida, estes extratos foram moidos em moinho
tipo Willye®. Para a realizacdo das analises quimico-bromatoldgicas e de extragdo dos taninos
condensados, foi utilizado granulometria de 1 mm e de 2 mm para determinacdo da producao
de gés in vitro da matéria seca. Em seguida, o material foi armazenado em potes plasticos

fechados, devidamente identificados e conservados em freezer a -20 °C.

4.3 Determinacdes quimico-bromatoldgicas

As determinacBes quimico-bromatoldgicas constaram de: matéria seca (MS, método
930.15), matéria mineral (MM, método 942.05), matéria organica (MO, método 942.05),
proteina bruta (PB, método 954.01) e o extrato etéreo (EE, método 920.39), segundo
metodologia descrita pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists, 1990). As
determinaces de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) de acordo
com Van Soest et al., (1991), e adaptacéo de Senger et al., (2008). O material remanescente da
andlise de fibra em detergente &cido (FDA) foi submetido a analise de nitrogénio para obtencéo
dos valores de nitrogénio insolivel em detergente acido (NIDA). A lignina foi determinada
segundo a metodologia sugerida por Goering & Van Soest (1970), pelo método da solubilizagéo
da celulose mediante imerséo das amostras em acido sulfdrico a 72% (v/v) obtencéo da lignina
digerida em &cido (LDA). Os carboidratos totais (CHOT) foram estimados de acordo com
SNIFFEN et al. (1992), através da equacdo: CHOT = 100- (PB + EE + MM). Os carboidratos
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ndo fibrosos (CNF) foram obtidos através da diferenca entre os CHOT e a FDN.

4.4 Purificagéo de taninos

Para o extrato purificado de taninos condensados foi utilizada a metodologia segundo
(TERRILL et al., 1992). A amostra (20g) foi colocado em um becker com capacidade de 600
mL, e adicionado 300 mL de solucéo de acetona 70% (v/v). A solucdo foi submetida a agitacéo
em agitador magnético 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a amostra foi deixada
sem agitacdo para decantacdo das particulas insoluveis. Entdo, o contetido do becker foi filtrado
utilizando papel filtro em funil de vidro.

Em seguida, o contetdo filtrado foi transferido para um funil de separagdo de 500 mL,
onde foi adicionado éter etilico P.A. na propor¢do 1:1. Entdo, foi realizada homogeneizagdo
manual por aproximadamente 10 segundos e foi deixado parado para promover a separa¢do do
contetdo em duas fases (o procedimento de lavagem foi realizado trés vezes). Apds a lavagem,
a fase superior foi descartada e a inferior coletada. Em seguida, a solugéo passou por processo
de volatilizacdo do éter e acetona residuais por aproximadamente 5 horas utilizando um agitador
magnético, até que o cheiro dos solventes tenha desaparecido completamente da amostra. Foi
realizada uma nova filtragem da solucao utilizando funil e papel filtro.

Em seguida foi realizada cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 para separacéo
dos taninos condensados. Foi diluida 4g de Sephadex em 16 mL de metanol:agua 50%. A coluna
foi preparada utilizando uma seringa de 60 mL sem émbolo com saida rosqueada (com valvula
reguladora) voltada para baixo e fixada em suporte com garrafa. Dentro da seringa foi
acomodada, com o auxilio do émbolo, uma camada fina de algoddo para recebimento da
Sephadex. Em seguida, a Sephadex foi adicionada cuidadosamente para formacéao da coluna por
onde passou a amostra.

Em seguida, a solucdo filtrada foi adicionada (cuidadosamente) com metanol/agua na
coluna com Sephadex. A amostra passou pela coluna, onde os taninos se ligaram ao Sephadex
(mudaram para cor mais escura) e o restante da amostra foi filtrada e descartada. Foi adicionado
metanol 50% até que o filtrado obtivesse coloragdo clara.

