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RESUMO

LAGE, Fabiola Fonseca. Caracterizacdo quimica e quantificacdo de
compostos fendlicos em forrageira. 2009. 107 p. Dissertagdo (Mestrado em
Agroquimica) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

A caracterizacdo quimica e a determinagdo dos compostos fendlicos
presentes em forrageiras sdo de grande importancia por permitirem um melhor
uso dessas plantas na nutricdo dos animais. Este estudo caracterizou quimica e
bromatologicamente as forrageiras Stylosanthes guianensis cultivares Mineirdo e
Campo Grande, Arachis pintoi cultivares Amendoim Belmonte ¢ Amendoim
Amarillo, em consorcio com o capim “Coastcross”. Identificou e quantificou
compostos fenodlicos presentes nessas forrageiras usando a técnica cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector de arranjo de diodos.
As leguminosas cultivadas em consorcio obtiveram teores de matéria seca (MS),
fibra em detergente neutro (FDA), fibra em detergente neutro (FDN) e lignina
mais adequados para a nutricdo animal e teores de fosforo, célcio e proteina
bruta (PB) mais elevados que a graminea “Coastcross”. Apenas os teores de
fosforo da graminea “Coastcross” adubada apresentaram diferenca significativa
(P<0,05) com o consorcio. Nao foi observado aumento no teor de PB na
graminea consorciada devido ao curto periodo de condugdo deste experimento.
A leguminosa consorciada que apresentou os melhores resultados para todos os
pardmetros avaliados foi a Amendoim Amarillo. O consoércio ndo interferiu no
teor de polifendis das gramineas ¢ no geral esses teores foram mais altos para as
leguminosas. Foram identificados e quantificados 4acidos fenolicos (4cido
ferulico, acidos p-cumarico, m-cumarico, o-cumarico), acidos derivados da
hidrélise de taninos hidrolisaveis (acido galico, acido elagico e acido caféico),
mondmeros de taninos condensados (catequina, epicatequina, galato de
epigalocatequina, galocatequina), vanilina e quercetina utilizando a técnica
CLAE. As concentragOes de acidos derivados da hidrolise taninos hidrolisaveis
encontradas foram de 0,19 a 113,98 pg mg' MS. As concentragdes de
monomeros de taninos condensados foram superiores ao considerado seguro
para os ruminantes (0,72 a 126,8 pg mg"' MS), sendo necessario um estudo
criterioso desses teores, quando for necessario estabelecer consorcio de
pastagens entre a graminea “Coastcross” e as leguminosas estudadas. As
concentragdes de acidos fenolicos aumentaram nas forrageiras adubadas com o

Comité Orientador: Adelir Aparecida Saczk (Orientadora) e Antonio Ricardo
Evangelista - UFLA.

vii



avanco da idade das plantas e suas concentra¢des ficaram em torno de 0,74 a
27,49 pg mg' MS.

Palavras chave: Gramineas, leguminosas, consércio, compostos fenolicos,
CLAE.
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ABSTRACT

LAGE, Fabiola Fonseca. Chemical characterization and quantification of
phenolic compounds in forage grasses. 2009. 107 p. Dissertation (Master in
Agrochemistry) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

The chemical characterization and determination of the phenolic
compounds present in forage is of great importance as it allows for a better use
of these plants in animal nutrition. This study characterized the chemical and
bromatological composition of the forages Stylosanthes guianensi; Mineirdo and
Campo Grande cultivars, and Arachis pintoi; Amendoim Belmonte and
Amendoim Amarillo cultivars, in association with “Coastcross” grass. The
phenolic compounds present in these forage crops were identified and quantified
using the high-performance liquid chromatography technique (HPLC) coupled
to a diode array detector. The legumes cultivated in association obtained more
appropriate levels, for animal nutrition, of dry matter (DM), acid detergent fiber
(ADF), neutral detergent fiber (NDF) and lignin and higher phosphorous,
calcium and raw protein (RP) levels than “Coastcross” grass. Only the
phosphorous levels of fertilized “Coastcross” grass presented significant
difference (P < 0.05) from those in association. An increase was not observed in
the level of RP in the associated grass due to the short duration period of this
experiment. The legume, in association, which presented the best results for all
of the appraised parameters was the Amendoim Amarillo. The association did
not interfere in the level of polyphenols of the grasses, and in general, these
levels were higher for the legumes. The phenolic acids (ferulic acid, p-coumaric,
m-coumaric, o-coumaric acids), acids derived from the hydrolysis of
hydrolysable tannins (gallic acid, ellagic acid and caffeic acid), condensed
tannin monomers (catechin, epicatechin, epigallocatechin-gallate, gallocatechin),
vanillin and quercetin were identified and quantified using the HPLC technique.
The concentrations of acids derived from the hydrolysis of hydrolysable tannins
found were from 0.19 to 113.98 pg mg"' MS. The concentrations of condensed
tannin monomers were superior to those considered safe for ruminants (0.72 to
126.8 pg mg” MS). A more in-depth study of these levels is necessary when the
establishment of pastures associating “Coastcross” grass and the studied
legumes becomes necessary. The concentrations of phenolic acids increased in
the fertilized forage crops with the progress of the age of the plants. The
concentrations were around 0.74 to 27.49 ug mg™" MS.

2 Orientation committee: Adelir Aparecida Saczk (Advisor) e Antonio Ricardo
Evangelista - UFLA.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de pastagens com alto valor nutritivo ¢ um dos fatores de
maior importancia para a reducdo de custos na pecuaria. Na formagdo dessas
pastagens um dos graves problemas verificados ¢ a baixa fertilidade natural dos
solos, fator limitante da produtividade e sustentabilidade das pastagens tropicais,
tornando seu valor nutritivo baixo, principalmente na época da seca (Queiroz et
al., 2002).

Pastagens de alto valor nutritivo podem ser obtidas com a introducdo de
forrageiras associadas a leguminosas. Tem-se um nimero relativamente alto de
gramineas e leguminosas com potencial forrageiro para formacao de pastagens,
mas o sucesso na utilizagdo das espécies depende de conhecimentos que
permitam desde a escolha da espécie mais apropriada as condigdes do solo e
clima da regido, até a adoc¢do de praticas de manejo que garantam o seu
desenvolvimento e a sua persisténcia, ¢ maximizem a sua produtividade e seu
valor nutritivo (Nozella, 2001).

As leguminosas possuem um bom potencial para serem empregadas na
alimentagdo animal, podendo ser exploradas para pastejo direto ou, se
conservadas, para fornecimento na forma de feno ou silagem. Apresentam a
vantagem de serem, de modo geral, ricas em proteina, calcio e magnésio e
apresentarem menor diminui¢do em seu valor nutritivo com o avang¢o da idade, o
que concorre para aumentar a produtividade e o valor nutritivo das pastagens
(Souza et al., 2002).

As leguminosas s3o0 uma boa opgdo para o consorcio de pastagens com
gramineas. Verifica-se que, de uma maneira geral, a presenga de leguminosa
promove melhoria nos niveis de proteina bruta da graminea acompanhante

(Pereira, 2001). Além disso, como a leguminosa ¢ fornecedora natural de



nitrogénio ela pode ser utilizada na pastagem para completar a demanda por esse
elemento e ainda ser fonte de foésforo, potassio € micronutrientes.

A avaliagdo de compostos fenolicos presentes nas forrageiras pode
auxiliar na escolha do melhor uso, bem como, um melhor entendimento dos
efeitos positivos e/ou negativos desses compostos na nutrigdo dos animais.
Algumas leguminosas possuem compostos fendlicos como taninos condensados
e taninos hidrolisaveis em sua composi¢cdo, que sdo de interesse devido a sua
capacidade de complexar proteinas, vitaminas, ions metalicos e minerais.
Fatores como condigdes do solo, clima, espécie e idade das plantas interferem no
conteudo de taninos nas plantas e estas variagdes tem sido o principal fator que
as diferencia quanto a seletividade pelos animais. O efeito direto destes
compostos pode interferir no consumo voluntario dos animais, na inibi¢do da
fermentacdo no rumem pela formagdo de complexos com as proteinas ¢ fibras,
tornando-as resistentes a digestdo, ou indiretamente, pela ligacdo com enzimas
digestivas, inibindo sua acao catlitica (Pereira, 2001; Godoy, 2007).

Varios métodos t€m sido propostos para a quantificacdo de taninos e
polifendis em leguminosas forrageiras. O uso da técnica CLAE acoplada a
varios detectores tem sido utilizado na elucidacdo da complexibilidade de
taninos condensados e hidrolisaveis. Diante da necessidade de melhorar a
qualidade nutricional das pastagens brasileiras, a utilizagdo da CLAE para
quantificacdo de compostos fendlicos e a caracterizagdo quimica e
bromatolégica em forrageiras torna-se de grande interesse, por permitir um

melhor entendimento de seus efeitos nutricionais sobre os ruminantes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Gramineas do género Cynodon

O capim “Coastcross” ¢ um hibrido estéril, obtido do cruzamento da
cultivar Coastal (Cynodon nlemfuensis Vanderist) e o capim-bermuda [Cynodon
dactylon (L.) Pers.], de alta digestibilidade, pouco tolerante ao frio, proveniente
do Quénia (Bogdan, 1977). Apresenta crescimento perene estolonifero,
rizomatoso, com exigéncia em fertilidade do solo, tolerante a seca, frio e
pisoteio, com multiplicag@o através de mudas por causa da pouca quantidade de
sementes férteis, proporcionando rendimento de 15 a 18 t MS/ha/ano, com uma
composi¢do quimica média de 10 a 12% de proteina bruta (PB) e 55 a 60% de
digestibilidade in vitro da matéria seca (Dias & Nascimento Junior, 1997). O

capim “Coastcross” pode ser observado na Figura 1.

FIGURA 1 Capim Coastcross.

A composi¢do quimica das gramineas “Coastcross” e Tifton 85 foram

estudadas por Reis et al. (2001). Os valores observados para matéria seca (MS),



proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), lignina, célcio e fosforo para a graminea “Coastcross” foram
respectivamente de 33,22%, 8,59%, 86,51%, 47,81%, 8,23%, 0,40% e 0,30% e,
para o Tifton 85 34,21%, 7,93%, 89,65%, 50,73%, 9,08%, 0,41% e 0,19%. Este
estudo observou as gramineas em diferentes idades de corte e os autores
concluiram que o avango da idade de 30 para 360 dias afetou a composicdo
quimica das gramineas, havendo, em geral, aumentos nos teores de MS, FDA, ¢
lignina e um decréscimo para os demais nutrientes.

Primavesi et al. (2004), ao estudarem os efeitos da adubacdo nitrogenada
na extragdo de nutrientes e a recuperacdo aparente de nitrogénio, em graminea
“Coastcross” concluiram que os teores de macro e micronutrientes na parte aérea
das plantas da graminea aumentaram, em geral, com as doses de nitrogénio
aplicadas, com excecao do fosforo e do ferro.

A graminea “Coastcross” também foi estudada por Rocha et al. (2001),
juntamente com outras duas gramineas do género Cynodon a Tifton 68 ¢ a
Tifton 85. Neste foram analisadas as diferengas dos teores de FDN ¢ FDA das
gramineas quando submetidas a diferentes doses de nitrogénio. Os autores
observaram que houve diferengas nos teores de FDN: 72,14% para a Tifon 68,
73,03% para a Tifton 85 e 75,16% para a “Coastcross”, e que os teores de FDA
foram semelhantes, independente da dose de nitrogénio e da cultivar, sendo os
valores de 40,38%, 40,68% ¢ 39,49%, respectivamente.

Avella et al. (2008) determinaram o teor de fendis totais e a atividade
oxidante destes compostos oriundos de 14 forrageiras utilizadas para
alimentagdo animal, dentre elas a forrageira bermuda. Para a determinacao dos
fenodis totais presentes nas plantas foi utilizado o método Folin Ciocalteu. A
concentragdo de fenois totais encontrada na amostra foi de 47,27 + 1,80,
expressa em mg de 4cido fenolico por g de MS, e, a atividade antioxidante foi de

843,33 ug mL". Os autores concluiram que houve relagio entre os contetidos



dos compostos e a atividade antioxidantes das plantas, pois no geral, plantas com
maior teor de polifendis apresentam maior atividade antioxidante. Esta maior
atividade antioxidante ocorre porque os polifenois funcionam com sequestrantes
de radicais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagdo do processo
osidativo. O teor de polifendis e a atividade antioxidante encontrados na grama

bermuda foram considerados altos, em relagdo as demais forrageiras.

2.2 Leguminosa do género Stylosanthes

O género Stylosanthes, pertencente a familia Fabaceae possui 44
espécies, das quais 25 ocorrem no Brasil, especialmente na regido do Cerrado,
sendo nativo da Américas do Sul e Central. Essa leguminosa ¢ resistente ao
pastejo pesado e ao estresse hidrico apresentando alto teor protéico, facil
propagag¢do e manutencao (Lazaro, 2007).

A Stylosanthes (Figuras 2 e 3) ¢ uma planta perene, de crescimento ereto
e subereto, com potente sistema radicular, que apresenta capacidade de extrair
fosforo mesmo em solos de baixo teor desse elemento (Ferreira & Costa, 1977).
A maior parte das espécies de Stylosanthes ocorre como plantas colonizadoras
ou invasoras em pastagens nativas, em solos acidos e pobres em nutrientes o que
a torna uma interessante alternativa para condi¢des de estresse ambiental (Silva,
1998).

Segundo Barcelos et al. (2000) as sementes possuem um tegumento duro
que dificulta a absor¢do de agua durante o processo de germinagdo, sendo
necessaria a escarificagdo da semente para que se obtenha uma germinagdo
rapida e uniforme. Os principais mecanismos de persisténcia de Stylosanthes,
sob pastejo, sdo a ressemeadura natural e a sobrevivéncia das plantas. O
primeiro é essencial para S. macrocephala e S. capitata e o segundo, para S.

guianensis cv. Mineirdo. Na regido dos Cerrados, a maioria das variedades de



Stylosanthes é capaz de nodular livremente com estirpes nativas de Rhizobium,

ndo sendo necessaria a inoculagdo das sementes.

FIGURA 3 Stylosanthes Mineirao.

O consumo e a digestibilidade do feno de Stylosanthes guianensi,s em
estadio avangado de maturidade, foram estudados por Ladeira et al. (2001). Os

teores de MS, PB, FDN e FDA encontrados pelos autores foram respectivamente



91,6%, 9,8%, 63,7%e 50,1% ¢ a digestibilidade aparente ruminal para os
mesmos parametros foi de 37,2%, 21,3%, 37,6% e 39,1%. Os autores
concluiram que o feno do Stylosanthes guianensis, mesmo em estadio avancado
de maturidade pode ser indicado para ruminantes, pois ¢ capaz de atender as
necessidades energéticas de matenga, apesar de sua digestibilidade ndo ser
elevada.

A caracterizagdo quimica e a quantificacdo de taninos de Stylosanthes
guianensis cultivares Mineirdo e Campo Grande, foi feita por Godoy et al.
(2007). Neste estudo utilizou-se o método Folin Cicolteau para determinar
fenoéis totais € o método butanol-acido para determinar os taninos condensados
nas amostras. Os teores de fenois totais e taninos condensados para a cutivar
Mineirdo foram, 26,3 eq/g de é4cido tanico por Kg' MS e 25,6 eq/g de
leucocianidina por Kg' MS e para a cultivar Campo Grande 15,6 eq/g de 4cido
tanico por Kg' MS e 3,6 eq/g de leucocianidina por Kg"' MS. O intervalo 30 —
40 eg/g de leucocianidina por Kg' MS é considerado ideal para ingestio de
taninos condensados pelos ruminantes. Assim, nenhuma das cultivares estudadas
apresentou riscos para os animais, quando fornecida como unica fonte de

alimento.

2.3 Leguminosa do género Arachis

O género Arachis ¢ originario da América do Sul e encontra-se
distribuido ao leste dos Andes, entre os rios Amazonas ¢ a Bacia do Prata. Entre
as leguminosas do género Arachis citam-se algumas espécies forrageiras
promissoras, tais como, Arachis pintoi, Arachis repens e Arachis glabrata
(Miranda et al., 2003).

O amendoim forrageiro (CIAT 17434) do género Arachis é uma
leguminosa herbacea perene, de habito estolonifero, de crescimento rasteiro,

altura de 20 a 40 cm e raiz pivotante, apresentando alta resisténcia a desfolha



pelo pastejo (Figuras 4 e 5). O florescimento ¢ de quatro a cinco semanas apos a
emergéncia das plantulas. A produtividade de sementes ¢ variavel nas diferentes

regides e a sua formagdo ocorre abaixo do nivel do solo, e a maioria solta-se das

plantas dificultando a colheita (Alves et al., 2009).

FIGURA 5 Amendoim Amarillo.



Thomas et al. (1997), ao estudarem o Arachis pintoi CIAT 17434 em
dois solos da Colombia, usando a diluicdo isotopica do "N como forma de
estimar as taxas de fixagdo de nitrogénio sob a forma de Ny, observaram que
essa espécie pode fixar até 80% de suas demandas nutricionais de nitrogénio.

A forma de multiplicagdo em mudas é a que apresenta melhores
resultados (pegamento) em relagcdo as demais sementes e estoldes. As cultivares
mais conhecidas no Brasil s3o a Belmonte e a Amarillo e Alqueire-1,
desenvolvida pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT,
Colombia (Lima et al., 2003). O primeiro acesso dessa espécie foi obtido por
coleta realizada em 1954, em Belmonte, no estado da Bahia.

Os estudos agronomicos em sua maioria foram desenvolvidos com
germoplasma do material original de A. pintoi distribuido pelo CIAT. Esse
material identificado como CIAT 17434 ou BRA-013251, de grande potencial
forrageiro, foi altamente difundido entre produtores da Australia (Amarillo),
Bolivia e Colombia (cv. Mani Forragero), Costa Rica (Mani Mejorador),
Honduras e México (Pico Bonito). A cultivar Porvenir (CIAT 18744) foi langada
na Costa Rica, em 1998 (Barcellos et al., 2000; Cook et al., 1990; Valls, 1992;
Argel & Villarreal, 1998).

A concentragdo de taninos condensados em amostras de Arachis Pintoi
foi determinada por Jackson & Barry (1996) utilizando os métodos butanol-
acido e vanilina. A concentragdo de taninos condensados encontrada pelo
método butanol-acido foi de 100,4 g kg ' MS, sendo 71,8 g kg MS presentes
no extrato, 25,1 g kg™ MS, ligado a proteinas e 3,5 g kg”' MS, ligado a fibras. A
concentragio encontrada pelo método da vanilina foi de 30,7 g kg' MS,
comprovando a maior eficiéncia do método butanol-acido na determinagdo de

taninos condensados nessa leguminosa.



2.4 Uso de leguminosas em consércio nas pastagens

No Brasil 88% da carne bovina produzida tem origem em rebanhos
mantidos exclusivamente em pastos. Comparando-se com outros paises
exportadores de carne, essas pastagens apresentam baixos indices zootécnicos e
de produtividade (Almeida et al., 2002).

Paciullo et al. (2003) avaliaram a massa de forragem e a composi¢do
botanica de pastagens de Brachiaria decumbens Stappf em monocultivo ¢ em
consorcio com Stylosanthes guianensis (Aubl) Sw. Var. vulgaris cv Mineirdo em
diferentes meses do ano. As analises da massa de forragem dessas pastagens
mostraram que, para a Brachiaria decumbens ndo houve variagdo com o sistema
de cultivo, a massa de forragem de leguminosa decresceu ao longo do ano ¢ a
pastagem em consorcio apresentou massa de forragem total maior que a do
monocultivo. Os teores de PB e FDN de Brachiaria decumbens encontrados
foram 7,6% e 65,8%, respectivamente, e de Stylosanthes guianensis foram
14,15% e 57,45%. Os autores concluiram que a leguminosa contribuiu no
aumento da massa e no valor nutritivo da forragem disponivel na pastagem
consorciada.

O efeito da competi¢do no crescimento da graminea forrageira Panicum
maximum Jacq. cv. Tanzdnia em consorcio com as leguminosas forrageiras
Stylosanthes guianensis cv. Mineirdo ¢ Neonotomia wighii cv. comum (soja
perene), nos sistemas de plantio solteiro e consorcio foi estudado por Rosa et al.
(2007). No consorcio da graminea Tanzania com o Stylosanthes a altura das
plantas, a producao de MS, o indice de area foliar e a taxa de crescimento de
cultura foram maiores que no plantio solteiro e no consorcio com soja perene.
Os autores concluiram que o consoércio entre Tanzédnia e Stylosanthes foi
favoravel para a produgdo de MS e o crescimento dessa graminea e que, no
consOrcio com soja perene ocorre a inibicdo mutua e no consorcio com

stylosanthes ocorre compensacédo, ocorrendo duas formas de competicéo.
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Dessa forma, o uso de espécies de gramineas e leguminosas forrageiras
adaptadas, com grande capacidade produtiva e nutricional, corretamente
manejadas e adubadas, associadas ao melhoramento genético do rebanho, pode
representar um grande salto na atividade pecudria, garantindo elevadas

producdes por unidade de area.

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios provenientes da via
metabolica do acido chiquimico a partir de carboidratos, ou pela via do acetato-
polimalato que se inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A. A
origem biogenética determina o padrdo de substituicdo do composto fendlico
resultante. Pela via do acido chiquimico obtém-se compostos com grupos
hidroxila em posic¢do orto, que se formam a partir do acido cindmico. Por outro
lado, a via do acetato-polimalato origina compostos com grupos hidroxila
dispostos em meta (Simdes et al., 2007).

Os compostos fendlicos estdo presentes nos vegetais de forma livre ou
ligados a agucares (glicosidios) e proteinas e englobam desde moléculas simples
at¢ outras com alto grau de polimerizagdo (Soares, 2002). Atualmente,
encontram-se mais de 4000 estruturas fenolicas conhecidas. A grande variedade
desses compostos deve-se ao fato de estarem ligados com grupos hidroxilas,
metoxilas e estarem conjugados com agucares (Oliveira, 2005).

Em razdo da grande diversidade de processos metabolicos na formagao
de substancias fendlicas, ¢ dificil estimar o teor quantitativo nos tecidos das
plantas de um modo absoluto (Evaristo & Leitdo, 2001). Normalmente, a cada
espécie vegetal esta associada uma determinada familia de polifendis como mais
importante, cujos teores aumentam com a idade e variam com o

desenvolvimento vegetativo das plantas. As substincias fendlicas mais
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encontradas em plantas sdo: acidos fenolicos, flavondides e taninos (Santos et
al., 2001).

De acordo com Soares (2002) os acidos fendlicos tém como
caracteristica o fato de terem um anel benzénico, um ou mais grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila e outros
substituintes na molécula. A determinagdo de acidos fenodlicos, presentes em
amostras de forragens tropicais, pode oferecer informagdes importantes para a
compreensdo das limitagdes envolvidas na digestdo ruminal da parede celular de
tais espécies.

Os taninos sdo compostos fendlicos de alto peso molecular e conferem
ao alimento a sensacgdo de adstringéncia. Sdo os polifendis de maior importancia
em leguminosas, pois, além de possiveis efeitos sobre a disponibilidade de
minerais, a sua importancia nutricional parece estar associada a sua influéncia

sobre a digestibilidade das proteinas (Mendonga et al., 2003).

2.5.1 Acidos fendlicos

Os acidos fenolicos pertencem a uma classe de metabolitos secundarios,
largamente distribuidos em plantas. Soares (2002) afirma que estes acidos além
de se apresentarem em sua forma natural também podem ligar-se entre si ou com
outros compostos.

Os acidos fenolicos sao divididos em trés grupos: o primeiro é composto
pelos acidos benzobicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e sdo os
acidos mais simples encontrados na natureza. O segundo grupo ¢ formado pelos
acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3), sendo sete os
mais comumente encontrados no reino vegetal (acidos cindmico, o-cumarico, p-
cumarico, m-cumarico, caféico, ferulico e sinapico). Como terceiro grupo tém-se
as cumarinas que sao uma classe de metabdlitos secundarios derivados do acido

cinamico por cicliza¢do da cadeia lateral do acido 0-cumarico.
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Os acidos vanilinico, galico e elagico (Figura 6) derivados do acido
benzodico sdo importantes na nutricdo de ruminantes. O acido vanilinico € obtido
apos a hidrdlise 4cida de folhas de gimnospermas e angiospermas, possuindo
estreita ligagdo com a composi¢do da lignina. O acido galico é encontrado na
natureza na forma de seu dimero de condensacdo, como acido elagico, ambos
sdo precursores de taninos hidrolisaveis, polifendis que ocorrem em forrageiras

(Simdes et al., 2007).
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FIGURA 6 Estruturas quimicas dos acidos vanilico, galico e elagico.

O 4acido cinamico apresenta entre seus acidos derivados os acidos p-
cumarico, caféico e ferulico (Figura 7). Esses acidos estdo diretamente
envolvidos na associagdo da lignina com as hemicelulosaes (polioses) da parede
celular. As principais formas de interacdo molecular estdo bem estabelecidas e
envolvem ligacdes éster e éter com os carboidratos e unidades condensadas da
lignina. Dos componentes da parede celular, a lignina ¢ considerada a que
apresenta maior efeito negativo sobre a digestdo ruminal (Deschamps & Ramos,
2002). Ja o acido o-cumarico (Figura 7) também derivado do 4cido cinamico
tem distribui¢do restrita, mas é importante por originar facilmente, através da
ciclizagdo, a cumarina, que ¢ um constituinte frequentemente responsavel pelo

odor nos vegetais (Simoes et al., 2007).
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FIGURA 7 Estruturas quimicas dos acidos p-cumarico, o-cumarico, caféico e
feralico.

Os acidos fendlicos, principalmente os acidos p-cumarico e feralico
agem como suas unidades precursoras na formac¢ao da lignina nas plantas (Brito
et al., 2003). Os compostos fenolicos derivados da lignina inibem a digestdo da
celulose e da hemicelulose e a quantidade de compostos fendlicos presentes nos
diferentes tecidos das plantas tem sido relacionada com a digestibilidade (Akin,
1982). Assim, conhecer a concentragdo desses precursores da lignina ¢ de
relevante importancia no estudo das plantas utilizadas como forragens para os

ruminantes.

2.5.2 Taninos

Taninos vegetais sdo polifendis naturais de consideravel interesse devido
asua habilidade de ligar-se a proteinas e metais (Godoy, 2007). Podem ser
classificados em taninos hidrolisdveis e taninos condensados. Os taninos
hidrolisaveis, apds hidrolise, produzem carboidratos e acidos fendlicos como os
acidos galico, caféico, elagico e tanico, ja os taninos condensados sdo resistentes

a hidrolise e s@o oligomeros dos grupos flavan-3-ols (catequina) ou flavan-3,4-
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diols (leucoantocianidina) (Nozella, 2001; Silva & Silva, 1999). Séao
responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e outros vegetais, sendo,
também, potentes inibidores de enzimas (Simdes et al., 2007).

Segundo Schofield et al. (2001) o termo tanino designa os metabdlitos
secundarios de natureza polifendlica extraidos de plantas. Apresentam alto peso
molecular, cerca de 500 a 3000 Dalton e contém grupos hidroxila-fenolicos em
quantidade suficiente para permitir a formagdo de ligagdes cruzadas estaveis
com proteinas.

Na forma ndo oxidada, os taninos reagem com as proteinas através de
ligagdes de hidrogénio formando complexos reversiveis, podendo ser soluveis
ou insoluveis, dependendo da proporgdo tanino/proteina, do pH e da forga
ionica. Quando oxidados, os taninos transformam-se em quinonas, as quais
formam ligagdes covalentes com alguns grupos funcionais das proteinas,
principalmente os grupos sulfidricos da cisteina e e-amino da lisina, formando
complexos irreversiveis. Esses complexos ocorrem na planta quando seus
tecidos sao danificados, por auto-oxidacdo ou oxidagdo catalisada por enzimas
(Simdes et al., 2007; Sgarbieri, 1996).

A complexacdo entre taninos e proteinas € a base para suas propriedades
na planta como fator de controle de insetos, fungos e bactérias ¢ por sua
capacidade de se combinarem com proteinas da pele animal inibindo a
putrefagdo, processo conhecido como curtimento do couro (Simdes et al., 2007;
Nozella, 2001). A capacidade dos diversos taninos de se complexarem com
proteinas varia conforme a sua estrutura quimica. O peso molecular e a
flexibilidade da molécula sdo fatores importantes no processo de complexagao.
Fatores nas estruturas das proteinas tais como na conformagido ¢ tamanho do
polimero também influenciam na afinidade dessas moléculas com taninos

(Simdes et al., 2007).
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Beelen et al. (2006) afirmam que a maioria das associagdes tanino-
proteina de interesse biologico ocorre por ligagdes de hidrogénio. Por causa
dessas ligagdes, taninos soluveis podem apresentar efeitos positivos sobre a
utilizagdo digestiva e metabdlica das proteinas em ruminantes, o que leva a uma
diminui¢do da degrabilidade ruminal, aumentando a disponibilidade de proteina
alimentar no duodeno. No entanto, esses efeitos também podem ser negativos,
pois os taninos que permanecem livres inibem a fermenta¢do no raimem.

Conforme Nozella (2001) os taninos sao amplamente distribuidos dentro
do reino vegetal, sendo comuns tanto em espécies gimnospermas como
angiospermas. Dentro das angiospermas sdo mais comuns em dicotiledoneas,
que possuem familias ricas em taninos como leguminosae (Stylosanthes
guianenses), anacardiaceas (Anacardium occidentale — cajueiro), combretaceas
(Quisquales indica — jasmim da india), rizhoporaceae (Bruguiera — arvore de
manguezal), mirtacea (Psidium cuneatum — araga rasteiro), polinaceae (Cedrus —
cedro).

Em leguminosas e cereais, os taninos receberam ateng@o por causa de
seus efeitos adversos na cor, sabor e qualidade nutricional. Leguminosas que
apresentam taninos condensados na fragdo da fibra alimentar podem ser
consideradas indigeriveis ou pobremente digeriveis. Esse ¢ um dos motivos de
serem mencionados como limitantes do valor nutritivo dessas plantas (Silva &
Silva, 1999; Desphande, 1990).

O fato de taninos formarem complexos com proteinas ao invés de
carboidratos e outros polimeros pode explicar esses fatos. Os polifendis ou
taninos condensados sdo mencionados com frequéncia como maiores limitantes
do valor nutritivo de leguminosas. Animais alimentados com dietas ricas em
polifendis indicam reducdo da ingestdo de alimentos e baixo quociente de

eficiéncia protéica (Silva & Silva, 1999).
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2.5.2.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis (TH) sdo poliésteres derivados de aglcares
unidos por ligagcdes éster-carboxila, sendo prontamente hidrolisdveis em
condi¢des acidas ou basicas. Sua unidade bdsica estrutural é um poliol,
usualmente uma D-glucose com seus grupos hidroxilas esterificados pelo acido
galico (galotaninos) ou pelo acido hexadihidroxifénico (elagitaninos) (Nozella,

2001) (Figura 8).
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FIGURA 8 Taninos hidrolisaveis (Lima et al., 2007).