Ap6s a filtragem de toda a solucéo, a coluna foi lavada com acetona 70% para desfazer a
ligagdo do tanino com a Sephadex. Repetiu-se esta etapa até que todo o tanino se desprendeu,
tornando a Sephadex com coloracdo clara novamente, e o filtrado contendo os taninos. Em
seguida, a solucdo passou por processo de volatilizacdo do éter e acetona residuais por
aproximadamente 5 horas utilizando um agitador magnético, até que o cheiro dos solventes
tivesse desaparecido completamente da amostra. A coluna de Sephadex foi armazenada com
metanol 50% em geladeira.
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A amostra foi armazenada em frasco de polietileno fechado e levada ao freezer a -80°C por
12 h. Apos esse periodo, a amostra foi fechada com pléstico filme de pvc transparente e levada
rapidamente para o liofilizador modelo LD 1500 (Terroni Equipamentos Cientificos Ltda., Sdo
Carlos, Brasil), até a total remocdo da dgua (aproximadamente quatro dias). Apos liofilizada, a

amostra foi armazenada em freezer a -20°C.

4.5 Quantificacdo de taninos

Como o interesse desta pesquisa é a fragdo bioativa dos taninos condensados, foi utilizado
na quantificacdo de taninos o método de proteina precipitavel por fendlicos ou método BSA
(HAGERMAN E BUTLER, 1978).

Foram pesadas 50 mg do material vegetal em microtubo de 1,5 mL. Em seguida, foi
adicionado ao tubo 1 mL de metanol:agua 50% e a amostra foi agitada em vortex. A cada 5 min,
as amostras foram agitadas manualmente até 30 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi utilizado para quantificagcdo de
taninos.

Foi adicionado em um novo microtubo de 1,5 mL: 250 uL do tampéo A pH4.9, 50 uL de
BSA (10 mg/mL), 50 uL de metanol:4gua 50% e 50 uL de amostra (sobrenadante da etapa
anterior). Os tubos foram agitados em vortex e incubados por 30 min a temperatura ambiente
(aproximadamente 23°C). Apds incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 5
min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 250 uL do tampéo A. As
amostras foram novamente centrifugadas a 13000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi dissolvido em 800 uL de SDS/TEA e agitado em vortex até que a
amostra se tornou completamente dissolvida. Em seguida, foi adicionado 200 uL de Cloreto de
ferro (FeCls) e foi incubado por 30 min a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C).

Foi preparado uma amostra branco (800 uL de SDS/TEA e 200 uL de FeCls. As amostras
foram lidas em espectrofotometro em absorbancia de 510 nm. A curva de calibragdo e as

solugdes estoques foram preparadas conforme Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Dilui¢Ges para curva de calibracéo para a quantificacdo de taninos pelo método BSA

Diluicao Tampéo BSA MeOH/H20 50% AT* Total CT conc.
A(L)  (ub) (uL) (uL) (uL) (/L)
1 25 50 800 0 1100 0,00
2 25 50 750 50 1100 0,05
3 25 50 700 100 1100 0,09
4 25 50 600 200 1100 0,18
5 25 50 500 300 1100 0,27
6 25 50 400 400 1100 0,36
7 25 50 200 600 1100 0,55
8 25 50 0 800 1100 0,73

*Solucdo de 1g/L de acido tanico foi utilizada como referéncia e diluices.

Tabela 2. Solucdo utilizada para quantificacdo de taninos pelo método BSA

Tampdo A Acido acético 2 M, NaCl 1,7 M.
Acetato de sodio 2 M, NaCl 1,7 M.
Tambao A: miturar 40 mL da solucdo de acido acético com 60 mL de
acetato de sodio, ajustar pH para 4.9 com NaOH e completar para 1L.

BSA 10mg/L 250 mg Albumina de soro bovino em 25 mL de Tampéo A.
SDS/TEA 50 mL de trietanolamina, 10 g SDS e completar para 1L
FeCls 0,01 M de FeClzem 0,01 M de HCI.

4.6 Producao de gas in vitro

Para a avaliacdo da bioatividade dos taninos condensados presentes nas amostras
coletadas foi realizado um experimento de producdo total de gases in vitro, utilizando-se
camara de fermentacéo anaerdbica baseada em TEDESCHI et al. (2008).

Esta camara inclui sensores de pressdo ligados aos frascos de incubacao (frascos de
vidro de 160 mL), e um computador compativel equipado com software PicoLog para
aquisicdo de dados (ADC-32 Precision Data Loggers).

O liquido ruminal foi obtido a partir de trés caprinos machos fistulados no ramen,
alimentados com racdo composta por 60% de capim elefante e 40% de uma mistura
concentrada a base de farelo de milho e soja. O liquido ruminal foi filtrado através de quatro
camadas de gaze e armazenado em garrafa térmica pré-aquecida. Foram registrados o pH e

potencial redutor do liquido ruminal, logo apds a coleta.

O processo fermentativo ocorreu em frasco de 160 mL, onde foram adicionados: 10 mL
de solucdo de macro e micronutrientes, 0,75 mg de amostra de capim Tifton 85 (2mm), 12,5

mL de liquido ruminal e &gua destilada até completar 50 mL. O desenho experimental consistiu
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de frascos referéncia, nos quais foi adicionado apenas o feno de capim Tifton 85 e de frascos
em que foi adicionado o feno citado e extratos purificados de taninos condensados (CT) de
cascas de Jurema preta e de Angico vermelho. As concentracdes de taninos condensados
utilizadas foram 2,5, 5, e 7,5% em relacdo a MS vegetal utilizada do feno de capim Tifton 85.

Em seguida, os frascos foram fechados com tampas de borracha butilica e friso selador de
aluminio. Entéo, todos os frascos foram levados a camara de fermentacéo, onde cada frasco foi
conectado a um sensor de pressao por meio de uma agulha de seringa (0,38x13 mm). Quando a
temperatura no interior da camara de fermentacéo atingiu 39°C, foram iniciados os registros. A
pressdo no interior dos frascos foi registrada em mV automaticamente pelo software a cada
cinco minutos durante 48h. Em seguida, os dados foram convertidos em mL de gas.

Apos 48h de fermentacdo, os frascos foram abertos para verificacdo do pH e potencial
redutor. Em seguida, foi adicionado 80 mL de solucdo detergente neutro a cada frasco que foi
fechado com tampas de borracha butilica e friso selador de aluminio e levado a autoclave por
60 minutos a 105°C (VAN SOEST, 1991). Apds este processo, as amostras foram filtradas a
vacuo utilizando papel filtro, funil buchnner e levadas a estufa a 60°C por 48h. Apds registrado

0 peso do residuo, foi realizada a anélise de nitrogénio insolGvel em detergente neutro (NIDN).

4.8. Analise estatistica dos dados

Os dados foram submetidos a anlise de variancia (ANOVA) seguido da comparagéo de
médias entre 0s grupos pelo teste Tukey (o = 0,05). Os célculos foram realizados no Microsoft
Excel 2013 e os gréaficos gerados no software OriginPro8. A anélise de componente principal
foi realizada no software XLSTAT 2014, com matriz de correlacdo Pearson (n) a 5% de

significancia.

5. RESULTADOS

As espécies jurema preta e angico vermelho apresentaram valores aproximados em
relacdo a composicdo quimico-bromatolégica, mesmo em localidade diferentes. As
concentracdes MS para angico vermelho foram em média de 574,1 g/kg Matéria Natural (MN)
para as folhas com hastes nas localidades de Delmiro Gouveia e Santa Terezinha e para as cascas
desta espécie os valores encontrados foram de 613,6 g/kg MN. Para as folhas com hastes e
cascas da jurema preta, os valores encontrados ficaram com média de 514,2 e 693,5g/kg MN
respectivamente nas localidades de Sertania e Santa Terezinha. (Tabela 3).

Com relacdo a PB, os teores encontrados para as folhas com hastes, foram mais altos nas

duas espécies em relacdo aos teores encontrados nas cascas. Este resultado é bastante relevante
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dada a importancia das folhas com hastes dessas espécies forrageiras da Caatinga como
excelente fonte de proteina para os animais. Entretanto, apesar dos altos teores de proteina bruta
nos extratos vegetais, estes apresentaram teores significativos ligados a FDN, ficando
indisponivel para a absor¢do dos microrganismos ruminais e para utilizagdo animal, pois estes

se associam aos taninos condensados e a lignina presentes nas plantas.