Esses ésteres variam sua forma, desde simples compostos como B-D-
glucogalina a compostos com alto peso molecular. Quando o nucleo da glucose
¢ esterificado com cinco ou menos grupos galoil, os compostos resultantes sdo
definidos como  precursores  galotaninos. O  galotanino ¢é o
hexagaloilglucopiranose que é formado pela adigdo de uma unidade de galoil ao
nucleo da pentagaloilglucopiranose, através de ligacao meta-depsidio (Salminen,
1999). A Figura 9A apresenta a estrutura quimica pentagaloilglucopiranos ¢ 9B

a estrutura quimica de trigaloil-HHDP-glucopiranose.




FIGURA 9 A) Estrutura de pentagaloilglucopiranose (galotanino); B) trigaloil-
HHDP-glucopiranose (elagitanino) (Salminen, 1999).

Supde-se que os elagitaninos sejam o resultado do acoplamento
oxidativo C-C entre dois grupos galoil adjacentes de pentagaloilglucopiranose
para formar hexadihidroxidifenoil (HHDP) assim como unidade de trigaloil-
HHDP-glucopiranose — Figura 2B (Salminen, 1999). Os elagitaninos isolados
até o momento sao monomeros, dimeros, trimeros e tetrameros.

Simoes et al. (2007) comentam que taninos hidrolisaveis oligdmeros sdo
formados pela condensag@o de unidades monoméricas, usualmente elagitaninos,
que se interconectam através de diferentes unidades ligantes como os grupos
valoneoila (produto do acoplamento oxidatico entre o oxigénio do HHDP de um
monodmero e o carbono do acido galico de um ouro mondmero); deidrodigaloila
(o acoplamento oxidativo & entre dois grupos de acido galico) e o grupo
sanguisoboila (produto da condensacdo entre o éster HHDP e o Aacido
sanguinosorbico).

Taninos hidrolisaveis ocorrem em dicotiledoneas herbaceas e lenhosas,
porém dentro de limites taxondmicos bem definidos (Simdes et al., 2007). Além
de sofrerem hidrolise por bases e acidos também sofrem hidrolise pela agdo de
estereases € sua concentracdo nas plantas normalmente ¢ baixa. Sdo convertidos
em compostos de baixo peso molecular pelo metabolismo microbiano e a

digestdo gastrica. Alguns desses metabolitos sdo toxicos e estdo associados a

18



hemorragias gastroentéricas ¢ necrose do figado e rins, principalmente em
monogastricos (Beelen et al., 2006).

Sdo, em geral, agentes bioldgicos mais potentes por unidade de massa
que os taninos condensados e sua capacidade de precipitar proteinas ¢é
diretamente relacionada ao nimero de grupos galoil. Sdo encontrados em folhas,
frutas, vagens de monocotiledoneas e dicotiledonea (Nozella, 2001).

Taninos hidrolisaveis apresentam efeitos toxicos quando ingeridos por
animais. Os efeitos mais frequentes sdo as hemorragias gastrointestinais e
necrose do figado (Reed, 1995). Esse efeito toxico € resultado de sua absor¢do
pela corrente sanguinea e o transporte para o figado dos produtos da sua

degradagdo (Oliveira & Berchielli, 2007).

2.5.2.2 Taninos condensados

Os taninos condensados (TC), ou proantocianidinas, sdo constituidos por
unidades de flavandides, flavan-3,4-diol (leucoantocianidina) ou flavan-3-ols
(catequina). As ligagdes que ocorrem entre essas unidades sdo geralmente entre
os carbonos quatro de uma estrutura e oito da outra. Variagdes podem ocorrer
por diferentes nimeros de mondémeros ligados, pela posicdo de ocorréncia das
ligacdes, pelo padrdo de oxigenagdo dos anéis A e B e da unidade flavan-3-ol e
pela esteroquimica dos substituintes do anel C. A Figura 3 apresenta a estrutura

de um tanino condensado muito comum, a procianidina (Queiroz et al., 2002).
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FIGURA 10 Férmulas estruturais: a) um flavondide genérico; b) mondémero
flavonoide; ¢) procianidina (tanino condensado).

As propriedades dos taninos condensados dependem de sua estrutura em
termos de unidades monoméricas (grau de hidroxilacdo e estereoquimica 2,3 —
cis ou 2,3 —trans), seu grau de polimerizagdo ¢ o tipo de ligagdo entre flavan -3-
ols com uma consideravel taxa de variagdo estrutural (Meagher et al., 2004).

A reatividade de proantocinidinas com moléculas de significancia
bioloégica tem importantes consequéncias nutricionais e fisiologicas. Seus
multiplos grupos hidroxilfenolicos ligam-se com proteinas, ions metalicos e com
outras macromoléculas como polissacarideos, para a formagdo de complexos
(Schofield et al., 2001).

Os taninos condensados podem conter de duas a cinquenta unidades de
flavandides. Possuem estruturas complexas, sdo resistentes a hidrélise, mas
podem ser soliveis em solventes organicos aquosos, dependendo de sua
estrutura (Nozella, 2001). Como as ligagdes carbono-carbono dos taninos
condensados ndo sdo susceptiveis de quebra de hidrolise esses taninos ndo sio
absorvidos pelo trato intestinal. Em forrageiras, se a concentracdo de taninos
condensados for acima de 5% da MS na dieta dos ruminantes, esses compostos

apresentam importante acdo antinutricional. No entanto, quando em baixa
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concentragdo esses polimeros possuem a capacidade de proteger a proteina
ingerida de degradagdo ruminal (Beelen et al., 2006).

Segundo Beelen et al. (2006) a caracteristica mais marcante dos taninos
e que explica a maioria das suas propriedades biologicas e antinutricionais ¢ a
sua capacidade de formar complexos insoluveis com proteinas. As proteinas
com forte afinidade pelos taninos sdo caracterizadas por apresentarem uma
porg¢do de prolina, uma relativa quantidade de aminoécidos de cadeia ndo polar,
elevado peso molecular e estrutrura terciaria aberta.

Em geral, os taninos condensados ocorrem amplamente em
gimnospermas e angiospermas e estdo amplamente distribuidos em plantas
lenhosas como a Schinus lentiscifolus March — aroeira-suja-campo (Simdes et
al., 2007). Estdo presentes em maiores quantidades nos alimentos normalmente
consumidos e constituem a segunda fonte de polifendis do reino vegetal,
perdendo apenas para a lignina. Além de serem potentes antioxidantes, possuem

larga aplicacdo industrial na complexag¢ao com proteinas (Queiroz et al., 2002).

2.6 Quantificacdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Para a determinagdo do teor de taninos em forrageiras, os métodos mais
usados na literatura sdo os espectrofotométricos e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Os métodos espectrofotométricos mais aplicados envolvem a
complexagdo prévia dos taninos com substratos protéicos (po-de-pele, caseina,
albumina) ou poliméricos (PVPP) (Verza et al., 2007). A técnica CLAE inclui,
além dos detectores convencionais, os detectores eletroquimico e fluorescéncia,
e informagoes estruturais para identificacdo de taninos condensados oligomeros,
podem ser obtidas usando espectrometria de massas (MS) (Schofield et al.,
2001).

O isolamento dos acidos fenodlicos, sua presenga e quantificacdo podem

ser de grande valia quando correlacionados com a quantidade de fibra na dieta
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animal. Para extracdo dos compostos fendlicos na forrageira, ¢ utilizada solugéo
de hidroxido de sodio em diferentes concentragdes (liyama et al., 1990;
Morrison et al., 1993; Morrison et al.,, 1998). Esse método ¢ usado para
diferenciar se os acidos fendlicos estdo ligados a outras moléculas na forma éster
ou éter. Como exemplo, a extragdo em solu¢ao de NaOH em concentracdo de 1 a
2 mols L' e temperatura de 20 °C, indica que os acidos fenolicos estio ligados
na forma éster. Se extraidos em condigdes mais severas (NaOH 4 mols L,
170°C) solubilizam fenois totais, sendo a diferenca entre totais e éster a
quantidade de fenois ligados na forma éter.

Perén (2007) determinou a degradabilidade do feno da graminea
“Coastcross” em diferentes estadgios de crescimento, e correlacionou essa
degradabilidade com as concentra¢des dos acidos fendlicos encontrados. Para a
separa¢do e identificagdo dos acidos fenodlicos (vanilina, caféico, p-cumarico, m-
cumadrico e o-cumario), utilizou-se a técnica CLAE, com deteccdo UV-Vis. As
amostras foram injetadas em uma coluna CLC-ODS (150 cm x 4,6 mm, 5 pm),
marca Shimadzu; a fase movel usada foi metanol 100% (solvente A) e solugdo
de 4cido acético 2% (solvente B) com sistema gradiente, fluxo de 1,1 mL min e
o comprimento de onda fixado em 330 nm. Nesse estudo, verificou-se que o
acido p-cumadrico, Unico acido fenolico encontrado, diminuiu com o avango da
idade da graminea “Coastcross” e ndo interferiu na degradabilidade do feno.

Deschamps & Ramos (2002), desenvolveram um método para
determinacdo de acidos fenolicos na parede celular de forragens, utilizando a
técnica CLAE, com deteccdo UV-Visivel. Bagaco de cana, capim-elefante e
folhas de mandioca foram utilizados como amostras experimentais. O
cromatograma dos padrdes utilizados nesse método apresentou satisfatoria
separacdo dos compostos, em especial das formas isoméricas do acido cumarico
(orto, meta e para). A concentragdo dos acidos fendlicos foi bastante distinta

para o bagaco de cana, para o capim-elefante e para a folha de mandioca. A
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concentragdo média de acido ferulico ndo foi muito diferente entre bagago de
cana (4,56 pg/mg de MS) e capim-elefante (3,96 pg/mg de MS). Entretanto, a
concentragdo de acido p-cumadrico foi superior no bagaco de cana (18,98 pg/mg
de MS) em relagdo ao capim-elefante (5,87 ug/mg/MS), sendo um indicativo da
reduzida digestdo que o bagaco apresenta.

Salminen et al. (1999) utilizaram a técnica CLAE acoplado ao
espectrometro de massas para identificar taninos hidrolisaveis, em folhas de
vidoeiro (Betula pubescens). Com o método, foram identificados 14 galotaninas
e 20 elagitaninas diretamente de extrato de folha de videiro cru. Os autores
verificaram as fungdes ecologicas das combinagdes de compostos fendlicos,
especialmente seu papel na resisténcia de folhas de vidoeiro.

Saito et al. (2006) desenvolveram um método para determinagdo de
galato de epigalocatequina, epicatequina, catequina e cafina utilizando CLAE
com detec¢do UV/Vis, em cha verde. As condi¢des de otimizacao foram, fluxo
0,7 mL min”, coluna C;5 LiChrosorb (12,5 cm x 4 mm i.d., Sum), fase isocratica
contendo agua/acetonitrila/metanol/acetato de etila/acido acético glacial
(89/6/1/3/1 v/v) e o comprimento de onda fixado em 280 nm. Esse método
apresentou linearidade no intervalo de 60 — 300 um mL" e coeficiente de
correlag@o linear proximo da unidade. Os teores de galato de epigalocatequina
encontrados foram de 20,93% e de cafeina de 7,79%. Os autores verificaram que
o método foi eficiente e rapido para a quantificacio de galato de
epigalocatequina, epicatequina e cafeina.

Queiroz et al. (2002) ao estudarem os taninos presentes na aroeira preta
utilizaram a técnica CLAE, acoplada a um detector de fotodiodos. Foram
identificados a fisetina, os acidos galico e elagico e concentragdes menores de
compostos caracteristicos de flavona, flavonoéis e elagitaninos. A quantidade de

extrativos fenolicos encontrados pelos autores classifica essa madeira como rica
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em metabolitos secundarios que, provavelmente, sdo os principais responsaveis
pela resisténcia natural da espécie a degradagdo quimica e biologica.

Evaristo & Leitdo (2001) desenvolveram um método analitico para a
determinacdo de compostos fendlicos em folhas de sobreiro (Quercus suber L),
por essas substincias desempenharem, nas plantas, papel importante nos
mecanismos de resisténcia as doencas e pragas. Os constituintes da fragdo
hidrolizada (acido galico, acido elagico, catequina, epicatequina, acido caféico,
acido p-cumarico e acido ferulico) foram separados e identificados por CLAE
com detector de fotodiodo, equipado com uma coluna de fase reversa. A
otimizacdo das condi¢des de separagdo em sistema de gradiente foram obtidas
pela aplicagdo de uma fase mével compreendida por dois solventes: solucdo de
acido acético 2% (solvente A) e metanol 100% (solvente B) com fluxo de 1,0

mL min™' e o comprimento de onda fixado em 280 nm.
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3 OBJETIVOS

Caracterizar quimica e bromatologicamente as leguminosas
Stylosanthes (cultivares Campo Grande e¢ Mineirdo) e Arachis
(cultivares Amarilo e Belmonte), em consércio com a graminea
“Coastcross”.

Identificar e quantificar os compostos fendlicos (acido galico, acido
elagico, catequina, epicatequina, galato de epigalocatequina,
galocatequina, vanilina, acido ferulico, acidos p-cumarico, m-
cumarico, o-cumarico, quercetina e acido caféico) presentes nessas

forrageiras utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e instalagdo do experimento

A producdo da forragem das leguminosas Stylosanthes guianenses
(estilosantes) cv Mineirdo ¢ Campo Grande e Arachis pintoi (amendoim
forrageiro) cv Amarillo e Belmonte ¢ da graminea Cynodon nlemfuensis x
Cynodon dactylon (L.)Pers (capim “Coastcross”) esta em area do sitio Cata
Vento, no municipio de Itutinga, regido Sul do estado de Minas Gerais, em um
sistema de consorcio, prevendo a participacdo de 30% da leguminosa no total da
forragem produzida.

A cidade de Itutinga esta localizada nas coordenadas 21°17°53,92" de
latitude Sul, 44°39°36,12”° de longitude Oeste de Greenwich, a altitude de
958,29 m (Google Earth). A estagdo climatologica mais proxima fica a,
aproximadamente 60 Km de distancia, no municipio de Lavras, regido Sul de
Minas, localizada nas coordenadas 21°14°44, 65°’de latitude Sul, 44°59°59, 20’
de longitude a Oeste de Greenwich, a altitude média de 910m. Segundo a
classificagdo internacional de Koppen, o clima da regidao é do tipo Cwa,
subtropical com verdo quente e chuvoso e inverno frio e seco. A precipitacdo
anual média ¢ de 1493,2mm e com temperaturas maxima de 25°C e minima de
14,6°C, em média. O esquema da area onde estdo plantadas as forrageiras esta

apresentado no Anexo A.

4.2 Coleta e preparo das amostras

As amostragens do 1° corte foram realizadas em 21 de janeiro de 2008,
do 2° corte em 16 de abril de 2008 ¢ a do 3° em 03 de dezembro de 2008,
seguindo a metodologia proposta por Aguiar & Amaral (2001). O corte foi feito
quando as forrageiras alcangaram altura de pastejo, cerca de 0,30m, coletando

trés areas de 0,25 m? por subparcela, direcionando o quadrado para cada linha de
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forrageira na area util. Apds cada corte foi feita adubacdo corretiva, sendo
utilizadas doses de 54K g/ha de fosforo de P,Os na forma de superfosfato simples
e 40K g de K,O por hectare, através da formulagio 8-28-16 + Zn.

As amostras coletadas de graminea e leguminosas foram acondicionadas
separadamente em sacos de papel, devidamente identificadas e colocadas em
estufas de circulagdo forcada a 65°C por 48 horas, para secagem no Laboratdrio
de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da UFLA. Posteriormente,
as amostras foram moidas em moinhos do tipo Willey, com peneira de 1mm e

armazenadas em potes plasticos.

4.3 Analises laboratoriais
4.3.1 Determinacao da porcentagem de matéria seca

A porcentagem de matéria seca (MS) na forrageira foi determinada
segundo a metodologia da Association Of Official Agricultural Chemists -
AOAC (1995): ap6s a coleta as amostras frescas foram pesadas, acondicionadas
em sacos de papel, identificadas e colocadas em estufa ventilada a 65°C por 48h.
Apos esse periodo, as amostras foram novamente pesadas ¢ o teor de MS na

forrageira foi calculado pela formula:

massa da amostra apds secagem x 100
massa da amostra verde

%MS =

Para a determinagdo da MS a 105°C, pesou-se 2g de amostra, as quais
foram levadas a estufa a 105°C permanecendo por 48h. O calculo para a

determinacdo de MS a 105°C foi realizado conforme a formula:

massa da amostra apés 48h x 100
massa da amostra

% de MS definitiva =
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% de MS na forrageira: %MS x %MS definitiva x 100.

4.3.2 Determinacao dos teores de calcio e fésforo

A determinagdo dos teores de calcio e fosforo foram realizadas no
Laboratorio de Andlise Foliar do Departamento de Quimica da UFLA seguindo
a metodologia proposta por Malavolta (1989).

Inicialmente foi feita uma digestdo nitro-perclorica: 0,5g de material
seco e moido foram transferidos para um tubo de digestdo e adicionados 6 mL
de uma mistura de HNO; e HCIO4 na proporgdo 2:1 (v/v). As amostras foram
levadas para bloco digestor com temperatura inicial de 50°C, durante 15 minutos
e a temperatura foi aumentada para 120°C, por 30 minutos. Ao final desse
periodo aumentou-se a temperatura para 160°C até a saida total da matéria
organica (fumus avermelhados) passando para 210°C, temperatura que se
manteve constante até a saida de fumos brancos. Em seguida, o material foi
resfriado e adicionou-se 10 mL de agua destilada.

Para a determinacdo de calcio foi utilizado a espectrofotometria de
absor¢do atomica. Em um baldo volumétrico de 100 mL pipetou-se 1 mL do
extrato e adicionou-se 10 mL da solug@o de lantanio 5%. As leituras foram feitas
em um espectrofotometro de absor¢@o atdmica VARIAN, modelo SpectrAA.

Para a analise de fosforo, utilizou-se o método colorimétrico do
metavandato fosforo total. Esse método baseia-se na formacdo de um composto

amarelo do sistema vanadomolibdofosforico conforme a reagdo a seguir:
HoPO 4aq) + MoO42'(aq) + VaO32'(aq) — Composto amarelo  Eq.1

Para as analises 1 mL do extrato foi pipetado em um frasco e a seguir

foram acrescentados 9 mL de 4gua destilada. Em outros frascos foram colocadas
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porgdes de 10 mL das solugdes padrido de fosfato e 4 mL do reativo colorido. As
leituras foram realizadas em um espectrofotometro UV/Vis (Perkin Elmer,

modelo Lambda 25) em comprimento de onda de 420 nm.

4.3.3 Determinacao do teor de proteina bruta

As analise para a determinacdo de proteina bruta (PB) nas forrageiras
foram feitas no Laboratorio de Analise Foliar do Departamento de Quimica da
UFLA e utilizou-se 0 método micro kjeldhal adaptado segundo metodologia de
Vogel (1981) e AOAC (1995): 0,1g da forrageira foi pesada e transferida para
tubos kjeldhal. Em seguida foram submetidas a digestdo acida, utilizando-se
acido sulfurico concentrado (3 mL) e uma mistura catalitica de (CuSO4:K,SOy)
na propor¢do 1:2 em massa. Os tubos kjeldhal foram acoplados em bloco
digestor e ligados a um sistema de sucgdo de gases para eliminar o vapor gerado
internamente. Os tubos foram aquecidos, mantendo sua temperatura de 50°C por
30 minutos, elevando sua temperatura gradativamente, até que a solu¢do no
interior do baldo se apresentasse livre de material a ser digerido, tornado-se clara
e limpida (em tom azul-esverdeado).

Com os tubos kjeldhal frios, foram adicionados 20 mL de dgua destilada
sob agitacdo e em seguida conectaram-se os tubos a um conjunto de destilagdo.
A solucao de NaOH 50% foi adicionada ao funil da aparelhagem e a torneira do
funil foi aberta vagarosamente deixando a solugdo alcalina escorrer lentamente
dentro do tubo, até o aparecimento de uma solu¢do escura. Nesse processo, o
sulfato de amonio resultante da digestao € aquecido com o NaOH, desprendendo

amdnia e a reacdo pode ser representada pela equagao:

NHaug + OH g NHs( + HyOy Eq.2
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A amonia foi recolhida em um erlemeyer colocado a saida do
condensador contendo 10 mL de solugdo de acido boérico com solugdo
indicadora (0,50g de vermelho de metila, 0,75g de verde de metila em 100 mL
de alcool etilico), previamente padronizado. Procedeu-se a titulagdo da amostra
utilizando-se HCI na concentragdo 0,07143 M até o aparecimento de uma cor
vermelha.

O célculo para determinagao da porcentagem de proteina nas forrageiras

foi realizado pela formula:

Vya X Molaridade do HCI x 6,25 x 14 x 100 x Fator de correcéo
Massa da amostra

%PB =

4.3.4 Determinacéo do teor de fibra detergente neutro

As analises do teor de fibra detergente neutro (FDN) foram realizadas no
Laboratorio de Pesquisa Vegetal, do Departamento de Engenharia de Alimentos
da UFLA. O método de determinagdo de FDN foi proposto por Silva (1981)
modificado: 0,5¢ de amostra foi transferida para um tubo microkjedhal e a
seguir foram acrescentados 2 mL de amilase termoestavel para quebra do amido
presente na amostra. A incubagdo das amostras ocorreu por um periodo de 60
minutos em banho-maria, a uma temperatura de 40°C. Apoés a incubacdo foram
acrescentados 25 mL de solugdo detergente neutro, 0,5 mL de decaidronaftaleno
(decalina) para evitar a formagao de espuma e 0,5g de sulfito de sodio. Os tubos
foram colocados em banho maria até a fervura das amostra ¢ ao final deste
periodo as amostras foram levadas a um tubo digestor por 60 minutos, a uma
temperatura fixa de 120°C.

Apos a digestdo das amostras, foi realizada a filtragem em cadinho de
porcelana com uma fina camada de 13 de vidro, pesado, por succdo a vacuo.

Esta filtracdo foi realizada quando a amostra ainda estava quente. As amostras
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foram lavadas duas vezes com agua destilada fervente até que no tubo de
digestdo ndo houvesse mais fibra. Em seguida, foram lavadas duas vezes com 35
mL de acetona. As amostras filtradas foram levadas a estufa a 105°C onde
permaneceram por 8 horas.

O célculo da porcentagem de fibra soluvel em detergente neutro nas

amostras foi feito da seguinte forma:

massa do cadinho com amostra sec a — massa do cadinho vazio x 100
massa da amostra

%FDN =

4.3.5 Determinacéo do teor de fibra detergente acido

As andlises do teor de fibra detergente acido (FDA) foram feitas no
Laboratorio de Pesquisa Vegetal, do Departamento de Engenharia de Alimentos
da UFLA. Essa determinacdo foi realizada segundo a metodologia modificada
proposta por Silva (1981): 0,5 g de amostra seca e moida em moinho com
peneira da 1 mm foram colocadas em tubos micro kjeldhal. Sobre essas amostras
foram colocados 25 mL de solugdo detergente acida e 0,5 mL de
decaidronaftaleno para evitar a formagao de espuma, em seguida os tubos foram
colocados em banho-maria até a fervura da amostra. Apos a fervura aguardou-se
um periodo de 10 minutos. Ao final desse periodo as amostras foram levadas a
um tubo digestor por 60 minutos, a uma temperatura fixa de 120°C.

A filtragem das amostras foi feita a vacuo em cadinho de vidro e
imediatamente a digestdo as amostras foram lavadas duas vezes com agua
destilada fervente até que, no tubo de digestdo, ndo houvesse mais fibra. Em
seguida, foram lavadas duas vezes com 35 mL de acetona. As amostras filtradas
foram levadas a estufa, a 105°C onde permaneceram por 8 horas.

O calculo da porcentagem de fibra solivel em detergente 4cido nas

amostras foi realizado pela formula:
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massa do cadinho com amostra sec a — massa do cadinho vazio x 100
massa da amostra

%FDA=

4.3.6 Determinacéo do teor de lignina

As analises de lignina foram feitas no Laboratorio de Pesquisa Vegetal,
do Departamento de Engenharia de Alimentos da UFLA. A determinacdo da
lignina foi feita a partir da andlise de FDA, pelo método Soest (1994)
modificado. Os cadinhos, contendo a fibra resultante da determinagdo de FDA
pesados, foram colocados em uma bandeja de aluminio, contendo uma camada
de 4gua de 2 a 3 cm de altura. Foram adicionados nesses cadinhos 30mL de
solucdo de permanganato de potassio/solugdo tampao em uma proporg¢do de 2:1
e deixados em repouso por 45 minutos. Em seguida foi feita a filtragcdo a vacuo.
Dentro de cada um dos cadinhos foi adicionado 30 mL de solugdo de
desmineralizagdo, deixado em repouso por 45 minutos até que a amostra
apresentasse uma cor amarela clara. Apos esse periodo, procedeu-se a filtragao.
Em seguida, a amostra foi lavada 2 vezes com 35 mL de etanol a 80% e
succionada a vacuo até a completa secagem e apos foi lavada duas vezes com 35
mL de acetona. As amostras foram levadas a estufa a 105°C, onde
permaneceram por 8 horas.

O calculo da porcentagem de lignina nas amostras foi realizado pela

formula:

massa do cadinho com a fibra FDA — massa do cadinho vazio x 100
massa da amostra

%Lignina =
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4.3.7 Determinacéo do teor de polifenois totais pelo método Folin - Denis

A determinag@o do teor de fendis totais nas forrageiras foi feita pelo
método Folin-Denis proposto pela AOAC (1995). Esse método baseia-se na
reducdo em meio alcalino de fosfomolibdato—fosfotungstato pelos fendis a
molibdénio de coloragio azul.

Para a extragdo dos polifenois: 1g da amostra foi transferida para um
erlenmeyer de 250 mL e acrescentado 50 mL de solugdo de metanol a 50%. As
amostras foram aquecidas a 80°C e ap6s 15 minutos foram filtradas em papel de
filtro. Retiraram-se 10 uL dessa solugdo que foram colocados em tubos de
ensaio e foram acrescentados aos 1,69 mL de agua, 100 puL do reagente Folin-
Denis com 200 pL de solugdo saturada de carbonato de sodio (Na,COs) e
agitados em agitador do tipo vértex. As amostras apresentaram uma coloragio
azul caracteristica da rea¢do. As leituras foram feitas em espectrofotdometro
FENTO, modelo 700S, a 760 nm, no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Quimica da UFLA. Para a determinagdo de polifendis foi

realizada uma curva analitica de solug¢do padrio.

4.4 Extracdo dos compostos fenolicos nas forrageiras

As extracdes dos compostos fendlicos nas forrageiras foram feitas no
Centro de Analise ¢ Prospec¢do Quimica (CAPQ/UFLA) empregando o método
de Terril et al. (1990) modificado: 1g de amostra seca e moida foram
transferidas para tubos de centrifuga rosqueados e foram acrescentou-se 10 mL
de solugdo de acetona/agua (70:30 v/v) . As amostras foram submetidas a um
agitador orbital a 100 rpm por 30 min, a temperatura ambiente. Apds essa
agitacdo as amostras foram transferidas para centrifuga e agitadas por 15 min, a
1500g.

O extrato obtido foi filtrado em 13 de vidro e transferido para um funil de

decantagdo, lavado com éter de petroleo a um volume trés vezes maior que o da
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amostra, para retirar as gorduras. O extrato foi recolhido em vidros de cor
ambar, envoltos em papel aluminio para evitar a degradagdo dos taninos e

conservados a, aproximadamente, 4°C.

4.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia
4.5.1 Material

Foram analisados 4cidos fendlicos e taninos em amostras de
Stylosanthes guianensis, cultivares Mineirdo e Campo Grande e Arachis Pinto,i
cultivares Belmonte e Amarillo e graminea “Coastcross” de trés cortes diferentes

e de épocas diferentes.

4.5.2 Reagentes e padrdes

Os padrdes dos acidos fendlicos utilizados foram: acido caféico, para-
cumarico, acido galico e acido elagico (Sigma), acido ferulico (Aldrich) e acidos
meta e orto-cumadrio (Fluka). Para os taninos foram utilizados os padrdes:
galocatequina, galato de epigalocatequina, catequina e epicatequina (Sigma-
Aldrich) e para os flavonoides utilizou-se a quercetina (Sigma-Aldrich) e a
vanilina (Sigma). A 4gua ultrapura utilizada no preparo da fase movel foi obtida
a partir da purificacdo no sistema Milli-Q (Millipore). Para a solubilizagdo dos
padrdes foram utilizados os solventes dimetilsulfoxido (Merck) e metanol grau

HPLC (Merck).

4.5.3 Estudo cromatogréafico dos compostos fenolicos

As analises cromatograficas foram feitas no CAPQ/UFLA. O
equipamento utilizado foi UFLC Shimadzu modelo LC20-AD, equipado com
uma bomba binaria de alta pressdo modelo LC-20AD, injetor automatico com
autoamostrador modelo SIL-M20A, forno modelo CTO-20AC e detector com

arranjo de diodos (DAD), modelo SPD-M20A, sendo que a melhor resposta foi
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obtida no comprimento de onda de 280 nm. As amostras e os padrdes foram
injetados em uma coluna Shim-pack Cig (250 x 4,6 mm; 5 pm - Shimadzu),
conectada a uma pré-coluna (5,0 cm x 4,0 mm, 5 pm — Shimadzu).

A fase movel utilizada foi composta pelas solugdes: acido acético 2%
(A) e metanol:dgua:acido acético (65:33:2 v/v/v) (B). As andlises foram
realizadas com tempo total de 60 minutos, a uma temperatura de 15°C, em um
sistema do tipo gradiente (Tabela 1). O fluxo utilizado em todas as analises foi

de 1,25 mL min™' e a injegdo 20 pL.

TABELA 1 Composi¢do do gradiente da fase movel.

Tempo (min) Solvente A Solvente B
(% VIv) (% viv)
0:01 100 0
25:00 60 40
43:00 55 60
50:00 0 100
60:00 100 0

Solvente A: acido acético 2%
Solvente B: metanol:agua:acido acético (65:33:2 v/v/v)

As amostras e os padrdes foram filtrados em uma membrana de nylon de
0,45 pm (Millipore ®) e diretamente injetados no sistema cromatografico. A
adicdo de padrées as amostras também foi usada como parametro de
identificagdo. A quantificacdo foi realizada utilizando a padronizagdo externa
com concentragdes de solugdes padrio estoque: acido galico (2,94 mg mL™),
galocatequina (1,63 mg mL™), epigalocatequina (1,63 mg mL™), catequina
(1,72 mg mL™), epicatequina (1,72 mg mL™), acido caféico (2,77 mg mL™" ),
vanilina (3,29 mg mL’l) , 0s acido p-cumarico, m-cumarico e o-cumario (3,05
mg mL™), 4cido feralico (2,57 mg mL™), acido elagico (1,65 mg mL") e
quercetina (1,48 mg mL™). Cada solugdo foi injetada trés vezes no sistema
CLAE, com a finalidade de se obter a média das concentra¢des e dos tempos de

retencao.
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4.6 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica da caracterizagdo quimica e bromatolégica das
forragens foi feito delineamento experimental em blocos ao acaso, em esquema
de parcelas subdivididas, com quatro repeti¢des, sendo dispostas nas parcelas as
cultivares das leguminosas e nas subparcelas os intervalos de corte.