Tabela 3. Composicédo quimico-bromatoldgica em g/kg dos extratos vegetais de das espécies
forrageiras em seus diferentes locais de coleta

Extrato/ local

MSt MO? MM?Z  EE? PB2 FDN? FDA? PIDA LIGZ CHT CNF
de coleta
Angico Vermelho
Folha+haste (DG) 550,4 937,0 63,0 40,1 1743 310,14 211,0 69,2 87,9 722,6 4125
Folha+haste (ST) 597,8 940,1 59,9 375 1418 2765 171,2 71,0 69,4 760,7 4843
Casca (DG) 724,8 939,3 60,7 13,7 745 5545 385,6 73,4 229,1 851,1 296,6
Casca (ST) 502,4 940,3 59,7 16,7 78,2 637,0 5295 87,7 314,4 845,4 208,4
Jurema Preta
Folha+haste (ST) 543,4 9155 845 53,0 154,3 229,7 1243 79,8 51,9 708,2 4785
Folha+haste (S) 485,0 941,3 58,7 48,7 1755 2471 1127 86,5 421 717,1 4700
Casca (ST) 660,9 950,0 50,0 4,9 106,8 482,3 3875 1059 2204 838,2 3559
Casca (S) 726,2 967,2 328 572 104,2 557,1 499,3 120,2 3338 857,9 300,7

MS-Matéria Seca; MO-Matéria Orgéanica; MM-Matéria Mineral; EE-Estrato Etéreo; PB-Proteina Bruta;
FDN- Fibra em Detergente Neutro; FDA-Fibra em Detergente Acido; PIDA-Proteina Insolivel em
Detergente Acido; LIG-Lignina; CHT-Carboidrato Totais; Carboidrato N&o Fibroso.

DG=Delmiro Gouveia; ST=Santa Terezinha; S=Sertania.

g/kg Matéria Natural. 2g/kg de Matéria Seca.

As folhas de jurema preta mostraram teores de taninos condensados de 2,7 vezes mais
gue nas cascas coletadas no municipio de Santa Terezinha. Em relacédo as plantas coletadas no
municipio de Sertania, foi encontrada duas vezes mais TC nas folhas em comparacdo as cascas.
Jurema preta apresentou nas folhas concentragdes de TC 2,4 vezes maiores que em angico
vermelho nas plantas coletadas em Santa Terezinha (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracio de taninos condensados em g. Kg* de matéria seca

Local de coleta Jurema preta Angico vermelho
Folha Casca Folha Casca
Santa Terezinha (PB) 54,37 20,11 22,3 20,3
Serténia (PE) 44,60 22,14 * *
Delmiro Gouveia (AL) * * 13,9 18,5

* N&o houve plantas acessiveis para a coleta.

Foram testadas diferentes concentracbes de taninos condensados purificados para
avaliar seus efeitos sobre a atividade microbiana ruminal in vitro e sua relagdo com a nutrigéo
animal. Foram utilizadas as concentracOes de 2,5, 5 e 7,5% em relacdo a MS da foragem

utilizada. A adicdo dos taninos condensados purificados conduziu a uma diminui¢do na
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producéo total de gas em 48 h. O uso de 2,5% TC de angico e jurema ndo foi suficiente para
causar alteragdes significativas com relagdo ao controle nos experimentos 1 e 3 (Tabela 5). No
entanto, quando aumentamos a concentracdo para 5%, no experimento 1, notamos uma
reducdo na producdo de gas de 20,4% quando utilizado TC de jurema e 18,8% quando usado
TC de angico. O efeito da inibi¢do da producdo de gas ficou mais intenso quando utilizado
7,5% de TC (36% de jurema e 47,7% de angico). Quando comparados os efeitos entre as duas

espécies foi observado diferenca significativa apenas na concentracao 7,5%. (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito da adi¢do de taninos condensados purificados na produgdo total de gas in

vitro apos 48h.