Para a analise estatistica da quantificagdo dos compostos fendlicos por
CLAE foi considerado que os tratamentos foram dispostos num esquema fatorial
2x5x3, sendo dois tipos de adubagdo, cinco tipos de forrageiras e trés cortes.

Todas as andlises estatisticas dos dados compreenderam a andlise de
variancia pelo pacote R Develpment Core Team (R Foundation for statistical
computing), versdo 2.7.0 e quando houve efeito significativo dos tratamentos, as
médias foram distribuidas pelo teste de Tuckey, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de matéria seca

Os resultados encontrados nas Tabelas 2 ¢ 3 indicam que houve efeito
significativo (P<0,05) para interagdo entre as épocas de corte e as cultivares
estudadas. O intervalo entre o 1° e o 2° cortes das forragens foi de
aproximadamente trés meses (21/01/2008 a 16/04/2008) e entre o 2° e o 3° cortes
foi de, aproximadamente, oito meses (16/04/2008 a 03/12/2008).

TABELA 2 Teores de matéria seca (%) de graminea “Coastcross” solteira e em

consorcio.
Gramineas Cortes
1° 20 3°
Graminea solteira 50,06 a A 49,93 a A 50,50 cd A
Graminea + Stylosanthes Campo 42,86 abcd B 47,08 a AB 53,72 bed A
Grande

Graminea + Stylosanthes Mineiréo 34,30 cd B 46,24 a A 51,39 cd A
Graminea + Amendoim Belmonte 44,92 abc A 49,52 a A 4722 dA
Graminea + Amendoim Amarillo 4745 ab A 4296 a A 50,53 cd A

Meédias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

TABELA 3 Teores de matéria seca (%) de leguminosas em consorcio com
graminea “Coastcross’.

Forrageiras Cortes
1° 20 3°
Stylosanthes Campo Grande 40,86 abcd B 37,71 ab B 62,18 abc A
Stylosanthes Mineiréo 2999 dB 37,08 bB 62,63 abc A
Amendoim Belmonte 34,84 bcd B 29,22 bB 66,90 a A
Amendoim Amarillo 37,47 abcd B 37,02 bB 6547 ab A

Meédias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05) entre os cortes.

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05) dentro dos cortes.
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Nas Tabelas 2 e 3, observam-se teores de MS mais elevados para a
graminea solteira e em consoércio no 1° e 2° cortes em relagdo as leguminosas, e
uma inversdo no 3° corte onde os teores mais elevados foram para as
leguminosas. A cultivar Amendoim Belmonte foi a que apresentou o teor mais
elevado (66,90%).

Cortes em gramineas ou leguminosas, que estdo em estagios mais
avancgados de crescimento, proporcionam forragens com altos teores de MS;
provavelmente isso deve-se ao acumulo de matéria seca e acumulo de tecidos
mortos ao longo do tempo. Como o intervalo no 3° corte foi maior, o tempo foi
um fator determinante para esse aumento. Outro fator ¢ que as leguminosas
estavam em maior atividade vegetativa que a graminea no 3° corte, que pode
explicar o aumento na matéria seca dessas forrageiras.

O consorcio de pastagens mostra-se vantajoso em relacdo a protecdo do
solo e a adubacdo verde, devido a fixagdo e reciclagem de nitrogénio,
promovidas pela leguminosa. A superioridade dos pastos em consorcio sobre
aqueles com a mesma graminea em monocultivo em relagdo a proteina bruta
disponivel e a produgdo de forragem tem sido observada em varios trabalhos
(Pereira et al., 1992; Euclides et al., 1998). No entanto, pouco se encontra na
literatura sobre a interferéncia do consoércio de pastagens no teor de MS das
forragens. A maioria dos trabalhos ¢ relacionada a produgdo de matéria seca na
forragem. A influéncia do consorcio sobre o teor de matéria seca na forrageira
foi analisada neste estudo e observou-se que o consorcio nao aumentou
significativamente o teor de MS na graminea demonstrando que a leguminosa
nado interferiu no desenvolvimento da graminea, durante o experimento.

Peron (2007), ao analisar o teor de MS em capim “Coastcross” solteiro
na forma de feno com a forrageira cortada aos 20, 40, 60 e 80 dias de
crescimento no verdo encontrou resultados diferenciados deste trabalho. Em seus

estudos, o teor de MS da graminea diminuiu linearmente com o avanco da idade
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da forrageira. A diminui¢do dos teores foi pequena e o autor concluiu que esta
relacionada com a maior perda de folhas no processo de confecgao dos fardos e
com a perda umidade da forragem em idade mais nova.

Este experimento foi realizado para as gramineas e forrageiras em
canteiros adubados ¢ ndo adubados. Estatisticamente, o efeito da adubagdo ndo
foi significativo. No Anexo D, encontra-se a Tabela 1C com a andlise estatistica

para esse parametro.

5.2 Teor de fosforo

Analisando os cortes das gramineas e forrageiras adubadas, observa-se
nas Tabelas 4 e 5, um decréscimo nos teores de fosforo no 3° corte, com excegao
da forrageira Amendoim Amarillo que manteve os valores constantes.
Estatisticamente, esse decréscimo ndo apresentou diferengas significativas, o que
indica que as gramineas e forrageiras estudadas fornecem esse nutriente para o
gado de forma constante, durante todo o ano.

As gramineas apresentaram nos canteiros adubados e ndo adubados um
acréscimo nos teores de fosforo nos 1° e 2° cortes. Estatisticamente, foi
observado acréscimo somente nas gramineas ndo adubadas. Nas leguminosas, a
diminuicao nos teores de fosforo ocorreu para a Stylosanthes Campo Grande e a
Amendoim Belmonte, em canteiros adubados e Stylosantes Mineirdo e
Amendoim Amarillo, para canteiros ndo adubados. A cultivar que apresentou os

teores de fosforo mais elevados em todos os cortes foi a Amendoim Amarillo.

TABELA 4 Teores de fosforo (%) de graminea “Coastcross” solteira e em
consorcio, adubadas e ndo adubadas.

Gramineas 1° corte 2° corte 3° corte
Adubadas Nao Adubadas Nao Adubadas Nao
adubados adubados adubados
Graminea 0,132 bc A 0,103 bc A 0,155 ab A 0,120 abc B 0,108 bA 0,103 ba A
solteira
Continua...
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TABELA 4 Continuagao.

Gramineas 1° corte 2° corte 3° corte
Adubadas Nao Adubadas Nao Adubadas Nao

adubados adubados adubados

Graminea +

Stylosanthes 0,145abc A 0,090 bcB  0,148abA 0,103 cB 0,100 bA 0,080 bA

Campo

Grande

Graminea +

Stylosanthes 0,170abc A 0,100 bcB 0,170 ab A 0,103 ¢B 0,105 bA 0,093 bA
Mineirdo

Graminea +

Amendoim 0,123 c A 0,106 bc A 0,143 b A 0,110 bc B 0,097 b A 0,080 b A

Belmonte

Graminea +
Amendoim 0,150 abc A 0,095 bcB  0,160abA 01127abcA 0,105 bA 0,080 bA

Amarillo

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubac¢des em cada corte.
Médias seguidas da mesma letra mintuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.

TABELA 5 Teores de fosforo (%) de leguminosas em consorcio com graminea
“Coastcross” colhidas, adubadas e ndo adubadas.

Forrageiras 1° corte 2° corte 3° corte
Adubadas Nao Adubadas Nao Adubadas Nao
adubados adubados adubados
Stylosanthes
Campo 0,140 bcA 0,073 ¢cB 0135 bA  0167aA 0,100 bA 0,100 bA
Grande

Stylosanthes  0,165abcA 0,123 bcB  0,180abA  0,117abcB 0,100 b A 0,100 b A
Mineirao
Amendoim 0,187abA  0,143abA  0,163abA 0,143abcA 0,133 bA 0,100 bB

Belmonte
Amendoim 0,200 a A 0,193 a A 0,203a A 0,163 ab B 0,200 a A 0,200 a2 A

Amarillo

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubagdes em cada corte.
Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.

A média geral dos teores de fosforo encontrados para a graminea
“Coastcross” foi de 0,11%, para as leguminosas Stylosanthes Mineirdo,

Stylosanthes Campo Grande ¢ Amendoim Belmonte 0,13% e para a Amendoim

40



Amarillo 0,19% (Anexo D, Tabela 2D). Segundo National Research Council —
NRC (1996) as exigéncias de fosforo para bovinos de 400Kg de peso vivo, com
ganho de 0,5Kg/dia ¢ de 0,12% e com ganho de peso de 1Kg/dia é de 0,15%.
Sendo assim, as forrageiras estudadas atendem as necessidades diarias
nutricionais dos ruminantes em relacdo ao fosforo.

Com relagdo a adubacdo, a cultivar Amendoim Amarillo adubada
apresentou o maior teor de fosforo (2° corte) e o menor foi para a cultivar
Stylosanthes Campo Grande ndo adubada (1° corte). Assim, houve diferenga
significativa com relacdo a adubacdo sendo que, no geral, as cultivares adubadas
apresentaram teores superiores aos das cultivares ndo adubadas.

Segundo Eira (1992) leguminosas em pastagens consorciadas facilitam a
mobilizagdo do fosforo através da acidificagdo do solo na regido da rizosfera,
melhorando a eficiéncia de seu aproveitamento para as gramineas. Em
consorcios, também ocorre a maior competi¢ao da graminea por luz e nutrientes
¢ hd uma menor absorcdo de dgua e nutrientes pela leguminosa que se torna
menos competitiva. Esses fatores podem ocasionar aumentos nas concentragdes
de fosforo na graminea forrageira (Mesquita et al., 2002).

Relacionando cada corte das gramineas adubadas, solteira e em
consorcio (Tabela 4), observa-se que no 1° e 2° cortes, a graminea consorciada
com a Amendoim Belmonte apresentou teor de fosforo menor em relagdo a
graminea solteira, ja as gramineas consorciadas com a Stylosanthes Mineirdo e
Amendoim Amarillo apresentaram maiores teores de fosforo em relagdo a
graminea solteira. Para o 3° corte, esse acréscimo ndo foi observado para as
gramineas consorciadas e isso se deve, ao fato desse corte ter sido ao final da
época de seca, anterior as chuvas de dezembro.

Coates et al. (1990) ao analisar o efeito do fosforo na composicdo
botanica, rendimento e qualidade das forrageiras Stylosanthes hamata,

Stylosanthes scabra e Macroptilium atropurpurum concluiu que as
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concentragoes de fosforo em forrageiras declinam com o avango da maturidade
das plantas.

Castro et al. (1999) estudando a época de corte, composi¢do-quimico
bromatolégica e digestibilidade da matéria seca da grama estrela Florico
observaram que os teores de fosforo decresceram em funcdo da idade de
crescimento, sendo que os valores maximos foram aos 20 dias apds o corte de
rebaixamento, decrescendo a partir dessa idade. Esses autores atribuiram a queda
no teor de fosforo ao aumento na idade das plantas, a dilui¢do na matéria seca
produzida e acumulada e ao fato de, com o avanco na idade das plantas,
ocorrerem alteracdes na relagdo haste/folha, morte de folhas senescentes,
diversidade no padrdo de absor¢do dos elementos durante o ciclo da cultura e
sua redistribui¢ao entre os varios 6rgaos da planta.

O acréscimo no teor de fosforo, em gramineas consorciadas, foi
observado apenas nas cultivares adubadas, indicando que a adubacao interferiu

na disponibilidade do nutriente para as plantas.

5.3 Teor de calcio

A anélise do teor de calcio nas cultivares indicou que houve efeito
significativo (P<0,05) para interagdo entre as épocas de corte e as cultivares
estudadas (Tabela 6 e 7). Este experimento foi realizado para as gramineas e
forrageiras em canteiros adubados e ndo adubados. Estatisticamente, o efeito da
adubagdo nado foi significativo. No Anexo C encontra-se a Tabela 2C com a
analise estatistica para esse parametro.

O calcio ¢ um dos minerais mais importantes na produgdo dos
ruminantes, pois esse mineral desempenha inumeras fungdes basicas
relacionadas a integridade do esqueleto, & manuten¢do da permeabilidade normal
das células e a regulacdo da excitabilidade neuromuscular. Algumas forrageiras,

por possuirem elevado teor de calcio em sua composi¢do, podem funcionar
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como fonte desse mineral, desde que sua disponibilidade seja conhecida (Vitti et
al., 2000).

Observa-se pelos dados da Tabela 6 que ndo houve diferenca
significativa nos teores de calcio entre as épocas de corte para as gramineas, com
excegdo da graminea em consorcio com Amendoim Amarillo que aumentou os
valores no 2° corte. As leguminosas apresentaram um decréscimo nesses teores
com o avango da idade da planta, porém a cultivar Amendoim Belmonte

apresentou um acréscimo no teor de foésforo no 2° corte (Tabela 7).

TABELA 6 Teores de calcio (%) de graminea “Coastcross” solteira e em
consorcio, colhidas em diferentes datas.

Graminea Cortes

1° Corte 2° Corte 3° Corte
Graminea solteira 0,346 c A 0,497 b A 0,331 c A
Graminea + Stylosanthes Campo 0,361 c A 0,590b A 0,357c A
Grande
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 0,414c A 0,528 b A 0,308 c A
Graminea + Amendoim Belmonte 0,340 c A 0,485b A 0,270 ¢c A
Graminea + Amendoim Amarillo 0,322 ¢ B 0,822b A 0,320 ¢B

Meédias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

TABELA 7 Teores de calcio (%) em leguminosas em consorcio com graminea
“Coastcross”, colhidas em diferentes datas.

Forrageiras Cortes

1° Corte 2° Corte 3° Corte
Stylosanthes Campo Grande 1,283 b AB 1,533a A 1,171b B
Stylosanthes Mineirdo 1,460 b AB 1,574a A 1,240b B
Amendoim Belmonte 1,252b B 1,615a A 1,217b B
Amendoim Amarillo 2,106 a A 1,793 aB 1,783 aB

Meédias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.
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O decréscimo no teor de céalcio no decorrer dos cortes observado para as
leguminosas, provavelmente deve-se ao efeito da diluicdo desse elemento na
matéria seca, a morte de folhas velhas e ao aumento na rela¢do haste/folha. O
teor de minerais nas plantas ¢ determinado por seu potencial de absor¢ao do
nutriente, que ¢ geneticamente fixado e inerente a cada espécie, e pela
disponibilidade de nutrientes no meio (Martin & Matocha, 1973). A interagdo
entre o teor de minerais e o crescimento da planta determina a sua composido
quimica (Mengel & Kirkby, 1987). Esses fatores podem ter sido determinantes
para o aumento do teor de calcio na leguminosa Amendoim Amarillo, no 2°
corte.

A média geral dos teores de calcio encontrados para a graminea
“Coastcross” foi de 0,42%, para as leguminosas Stylosanthes Campo Grande,
Stylosanthes Mineirdo ¢ Amendoim Belmonte, 1,35%, e para a leguminosa
Amendoim Amarillo, 1,89% (Anexo D, Tabela 2C). Segundo National Research
Council - NRC (1996) as exigéncias de calcio para novilhos com 450 Kg de
peso vivo, com ganho de peso de 0,5Kg/dia é de 0,19% e com ganho de peso de
1,0 Kg/dia é de 0,27%. Dessa forma, as forrageiras estudadas atendem as
necessidades nutricionais diarias dos ruminantes em relagdo ao calcio.

Nao houve diferencga significativa nos niveis de calcio entre a graminea
solteira e a graminea em consorcio, o que pode indicar que o consorcio nao
alterou a disponibilidade desse nutriente para as plantas. Malavolta & Paulino
(1991) observaram que a absor¢do de calcio pelas plantas esta bastante associada
a capacidade de troca de cations das raizes. Em plantas que apresentam a
capacidade de troca de céations inicial elevada, o aumento de célcio ¢é
desprezivel. Leguminosas apresentam raizes com maior capacidade de troca de
cations e uma afinidade por cations bivalentes maior que as gramineas

(Mascarenhas, 1977; Santos et al., 2002). Esses fatores podem ter sido
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determinantes para a ndo interferéncia do consorcio nos teores de calcio das

gramineas estudadas.

5.4 Teor de proteina bruta (PB)

Ao analisar os cortes das gramineas adubadas e nao adubadas (Tabela
8), observa-se aumento significativo nos teores de proteina bruta (PB) para as
gramineas adubadas, solteira e em consorcio com Stylosanthes Mineirdo. Para as
leguminosas adubadas ¢ ndo adubadas (Tabela 9), observa-se um acréscimo nos
teores de PB com o avanco da idade da planta, porém esse acréscimo ndo foi

estatisticamente significativo.

TABELA 8 Teores de PB (%) de graminea “Coastcross” solteira e em consércio
adubadas e ndo adubadas, colhidas em diferentes datas.

1° corte 2° corte 3° corte
Graminea Adubadas Nio Adubadas Nio Adubadas Nio
adubados adubados adubados
Graminea 485 cB 6,23 cde A 463 cA 468 b A 542 cA 5,57 cA
solteira
Graminea + 520 cA 448 ¢ A 533 cA 502 bA 5,90 c A 548 cA
Stylosanthes
Campo
Grande
Graminea + 5,46 ¢B 7,93 abc A 469 cA 480 b A 5,83 cA 5,74 ¢ A
Stylosanthes
Mineirao
Graminea + 440 cA 430 eA 434 cA 468 c A 5,90 c A 5,14 cA
Amendoim
Belmonte

Graminea + 473 cA 536 deA 466 cA 468 cA 590 cA 5,64 cA
Amendoim
Amarillo

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubagdes em cada corte.
Médias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.
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TABELA 9 Teores de PB (%) de leguminosas em consorcio com graminea
“Coastcross” adubadas ¢ ndo adubadas, colhidas em diferentes

datas.
_ 1° corte 2° corte 3° corte
Forrageiras Adubadas Nio Adubadas Nio Adubadas Nio
adubados adubados adubados
Stylosanthes
Campo 8,30 bA 7,12 bed A 946 b A 8,71aA 9,70 b A 10,05 b A

Grande
Stylosanthes 10,34 ab A 8,87 ab A 12,12a A 10,65a A 9,11 bA 10,35b A

Mineirédo

Amendoim 8,58 bA 8,20abc A 10,17 ab A 10,43a A 14,66 a A 12,73 aB
Belmonte
Amendoim 11,902 A 9,96aB 11,60 ab A 10,65a A 13,042 A 1426a A
Amarillo

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubagdes em cada corte.
Médias seguidas da mesma letra mintuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.

Com o avango no estadio de desenvolvimento as forrageiras apresentam
menores teores de PB. No entanto, esse decréscimo foi observado apenas para a
cultivar Amendoim Belmonte. Segundo Soest (1994), a composi¢do quimica das
forrageiras depende de aspectos da natureza genética e ambiental e a distribui¢do
dos diversos componentes quimicos nas plantas variam nos diferentes tecidos e
orgdos, em razdo de especificidade da organizagdo fisica das células vegetais. As
folhas das plantas apresentam teores de PB superiores ao colmo. Os cortes desse
experimento foram feitos quando as forrageiras estavam bem desenvolvidas,
com a ocorréncia de muitas folhas. Esses fatos podem ter sido determinantes
para que ndo ocorresse o decréscimo no teor de PB nas cultivares estudadas.

Segundo Minson (1984) o nivel minimo de proteina nas forrageiras, para
que ocorra adequada fermentacdo ruminal, deve ser de 7%. Todas as
leguminosas estudadas apresentaram teores de PB superiores a 7%, mas
observa-se que as gramineas, solteira ¢ em consdrcio ndo satifazem a essa

exigéncia (Anexo D, Tabela 4D).
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A superioridade do teor de PB das leguminosas em relagdo a graminea
em consorcios de pastagens também foi observada por Moreira et al. (2005) ao
avaliarem a produtividade e a composi¢do bromatologica do capim braquidria e
do capim Jaragua em consorcios com Stylosanthes, introduzidos em pastagens
degradadas de capim gordura. Essa superioridade ocorre porque, em geral, as
leguminosas apresentam menor queda da qualidade com a maturidade
fisiologica e t&ém boa capacidade de absorcdo de dgua mesmo em condic¢des
climaticas adversas (Andrade, 1982).

Nao houve diferenca significativa (P<0,05) no teor de PB entre a
graminea solteira e a em consorcio com as leguminosas. A transferéncia de
nitrogénio da leguminosa para a graminea se faz por decomposi¢do de raizes,
noédulos, folhas e ramos, lixiviagdo de nitrogénio das folhas e excrementos de
animais em pastejo (Benedetti, 2005). Essa transferéncia ndo foi observada nas
forrageiras estudadas provavelmente devido ao fato de o periodo de observagao
ter sido curto para observar os efeitos da leguminosa sobre os teores de PB da

graminea.

5.5 Teor de fibra detergente neutro (FDN)

Analisando os dados das Tabelas 10 e 11, observa-se que os teores FDN
em leguminosas mostraram-se inferiores ao teor encontrado na graminea solteira
ou em consorcio no 1° e no 2° cortes e aumentaram no decorrer dos cortes. Esse
acréscimo também foi observado para a graminea em consércio com
Stylosanthes Campo Grande e Mineirdo. A graminea “Coastcross” nao
apresentou diferenca significativa em seus teores dentro dos cortes com o
consoércio, o que pode indicar que a presenga da leguminosa ndo interfere na

produgdo de carboidratos estruturais nas gramineas.
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TABELA 10 Teores de FDN (%) de graminea “Coastcross” solteira e em

consorcio.
Graminea Cortes
1° Corte 2° Corte 3° Corte
Graminea solteira 50,06 a A 4993 a A 50,50 cd A

Graminea + Stylosanthes Campo 42,86 abcd B 47,08 a AB 53,72 bed A
Grande

Graminea + Stylosanthes Mineirdo 34,30 ¢cd B 46,24 a A 51,39 cd A
Graminea + Amendoim Belmonte 44,92 abc A 49,52 a A 4722 dA
Graminea + Amendoim Amarillo 4745 ab A 4296 a A 50,53 cd A

Meédias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

TABELA 11 Teores de FDN (%) de leguminosas em consércio com graminea

“Coastcross”.
Forrageiras Cortes
1° Corte 2° Corte 3° Corte
Stylosanthes Campo Grande 40,86 abcd B 37,71 ab B 62,18 abc A
Stylosanthes Mineirdo 2999 dB 37,08 bB 62,63 abc A
Amendoim Belmonte 34,84 bcd B 29,22 bB 66,90 a A
Amendoim Amarillo 37,47 abcd B 37,02 bB 65,47 ab A

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Me¢dias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

Essas observagdes devem-se a quantidade de carboidratos estruturais
mais elevados em gramineas que em leguminosas e por verificar-se um aumento
nos teores desses carboidratos com o avangar da maturidade das plantas,
principalmente em gramineas. Carboidratos estruturais constituem a parede
celular das plantas, sdo responsaveis pela manutengdo da sua estrutura e sdo os
principais componentes da FDN. Gramineas forrageiras tropicais pertencem ao
grupo C4. Plantas desse grupo formam, como primeiro produto da fotosssintese,
o 4cido oxalacético (4C), possuem um grupo de células que envolvem o

conjunto dos terminais dos feixes vasculares da planta chamada estrutura Kranz.
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Devido a reagdes metabdlicas que lhe conferem maior eficiéncia fotossintética
essas plantas elaboram maior quantidade de carboidratos estruturais em relagdo
as leguminosas (Reis & Rodrigues, 1993; Bianchini et al., 2007; Gonzales et al.,
1988).

Dietas que apresentam altos teores de FDN induzem o animal a
consumir mais para atender ao requerimento de energia. Isso ocorre porque o
alto teor de fibras diminui o consumo de nutrientes digeriveis (Maynard &
Loosli, 1974). Dessa forma, os teores de FDN encontrados no 1° e no 2° cortes,
para as leguminosas, estdo mais adequados para a digestdo de ruminantes.

O teor médio de FDN determinado para a leguminosa Amendoim
Amarillo e para a graminea “Coastcross” solteira foram, respectivamente,
54,03% e 73,02%. Os teores médios encontrados para FDN, em todas as
forrageiras, encontram-se no Anexo D, na Tabela 5D. Esses valores sdo muito
proximos aos encontrados por Paris et al. (2008), ao estudarem os teores de PB,
FDN e a producao dos componentes estruturais da “Coastcross” — 1 e da planta
inteira de Arachis Pintoi, em diferentes estratos de pastagens consorciadas, com
e sem adubac@o nitrogenada. Esses autores encontraram valor médio de FDN de
52,8% para a cultivar Arachis Pintoi e os teores encontrados para a cultivar
“Coastcross” — 1 foram de 68% para laminas foliares verdes e 74,6% para
bainha e colmo verde. Os resultados encontrados evidenciam a leguminosa
Arachis Pintoi como boa fonte alimentar para ruminantes.

Este experimento foi realizado para as gramineas e forrageiras, em
canteiros adubados ¢ ndo adubados. Estatisticamente, o efeito da adubagdo ndo
foi significativo. No Anexo C, encontra-se a Tabela 3C com a andlise estatistica

para esse parametro.

49



5.6 Teor de fibra de detergente acido (FDA)

A andlise do teor de fibra de detergente acido (FDA) nas cultivares
indicou que houve efeito significativo (P<0,05) para interacdo entre as épocas de
corte e as cultivares estudadas (Tabelas 12 e 13). Este experimento foi realizado
para as gramineas e forrageiras em canteiros adubados e ndo adubados.
Estatisticamente, o efeito da adubac¢do nao foi significativo. No Anexo D,

encontra-se a Tabela 4C, com a andlise estatistica para este pardmetro.

TABELA 12 Teores de FDA (%) de graminea “Coastcross” solteira e em

consorcio.
Graminea Cortes
1° Corte 2° Corte 3° Corte
Graminea solteira 37.85abB 41,89 ab A 42,77 abed A

Graminea + Stylosanthes Campo 38,94 ab A 42,39 ab A 42,37 bed A
Grande

Graminea + Stylosanthes Mineirdo 42,40a A 42,82 ab A 43,20 abc A
Graminea + Amendoim Belmonte 36,86 b B 41,45ab A 41,08 bed A
Graminea + Amendoim Amarillo 37,44 abB 41,63 ab A 42,25 bed A

Médias seguidas da mesma letra maiiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

TABELA 13 Teores de FDA (%) de leguminosas em consércio com graminea
“Coastcross”.

Forrageiras Cortes

1° Corte 2° Corte 3° Corte
Stylosanthes Campo Grande 40,80 ab B 4427 aB 4792 a A
Stylosanthes Mineirdo 3991 abB 41,29 abc B 4591 ab A
Amendoim Belmonte 38,15ab A 37,86 bc A 40,45 cd A
Amendoim Amarillo 30,64 ¢ B 36,09 ¢ A 37,59d A

Médias seguidas da mesma letra maiiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05) entre os cortes.

M¢dias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05) dentro dos cortes.
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Relacionando as épocas de corte verifica-se que, em todos os cortes, 0s
maiores teores de FDA encontrados foram para a graminea em consorcio com
Stylosanthes Mineirdo.

Houve um acréscimo estatisticamente significativo nos teores de FDA
com o avanc¢o da idade da planta para a graminea solteira e em consoércio com as
cultivares Amendoim Belmonte ¢ Amendoim Amarillo e para as leguminosas
Stylosanthes Campo Grande, Mineirdo ¢ Amendoim Amarillo. As demais
forrageiras também apresentaram acréscimo em seus teores, porém ndo foi
estatisticamente significativo. O teor de FDA na graminea em consorcio ndo
diferiu significativamente da graminea solteira, o que pode indicar que o
consorcio ndo interferiu na produgdo de fibra da graminea.

Em seus estudos sobre a determinacdo e efeito da concentragdo de
acidos fendlicos na degradabilidade do capim “Coastcross”, Peron (2007)
encontrou resultados semelhantes, observando um pequeno aumento no teor de
FDA com efeito linear ascendente significativo (P<0,01), com o avango da idade
da forrageira. O autor concluiu que esse aumento é consequéncia do aumento da
relagdo caule/folha que ocorre com o avango da idade das plantas.

O aumento do teor de FDA das forrageiras no decorrer dos cortes ndo ¢
interessante, pois indica uma reducao nos teores de conteudo celular e acréscimo
nos teores de fibra o que provoca a diminui¢do do valor nutritivo das forragens,
uma vez que as fragdes soliveis sdo inversamente proporcionais as fragdes
fibrosas quando se aumenta a idade das plantas (Queiroz Filho et al., 2000).
Dessa forma, dentre as leguminosas, a que se apresenta mais interessante para a
nutri¢do animal ¢ a cultivar Amendoim Belmonte que ndo apresentou diferenca
significativa (P<0,05), pelo teste de Tuckey, em seus teores de FDA em relagdo
aos trés cortes. E importante citar que os valores ideais de FDA na dieta dos

ruminantes depende da analise do zootecnista responsavel, que observa fatores
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como a raga do animal, se esse animal é para pecuaria de corte ou leiteira, peso

esperado, etc.

5.7 Teor de lignina

A andlise do teor de lignina nas cultivares indicou que houve efeito
significativo (P<0,05) para intera¢do entre as épocas de corte e as cultivares
estudadas (Tabelas 14 e 15). Este experimento foi realizado para as gramineas e
forrageiras, em canteiros adubados e ndo adubados. Estatisticamente, o efeito da
adubacdo nao foi significativo. No Anexo D, encontra-se a Tabela com a andlise
estatistica para esse parametro.

Houve um acréscimo no teor de lignina com a maturidade da planta para
as gramineas, solteira ¢ consorciada, porém observa-se um decréscimo no teor
de lignina para todas as gramineas consorciadas no 2° corte. Esses efeitos ndo

foram estatisticamente significativos entre as gramineas (Tabela 14).

TABELA 14 Teores de lignina (%) de graminea “Coastcross”, solteira e em

consorcio.
Graminea Cortes
1° Corte 2° Corte 3° Corte

Graminea solteira 10,56 a A 10,65a A 11,97 bc A
Graminea + Stylosanthes Campo 11,19a A 10,24 a A 10,93¢c A
Grande

Graminea + Stylosanthes Mineirdo 10,60 a A 10,33a A 12,32 bc A
Graminea + Amendoim Belmonte 11,14a A 9,92a A 11,28 bc A
Graminea + Amendoim Amarillo 12,25a A 10,27 a A 12,28 bc A

M¢dias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Meédias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

Os teores de lignina ndo diferiram estatisticamente para as leguminosas,
com exce¢do da Amendoim Amarillo que apresentou os maiores teores (Tabela

15). As leguminosas apresentaram o mesmo comportamento que as gramineas
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em consorcio, uma diminui¢do nos teores no 2° corte e a Stylosanthes Campo

Grande apresentou diminui¢ao dos teores, ao longo dos cortes.

TABELA 15 Teores de lignina (%) de leguminosas, em consércio com graminea

“Coastcross”.
Forrageiras Cortes
1° Corte 2° Corte 3° Corte
Stylosanthes Campo Grande 11,85a A 11,37a A 11,31 bc A
Stylosanthes Mineirdo 13,81a A 12,89 a A 15,17 ab A
Amendoim Belmonte 1394a A 1251aA 14,12 abc A
Amendoim Amarillo 12,26 a B 13,33 aB 16,96 a A

Médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), entre os cortes.

Meédias seguidas da mesma letra mintscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey
(P<0,05), dentro dos cortes.