Exp! Liquido TC?
ruminal?(g) (%)

producéo total de gas (mL)*

Jurema Preta Angico Vermelho Jurema Preta

mL gas/g liquido ruminal®

Angico Vermelho

1 0,53 +0,00 0 90,7 +0,5aA 90,7 £0,5aA 170,8 £1,0 170,8 £1,0
2,5 83,7 +4,8aA 85,0 +0,3aA 157,5 9,0 160,0 +0,5
5 72,2 +0,7aB 73,7 £1,9aB 135,9+1,3 138,8 +3,6
7,5 58,0+1,8aC 34,1 +£19,5bC 109,3 £3,6 64,3 36,7
2 0,40 +0,00 0 17,1 +4,5aD 17,1+4,5aD 43,3 +11,4 43,3 +11,4
2,5 64,91 2aA 60,7 +0,3aA 163,5 £3,3 152,7 +1,0
5 49,0 +2,8aB 48,7 +7,5aB 123,3+7,3 122,7£19,1
75 29,8 +0,4aC 38,3 +2,3bC 75,0 £1,2 96,4 £5,9
3 0,64 +0,01 0 90,2 +0,8A nr 141,7 1,3 Nr
2,5 81,4 £3,6A nr 127,9 £5,7 Nr
5 72,1+0,0B nr 113,3+0,0 Nr
7,5 27,8+23,5C nr 43,8 £36,9 Nr

! Experimentos

2 Massa de microrganismos utilizada para fermentac&o. Calculada a partir da concentragdo do liquido ruminal,
expressa em g/L do material volatilizado em mufla do liquido ruminal, o qual corresponde a massa de matéria
organica representada principalmente pelos microrganismos

3 Porcentagem de tanino condensado relativo a matéria seca de forragem

4Volume de gés produzido em 48h de incubagéo

5Volume de gas produzido em 48h dividido pela massa do liquido ruminal que representou a matéria organica

(microrganismos) utilizados na fermentagéo.

Médias com letras diferentes mintsculas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey. Médias com letras

diferentes maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey.

nr- ndo realizado.

Apesar dos diferentes nimeros de producdo de gases encontrados nos 3 experimentos,
0 comportamento microbiolégico em relacdo a utilizacdo dos taninos foi relativamente o
mesmo: quanto maior a concentragdo de taninos utilizada, menor € a producdo de gas (Tabela
5 e Figura 6). Observamos também que a producdo de gases esta inversamente relacionada
com o pH, FDN e proteina. Com 0 aumento da producdo de gases, ocorreu uma diminuicao
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no valor do pH, FDN e PB para a maioria das condicGes (Tabela 6 e Figura 5).

Tabela 6. Quantificacdo da FDN e PIDN da producdo de gas

Tratamentos TC% Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

FDN' PIDN* pH  pR  FDN' PIDN* pH pR FDN' PIDN° pH  pR
Controle 0 543 45 53 650 430 27 54 83,7 57,3 42 52 1090
Jurema preta 25 581 48 53 64,0 530 34 54 919 57,7 47 52 1025

5 58,1 4,8 54 610 552 37 5,7 76,7 60,2 5,1 53 83,0
75 603 55 5,6 540 60,1 44 5,9 60,8 62,2 5,2 59 70,5
Angico vermelho 2,5 55,0 4.8 5,2 64,0 53,7 3,5 5,4 87,8 nr nr nr nr
5 57,6 4,6 54 57,0 432 3,7 5,6 81,1 nr nr nr nr
75 455 47 57 460 569 40 5,9 61,2 nr nr nr nr

TC-Taninos condensados purificados

FDN-Fibra em Detergente Neutro; PIDN-Proteina Insolivel em Detergente neutro; PR- Potencial redox
nr- ndo realizado

196 Fdn Matéria seca

206 PB da Asa.
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Figura 6. Efeito da adicdo de taninos condensados purificados na producéo de gas in vitro ap6s 48h.
Experimentos 1 (AeB),2 (Ce D) e 3 (E).
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6. DISCUSSAO