A lignina é o componente da parede celular que apresenta efeito
negativo sobre a digestdo ruminal (Deschamps, 1999). Assim, teores mais altos
de lignina em forrageiras sdo indicativos de menor digestibilidade. Observou-se
que os teores de lignina nas leguminosas sdo maiores que os das gramineas,
portanto, as leguminosas devem apresentar uma menor digestibilidade em
relagdo a graminea.

Carnevalli et al. (2001) ao avaliarem o desempenho de ovinos e as
respostas de pastagens da graminea “Coastcross”, com diferentes alturas, em
regime de lotacdo continua obtiveram resultados diferentes dos encontrados
neste trabalho. Em seus estudos, os teores de lignina variaram ao longo do ano,
sendo observada grande reducdo nos valores encontrados na primavera (6% a
7%) e no verdo (3% a 4%). No entanto, as diferencas podem ter ocorrido porque
os cortes ndo foram feitos observando as estacdes do ano e sim a altura dos
canteiros e no estudo de Carnevalli et al. (2001), as analises foram realizadas da
planta inteira, incluindo o caule, com alto teor de lignina. Esse fato pode ter

elevado os teores de lignina encontrados na graminea “Coastcross”.
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Os teores de lignina mantiveram-se constantes ao longo dos cortes para
todas as cultivares, com exce¢do da cultivar Amendoim Amarillo, cujos teores
foram menores no primeiro e aumentaram significativamente no terceiro corte.
Teores mais altos de lignina em forrageiras sdo indicativos de menor
digestibilidade, sendo assim a cultivar Amendoim Amarillo deve ser a cultivar

com menor digestibilidade entre todas as estudadas.

5.8 Teor de polifendis totais

Houve efeito significatico (P<0,05) para a interagdo entre €pocas de
corte, cultivares estudadas e adubacdo. Os resultados observados encontram-se
nas Tabelas 16 ¢ 17.

Na Tabela 16, observa-se que o teor de polifenois diminuiu para todas as
gramineas no decorrer dos cortes nos canteiros adubados. Nos canteiros nao
adubados, verifica-se um aumento dos teores apenas no 2° corte. O teor de
polifenois da graminea solteira ndo diferiu, estatisticamente, do teor de
polifendis da graminea em consorcio com todas as leguminosas, o que pode
indicar que a presenca das leguminosas nos canteiros nao interfere na produgao
de polifendis pela graminea.

Em relagdo as leguminosas adubadas (Tabela 17), esses teores
diminuiram com a maturidade da planta para as cultivares Stylosanthes Mineirdo
e Amendoim Amarillo e tiveram acréscimo para as leguminosas Stylosanthes
Campo Grande e Amendoim Belmonte. Em canteiros nao adubados, a
leguminosa Stylosanthes Mineirdo apresentou um acréscimo em seus teores de
polifendis no decorrer dos cortes, as leguminosas Stylosanthes Campo Grande e
Amendoim Belmonte apresentaram esses acréscimos no 2°corte, ¢ na Amendoim

Belmonte houve um decréscimo nesse corte.
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Analisando por corte, verifica-se que o menor teor de polifendis
encontrado foi para a graminea solteira ndo adubada no 3° corte, ¢ o maior foi
para a leguminosa Stylosanthes Mineirdo adubada no 1° corte.

Os teores de compostos fendlicos em Stylosanthes Campo Grande,
Mineirdo e Arachis Pintoi foram quantificados por Godoy et al. (2007) ao
investigarem a composi¢do quimica, a cinética de fermentagdo e o efeito dos
taninos na sintese de proteina microbiana. Os valores encontrados em
equivalente grama de acido tanico para Stylosanthes Campo Grande e Mineirdo
foram 15,6 eq-g e 26,3eq-g, respectivamente. O menor valor encontrado

(P<0,05) foi para o amendoim forrageiro 11,1 eq-g.

TABELA 16 Teores de polifenois (mg/100g de polifendis na MS) de graminea
“Coastcross” solteira e consorciada, adubadas e ndo adubadas.

1° corte 2° corte 3° corte
. Adubadas Nao Adubadas Nao Adubadas Nao
Gramineas adubados adubados adubados
Graminea 578,1 e A 511,0c A 440,3¢cB 629,3d A 321,8cA 364,7d A
solteira
Graminea +
Stylosanthes 568,6 € A 537,4c A 4448 cB 6252d A 360,7c A 366,1 d A
Campo
Grande
Graminea +

Stylosanthes 554,6¢ A 509,7 ¢ A 420,1¢cB 5772d A 360,0 c A 378,8d A
Mineirao

Graminea +

Amendoim 527,7¢A 519, cA  4426cB 683,2d A 3572¢A 361.6dA

Belmonte

Graminea +
Amendoim 5873 ¢ A 513,5¢c A 420,7¢cB 626,8d A 3574cA 3674dA

Amarillo

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubagdes em cada corte.
Médias seguidas da mesma letra mintuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.
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TABELA 17 Teores de polifendis (mg/100g de polifendis na MS) de
leguminosas em consorco com graminea “Coastcross”, adubadas
e ndo adubadas.

1° corte 2° corte 3° corte
) Adubadas Nao Adubadas Nao Adubadas Nio
Forrageiras adubados adubados adubados
Stylosanthes
Campo 1830,1dB 1944,0b A 24140b B 2967,7a A 2731,2a A 2122,1¢cB
Grande

Stylosanthes 42449aA  20580bB  26480aA  2011,0cB 2708 7bA  31578aA
Mineirao
Amendoim 21893cA  2043,7bB  23382bA  23263bA  2380,7bA  22042cB

Belmonte
Amendoim 28378bB  3033,9aA 24122bA  24111bA  23152bB  2826,1bA

Amarillo

Stylosanthes
Campo 1830,1dB  19440bA  24140bB  2967,7aA  27312aA  2122,1¢cB

Grande

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubagdes em cada corte.
Meédias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.

Polifenéis livres estdo envolvidos nas ligacdes da lignina com os
carboidratos da parede celular e essa associacdo reduz a digestibilidade.
Compostos fendlicos derivados da lignina inibem a digestdo de celulose e
hemicelulose por culturas puras ou mistas de microorganismos ruminais (Akin
& Benner, 1988). A graminea “Coastcross” solteira ¢ em consorcio, em
canteiros adubados e ndo adubados apresentou decréscimo em seus teores de
polifendis. Essas observacdes podem indicar que a digestibilidade da graminea
esta se modificando com o avango da idade das plantas.

Uma das principais estratégias de sobrevivéncia empregada pelas plantas
¢ a sintetizagdo de compostos como cutina, lignina, fenois, terpendides e
alcaloides para conferir-lhes resisténcia ao vento, doencas, desfolhacdo. Essas
substancias geralmente fazem parte da estrutura da planta e sdo de baixo valor

nutritivo (Carvalho & Pires, 2008). A quantidade dos compostos fenolicos

56



presentes nos diferentes tecidos das plantas tem sido relacionada com a
digestibilidade (Akin et al., 1990).

Os teores de polifendis das cultivares Stylosanthes Campo Grande e
Amendoim Amarillo adubadas e Stylosanthes Mineirdo nao adubada
aumentaram no decorrer dos cortes. Essas leguminosas podem estar
desenvolvendo estratégias de sobrevivéncia mais acentuadas ao longo do ano
que as demais forrageiras e o acréscimo no teor de polifenois dessas forrageiras

pode interferir em sua digestibilidade e em seu valor nutritivo para os animais.

5.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Neste estudo foram determinados 13 compostos fendlicos em amostras
de Stylosanthes guianensis cultivares Campo Grande ¢ Mineirdo, Arachis pintoi
cultivares Belmonte e Amarillo e Cynodon dactylon (L.) Pers (capim
“Coastcross”).

A Grafico 1 ilustra o cromatograma com detec¢do espectrofotométrica
em 280 nm obtido apds inje¢do de 20 pL de solugdo padrio dos compostos
fenolicos em uma concentragdo de 5 x 10° mol L, em uma coluna Shim-pack
VP — ODS (250 mm x 4,6 mm, Sum — Shimadzu) conectada a uma pré-coluna
Shim-pack VP — ODS (5,0 cm x 4,0 mm, Sum — Shimadzu). O fluxo empregado
foi de 1,25 mL min" a uma temperatura de 15°C, utilizando-se gradiente de
eluicdo e a fase movel composta pelas solugdes: acido acético 2% (A) e
metanol:agua:acido acético (65:33:2 v/v/v) (B), conforme descrito na segdo

4.4.3.
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GRAFICO 1 Cromatograma da solugio de acidos fendlicos com detecgio
espectrofotométrica em 280 nm. Identificagdo dos picos: 1 =
Galico; 2 = Galocatequina; 3 = Galato de epigalocatequina; 4 =
Catequina; 5 = Epicatequina; 6 = 4cido caféico; 7 = vanilina; 8 =
acido p-cumarico; 9 = 4cido ferulico; 10 = acido m-cumarico; 11
= 4cido o-cumarico; 12 = Elagico ¢ 13 = Quercetina.

Zacaroni (2009) desenvolveu um método analitico para caracterizagao e
quantificacdo de compostos fendlicos e cumarinas, em aguardentes de cana
envelhecidas em barris de diferentes espécies de madeira, utilizando como fase
movel solugdo de acido acético 2% (A) e 70% metanol e acido acético 2% (B).
Com base nesse trabalho, iniciaram-se os estudos utilizando diferentes
propor¢des da fase movel para uma melhor separagdo dos compostos fenolicos.
A escolha da melhor propor¢do foi feita levando-se em consideragdo os
parametros cromatograficos, tempo de retencdo (t;), fator de retengdo (k’) e

resolugdo (R). Os valores encontrados estdao representados na Tabela 18.
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TABELA 18 Otimizagdo dos parametros cromatograficos em diferentes
proporg¢des de metanol.

Picos Metanol 80% Metanol 70% Metanol 65% Metanol 50%

tr k R tr K R tr kK R tr K R
1 11,7 6,86 12,3 7,24 13,7 7,81 142 8,11
2 21,3 9,17 093 19,9 10,0 801 189 109 6,02 28,0 128 19,0
3 21,6 9,78 1,03 228 11,6 13,2 252 11,7 102 282 132 2,63
4 23,0 10,5 1,68 243 12,3 0,86 257 129 1,20 42,1 200 6,71
5 237 10,9 073 242 132 7,67 295 139 736 422 201 0,17
6 241 11,1 029 251 14,9 2,59 30,5 153 1,80 42,6 208 0,73
7 249 114 060 262 15,7 2,777 31,7 16,5 1,99 45,2 21,6 1,18
8 259 11,9 051 28,0 16,4 1,14 344 168 2,79 474 227 1,12
9 263 122 0,15 28,1 16,9 0,09 34,7 172 020 482 231 0,36
10 277 12,8 055 293 173 0,64 36,7 175 129 49,8 239 0,68
11 284 132 0,50 30,6 18,0 3,22 39,0 183 3,13 50,7 244 0,53
12 296 13,8 086 31,0 183 054 40,1 187 133 52,2 251 0,88
13 328 154 230 34,6 189 482 500 192 886 57,3 277 2733

Observou-se que, para a eluicdo com 80% e com 50% de metanol a
resolu¢do para a maioria dos compostos fenolicos ficou abaixo de 1,5, o que
indica separacdo parcial dos picos, acarretando uma determinacdo da area dos
picos inexata e uma analise quantitativa errdnea. As eluigdes com 70% e 65% de
metanol apresentaram parametros parecidos ¢ observou—se que a resolugdo dos
picos 3, 4, 8,9, 10 e 12 para ambas as elui¢des ficou abaixo de 1,5. No entanto,
na eluicdo com 70% de metanol os valores entre os picos foram inferiores aos
valores encontrados na elui¢do para 65%, sendo mais préximos a 1,5. Observa-
se também que os picos 7 ¢ 10 apresentaram Otima resolucdo para a eluigdo a
65%, com resultados bem melhores que para a eluicdo a 70%. Os fatores de
retencdo obtidos nessa eluicdo encontram-se dentro da faixa de 0,5 a 20,
demonstrando a forca eluente adequada da fase movel.

Segundo Harris (2001), mudangas de solventes alteram a viscosidade e o
poder eluente da fase movel. Assim, foram realizados alguns testes com o
solvente acetonitrila como um dos constituintes da fase movel, no entanto,
houve diminuicdo dos valores de resolugdo na maioria dos picos

comprometendo a separagdo dos compostos fendlicos. Dessa forma, utilizou-se a
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eluigdo com metanol a 65% nas analises cromatograficas uma vez que essa
apresentou melhor separagdo entre os compostos analisados.

Para a quantificacdo dos compostos fenoélicos, utilizou-se o método de
padronizagdo externa. As curvas analiticas das solugdes padrdes (Grafico 1 a 13)
foram obtidas através de dilui¢des das solugdes concentradas de 5,0 x 10™* mol
L, obtendo-se valores em um intervalo de concentracdo de 3 x 107 a 1 x 10™

mol L.
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GRAFICO 2 Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido galico.
Equacdo da reta: y = -5898,66 + 27102,64x.
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9995
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GRAFICO 3 Curva analitica obtida a partir das solu¢des de acido elagico
Equacdo dareta: y = -29225, 81 + 36559, 71x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9994
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GRAFICO 4 Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido feralico
Equagdo dareta: y = -40744,15 + 219048,45x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9991
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GRAFICO 5 Curva analitica obtida a partir das solugdes de 4cido meta-
cumarico
Equagdo dareta: y =-139606,67 + 415600,59x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9991
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GRAFICO 6 Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido orto-cumarico
Equagdo dareta: y =22484,41 + 224614,45x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9994
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GRAFICO 7 Curva analitica obtida a partir das solugdes de acido para-cumarico
Equagdo da reta: y =-12019,34 + 71995,03x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9998
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GRAFICO 8 Curva analitica obtida a partir das solu¢des de 4cido caféico
Equagdo da reta: y =-65593,05 + 149762,57x
Coeficiente de correlacdo linear = 0,9995
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GRAFICO 9 Curva analitica obtida a partir das solu¢des de catequina
Equacdo da reta: y = -4846,18 +29944,23x
Coeficiente de correlacdo linear = 0,9995
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GRAFICO 10 Curva analitica obtida a partir das solu¢des de epicatequina
Equacdo da reta: y = 19924,68 + 23638,63x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9997
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GRAFICO 11 Curva anahtlca obtléa a partlr das sozlugoes dé° galato de
oncentrac;ao m

epigalocatequina

Equagao da reta: y =2202,21 + 3289,93x

Coeficiente de correlagdo linear = 0,9992
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GRAFICO 12 Curva analitica obtida a partir das solugdes de galocatequina
Equacdo da reta: y =-2388,24 + 8732,46x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9990
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GRAFICO 13 Curva analitica obtida a partir das solu¢des de quercetina
Equagdo da reta: y =40450,13 + 16281,02x
Coeficiente de correlagdo linear = 0,9991
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GRAFICO 13 Curva analitica obtida a partir das solugdes de vanilina
Equagdo da reta: y =-703,36 + 254010,86x
Coeficiente de correlacdo linear = 0,9994
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As equagdes das curvas analiticas foram calculadas pelo método dos
minimos quadrados, medindo-se a resposta do detector (area) em funcdo da
concentragdo, apds a inje¢do em triplicata das solugdes contendo todos os
padrdes. Observam-se coeficientes de correlacdo superiores a 0,999, o que
indica forte correlagdo linear entre as concentra¢des das substancias e as areas
dos picos.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) obtidos estdo
demonstrados na Tabela 19. De acordo com os resultados apresentados, pode-se
observar que o intervalo medido foi de 0,05 a 42,48 mg L. O limite de deteccdo
foi definido como a concentracdo cuja resposta foi trés vezes a relagdo
sinal/ruido e o limite de quantifica¢do a relagdo sinal-ruido 10:1 (Snyder et al.,
1997; Aquino et al., 2006). Os limites de deteccdo e quantificagdo encontrados
para os compostos fenolicos variaram de 0,02 a 0,8 mg L'e0,07a2,30 mg L

respectivamente.