Alimentar os ruminantes com forragens contendo taninos condensados pode ser uma
pratica eficiente natural para reducdo das emissdes de metano e aumento do ganho energético
para o animal (NAUMANN et al., 2017). Nos resultados, a adi¢cdo dos taninos condensados
purificados conduziu a uma diminui¢cdo na producdo total de gas em 48 h, especialmente
quando utilizada a concentracdo de 7,5% em relacdo a matéria seca da forragem utilizada.
Apesar da diminuicdo da producéo de gas, deve-se levar em consideracdo se houve mudancas
da digestibilidade, como a possibilidade de ter havido uma reducao da producéo acidos graxos
de cadeia curta (AGCC), o que resultaria em perdas na nutricdo animal (NAUMANN et
al.,2013). Levando em consideracdo que as concentracdes de TCPB de jurema preta excedem
a 5% de sua matéria seca (Tabela 4), temos que ter cautela em sua utilizacdo na alimentagéo
de ruminantes. Os tratamentos que receberam TC apresentaram diminuicdo da producéo de
gés, também apresentaram um leve aumento de FDN e proteina (Tabela 6), mas ndo podemos
afirmar que houve diminuicdo na digestibilidade sem a avaliacdo da concentragdo dos acidos
graxos de cadeia curta ou realizando um fermentacdo com um periodo superior a 48h.

Nos tratamentos com adicéo de 5% e 7,5% de TC, foi observado um comportamento ndo
comum nas curvas de producdo de gas. Com aproximadamente 10h de incubacdo houve uma
dréstica reducdo na producao de gas (Figura 6, experimentos 1 e 3). Talvez esse fenémeno
possa ser explicado pela inibicdo da metanogénese pelo TC. Nas arqueas metanogénicas, 0
dioxido de carbono é reduzido para produzir energia, criando metano como produto
metabolico, entretanto o CO. e H> poderiam ser utilizados pelos microrganismos
homoacetogénicos para produzir acetato, uma fonte primaria de energia para 0s animais
ruminantes. Portanto, se menos Hz é convertido em metano, entdo mais H. estara disponivel
para producdo de AGCC, resultando em um aumento da energia metabolizavel pelo animal
(NAUMANN et al., 2017). Outra hipétese alternativa ou aditiva a considerar, seria a
habilidade dos TC em inibir o uso de Hz na metanogénese (NAUMANN et al.,2013a). Becker
et al., (2014) relataram diminuicdo da producdo de metano de fluido ruminal in vitro que
ocorreu linearmente com a adicdo do composto fendlico catequina flavan 3. Neste
experimento, eles observaram que pelo menos seis atomos de hidrogénio séo capturados por
moléculas de catequina. Este comportamento pode ser a explicacdo para a redugdo temporéria

da presséo encontrada em nosso experimento de producédo de gas in vitro com a adi¢do de TC.
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Encontramos que o uso de taninos condensados na fermentagéo in vitro promove uma
diminuicdo na producdo de gases pelos microrganismos ruminais. No entanto, também
observamos que a concentracdo dos microrganismos do liquido ruminal, é de fundamental
importancia na produgdo de gases, como evidenciado no experimento 2. Este experimento
apresentou valores de producdo de gases mais baixos que 0s outros, possivelmente porque o
liquido ruminal possuia menor nimero de microrganismos de acordo com os valores de
matéria organica inoculados (Tabela 5). Observamos no experimento 2 que o controle (sem
adicdo de TC) apresentou mais baixa producdo de gas que os tratamentos com TC (Figura6 C
e D), o que sugere que em relativas baixas concentra¢fes de microrganismos, os taninos podem
promover maior producdo de gases. Estes resultados mostram que devemos levar em
consideracdo as proporcfes entre microrganismos, forragem e taninos condensados para

alcangar o efeito nutricional desejado.

7. CONCLUSAO

A Jurema preta apresentou caracteristicas interessantes para utilizacdo como fonte de
proteina para alimentacdo animal. Esta planta da caatinga possui altos teores de taninos
condensados biologicamente ativos, se tornando uma espécie com grande potencial para o uso
como aditivo que promova diminuicdo na producdo de gases, sem comprometer o ganho
nutricional em ruminantes. No entanto, serdo necessarios mais estudos para determinacao das
proporcOes ideais entre microrganismos ruminais, forragem e taninos condensados na
elaboracdo de novas dietas a base de plantas ricas em taninos condensados como a Jurema

preta.
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