TABELA 19 Limites de deteccdo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e
linearidade dos compostos fendlicos analisados.

Compostos fendlicos LD LQ Linearidade
(mg L™ (mg L™ (mg L™

Acido galico 0,10 0,30 0,27 -9,27
Galocatequina 0,80 2,30 1,53 - 39,47
Galato de Epigalocatequina 0,18 0,80 0,64 — 24,29
Catequina 0,09 0,17 0,46 — 15,52
Epicatequina 0,09 0,70 0,46 — 37,03
Acido cafeico 0,05 0,84 0,48 — 28,83
Vanilina 0,02 0,07 0,05-11,3
Acido para-cumarico 0,05 0,54 0,26 — 26,92
Acido fertlico 0,02 0,08 0,05 -16,17
Acido meta-cumarico 0,02 0,15 0,08 — 18,82
Acido orto-cumarico 0,02 0,17 0,07 - 13,67
Acido elagico 0,27 0,54 0,48 — 25,98
Quercetina 0,20 0,80 0,40 — 42,48

A precisdo do método analitico foi avaliada por meio dos testes de

repetibilidade que representa a concordancia entre os resultados de medigdes
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sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢des de
medi¢do, em um curto intervalo de tempo (Snyder, 1997; Ribani et al., 2004). O
estudo da precisdo foi realizado por 3 injegdes consecutivas de trés solugdes-
padréio na concentragdo 5,33 x 10,2 x 10° ¢ 5 x 10 mol L' para cada analito

(Tabela 20).

TABELA 20 Médias das areas dos picos, para os compostos fenolicos obtidos
de injecdes consecutivas de trés diferentes concentracdoes e os
respectivos desvios padrdes relativos (%RSD).

Compostos 533x10°M RSD% 2X10°M RSD%  5X10°M RSD%
Acido galico 946467 0,04 199262 0,05 47837,48 0,82
Galocatequina 129279 0,02 33838 0,02 6684 0,001
Galato de 74585,67 0,07 26269 0,05 10399 0,003
Epigalocatequina

Catequina 447432 0,06 129572 0,17 54740 0,006
Epicatequina 401512 0,02 112521 0,21 48691 0,005
Acido caféico 1417559 0,08 295734 0,12 104512 0,004
Vanilina 2425673 0,62 616706 0,21 184130 0,002
Acido 624866 0,62 225749 1,05 41606 0,004
p-cumarico

Acido ferulico 2255055 6,83 527420 1,10 137213 0,003
Acido 4269505 0,71 613759 1,25 210593 0,002
m-cumarico

Acido 2077039 3,96 635367 1,10 171605 0,003
0-cumarico

Acido elagico 645703 0,58 255267 1,10 60265 0,003
Quercetina 376594 0,69 102890 1,18 11635 0,006

A recuperagdo do método também foi avaliada nas amostras. A
concentragdo dos compostos fendlicos foi calculada pelo aumento da area dos
picos, obtida pela adicdo de uma quantidade conhecida do padrio e a
porcentagem de recuperacao calculada pela formula abaixo. Os resultados estio

apresentados na Tabela 21.

concentracdo medida
concentracdo esperada

Recuperagdo (%) =
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TABELA 21 Recuperagdo dos compostos fendlicos em amostras de forrageiras.

Compostos fendlicos Amostra  Adicionado  Encontrado Recuperacgao
(mg L™ (mg L™ (mg L™) (%)
Acido galico 0,011 0,85 0,84 98,82
Galocatequina 0,150 2,29 2,24 97,82
Epigalocatequina NQ 1,45 1,45 100
Catequina 0,243 1,45 1,60 92,34
Epicatequina 0,056 0,90 0,93 93,33
Acido cafeico 0,093 0,76 0,84 98,53
Vanilina 0,162 0,82 0,93 95,41
Acido p-cumaérico 0,015 0,97 0,91 93,81
Acido feralico 0,023 0,82 0,83 97,22
Acido m-cumérico 0,021 0,82 0,80 97,56
Acido o-cumarico 0,069 1,51 1,50 99,34
Acido elégico NQ 1,69 1,69 100
Quercetina NQ 1,53 1,53 100

NQ = Nao quantificado

Observa-se que o intervalo da recuperagdo foi de 93,81% a 113,41%
para os compostos analisados. Esses resultados sdo satisfatorios, uma vez que
intervalos aceitaveis estdo entre 70 e 120% para residuos, com precisdo de até +
20% ou dependendo da complexibilidade analitica e da amostra de 50 a 120%,

com precisdo de = 15% (Collins & Braga, 1990).

5.9.1 Quantificacdo dos compostos fendlicos

Nas Figuras de 18 a 22, observam-se os perfis cromatograficos
encontrados em amostras de capim Coastrcross solteiro e as leguminosas
Stylosanthes Campo Grande, Stylosnthes Mineirdo, Amendoim Amarillo e
Amendoim Belmonte, oriundas de consércio com “Coastcross” adubadas.

Os calculos utilizados para determinar as concentragdes dos compostos
fenolicos nas forrageiras estdo descritos no Anexo D. Compostos fenolicos que
ocorreram nos trés cortes foram estatisticamente avaliados pelo teste de Tuckey

(P<0,05).
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FIGURA 11 Cromatograma referente a amostra de capim “Coastcross”: 1=
acido galico, 2 = epicatequina, 3 = acido caféico, 4 = vanilina, 5 =
acido p-cumarico, 6 = acido ferulico e 7 = acido elagico.

753
7.0
6]
60]

5.5

ol 4.0
ts 3.5%
3.09
2.5%
20]

153

1.0
055

0.0
-0.55

-1.03

T
[o] 10 20 .30 40 50 60
minutos

FIGURA 12 Cromatograma referente a amostra Stylosanthes Campo Grande: 1
= acido galico; 2 = galocatequina; 3 = epicatequina; 4 = acido
caféico; 5 = acido p-cumarico; 6 = acido ferulico e 7 = 4cido m-
cumarico.
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FIGURA 13 Cromatograma referente a amostra de Sthylosanthes Mineirdao: 1=
acido galico, 2 = galocatequina, 3 = epicatequina, 4 = &cido
caféico, 5 = 4cido p-cumarico, 6 = acido ferulico, 7 = acido m-
cumarico e 8 = acido elagico.
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FIGURA 14 Cromatograma referente a amostra de Amendoim Belmonte: 1 =
acido galico; 2 = epicatequina; 3 = acido caféico; 4 = acido o-
cumarico; 5 = acido elagico.
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FIGURA 15 Cromatograma referente a amostra de Amendoim Amarillo: 1 =
epicatequina, 2 = acido m-cumarico, 3 = acido o-cumarico ¢ 4 =
acido elagico

Os picos que ocorrem nas Figuras 18 a 22 foram confirmados como
sendo dos compostos em analise, pela adi¢do de um padrdo conhecido nas
amostras

As concentragdes dos compostos fendlicos e taninos encontrados na
graminea “Coastcross” e nas leguminosas consorciadas estdo apresentadas nas

Tabelas 22 e 23.
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TABELA 22 Concentracdes em pg/mg de MS de composto fendlicos em forrageiras adubadas.

FORRAGEIRAS ADUBADAS

COMPOSTOS GRAMINEA STYLOSANTHES STYLOSANTHES AMENDOIM AMENDOIM
FENOLICOS COASTCROSS CAMPO GRANDE MINEIRAO BELMONE AMARILLO

10 20 30 lO 20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 30
Acido e|égic0 6,08 A 341 B 1,31 C 59,17 51,65B 113,98A 38,82C
ACidO gallco 1,50 A 0,35B 045 A 0,19B 0,24 0,45 A 0,21 B 0,27
Galocatequina 6,39 0,72C 8,98 A 0,88 B
Galato de 17,75
epigalocatequina
Catequina 409A 1,65B 18,27 18,21
Epicatequina 31,92A 582B 23,11A 17,59B 37,64A 19,51B 33,41A 30,11A 14,70B 17,60B 29,24A 70,06B 126,8A
Acido Caféico 2,28B 7,61 A 1,42 1,63 471 B 3,17C 11,30A 2,71
Vanilina 0,61 1,13 B 3,64 A 0,35B 3,17A 553 A 3,54B 1,13
Acido p.cumérico 1,92 B 572 A 1,34 C 6,65 A 397B 292 A 27,49A 6,35 A 18,64B
Acido feru"co 1,03B 2,60 A 0,74 B 1,03 A 0,84 A 0,70 B 2,77
Acido m-cumarico 1,07 0,95B 1,71 A 2,47 0,89 B 1,82 A 0,68 B 235A
Acido 0-cCumarico 1,91 5,01 6,26 A 1,56 B 0,84 B 0,96 A

8,40 60,72

Quercetina

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula nao diferem, pelo teste de Tuckey (P<0,05), entre os cortes.
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TABELA 23 Concentracdes em pg/mg de MS de composto fendlicos em forrageiras ndo adubadas.

FORRAGEIRAS ADUBADAS

COMPOSTOS GRAMINEA STYLOSANTHES STYLOSANTHES AMENDOIM AMENDOIM
FENOLICOS COASTCROSS CAMPO GRANDE MINEIRAO BELMONE AMARILLO

20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 30
Acido elagico 430 36,73 46,55
Acido gélico 046 A 0,18B 0208  033A
Galocatequina 3,54 B 3,68A
Galato de 14,98
epigalocatequina
Catequina 0,58 B 2,87 A 27,27
Epicatequina 2,96 22,69A 10,40B 13,12 B 13,60B 19,21B 28,38A
Acido caféico 527 A 251B 478 A 2,52 A 1,08 C 1,86 B 454 A 3,19C 3,44B 5,67 A 3,52B
Vanilina 2,64 A 1,05B 0,40 B 0,16 C LI4A  0,79A 085A  1405A  104C  1,69B
ACidO p_cumérico 17,04A 6,14 B 3,83 A 2,53 B 2,82 B 4,33 A 4,48 A
Acido ferulico 2,75 1,30 0,80 A 0,59B 6,74 A 291B
Acido m-cumérico 1,71 1,13 1,28 B 0,85C 1,86 A 0,40 C 1,31 A 0,66 B
Acido o-cumarico 3.67A 042B 1,00 B 151 A
Quercetina 3,78 15,58B  29,03A  27,29A

Médias seguidas da mesma letra maitiscula nao diferem, pelo teste de Tuckey (P<0,05), entre os cortes.
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A ocorréncia de acidos galico, caféico e eldgico nas amostras da
graminea “Coastcross” podem indicar a presen¢a de taninos hidrolisadveis nessa
forrageira. Na Tabela 22, verifica-se que as concentragdes dos acidos elagico e
galico diminuiram com a maturidade da planta para a graminea “Coastcross”
adubada. Conforme Ossipov et al. (1997), a concentragdo maxima de
galotaninos ocorre em plantas jovens. A diminuicdo nas concentragdes dos
acidos galico e elagico pode ser interessante quando se estabelece o consorcio de
pastagens da graminea com as leguminosas estudadas. Em consoércio, o animal
ingere acidos galico e elagico provenientes de ambas as forrageiras e a
diminuicdo da concentragdo ao longo do tempo na graminea, provavelmente,
acarretard uma menor concentragdo de taninos hidrolisaveis, que podem ser
toxicos aos ruminantes.

O acido caféico na graminea “Coastcross” adubada apresentou
comportamento inverso aos dos acidos, sua concentragdo aumentou com a
maturidade da planta. A adubacdo pode ter interferido no aumento da
concentragdo de acido caféico na graminea, a concentracdo desse acido diminuiu
no decorrer dos cortes em canteiros ndo adubados e aumentou em canteiros
adubados.

A adubagdo pode estar inteferindo na formacdo dos acidos galico,
caféico e elagico, pois esses ocorreram apenas na leguminosa adubada. Os teores
de acido elagico aumentaram com a maturidade das plantas. O teor de acido
caféico ocorreu apenas em leguminosas nao adubadas e diminuiu no decorrer
dos cortes, o que pode indicar que hd um decréscimo nesses teores quando a
leguminosa cresce de forma natural, nas pastagens.

Os acidos galico, elagico e caféico também ocorreram na leguminosa
Stylosanthes Mineirdo e as concentragdes mais elevadas de acido galico e
elagico foram para o 2° corte, quando as forrageiras estavam adubadas. A

ocorréncia de acido caf€ico predominou na cultivar ndo adubada e os teores
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diminuiram com a maturidade da planta. Segundo Monteiro et al. (2005) os
taninos sdo metabolitos secundarios de defesa das plantas tém a funcdo de inibir
herbivoros ¢ combinados a proteinas de tecidos de folhas, frutos e sementes
resistem fortemente a putrefacdo. Esses fatores pode ter sido determinantes para
a maior ocorréncia dos taninos hidrolisaveis no 2° corte, durante o periodo de
seca, que pode ter acarretado estresse na planta.

Na leguminosa Amendoim Belmonte (Tabela 22), observa-se que a
adubacdo interferiu na concentragdo do acido caféico. Houve uma diminuicao da
concentragdo na cultivar ndo adubada e aumento na cultivar adubada. Nao foi
observada interferéncia da adubacdo nas concentragdoes de acido galico, pois
houve uma diminui¢do nas concentragdes, tanto em cultivares adubadas quanto
em ndo adubadas. O 4cido elagico foi detectado apenas no 3° corte ndo adubado.

A ocorréncia de acido caféico na leguminosa Amendoim Amarillo nos
canteiros adubados foi observada apenas no 3° corte e ao longo dos cortes, a
cultivar ndo adubada ocorreu diminuicdo da concentragdo. O acido galico
também ocorreu apenas no 3° corte adubado e houve um acréscimo em sua
concentragdo nos canteiros nao adubados. Nao foi detectado o acido elagico na
leguminosa Amendoim Amarillo (Tabela 22)

A quantidade e o tipo de tanino nas plantas varia dependendo da espécie
vegetal, podendo ocorrer diferengas genéticas dentro da mesma espécie (Maass
et al., 1996). Essa variagdo também ocorre em relagdo a cultivar, o tecido, o
estagio de desenvolvimento e as condi¢cdes ambientais em que se encontram as
plantas. Esses fatores podem ter sido determinantes para a diferenca do
comportamento do 4acido galico ao longo dos cortes observados para as
cultivares de amendoim forrageiro.

Reed (1995) observa que os taninos hidrolisaveis podem ter efeitos
toxicos aos animais sendo os mais comuns, as hemorragias gastrointestinais e a

necrose do figado. O efeito toxico ¢ resultado de sua absor¢do pela corrente
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sanguinea e o transporte para o figado dos produtos da sua degradagéo (Oliveira
& Berchielli, 2007). No entanto, em baixas concentragdes podem estar
associados a efeitos benéficos ao metabolismo dos animais (Min et al., 2003).
Assim, as baixas concentragdes de taninos encontradas neste estudo podem ser
um fator positivo para o uso de Stylosanthes Campo Grande como forragem para
0s animais.

A galocatequina, o galato de epigalocatequina, a catequina e a
epicatequina sdo mondmeros de taninos condensados ¢ sua ocorréncia nas
amostras pode indicar a presenca desses taninos na forrageira. Taninos
condensados possuem efeitos antinutricionais relacionados a sua a¢do sobre a
ingestdo de matéria seca, a capacidade de combinar-se a proteinas, polimeros e
minerais, diminuindo a sua digestibilidade das plantas (Oliveira & Berchielli,
2007).

A concentragdo de epicatequina aumentou com o avango da idade em
cultivares adubadas, para todas as leguminosas. Esse comportamento pode
indicar um padrdo constante de ocorréncia desse composto em leguminosas. Em
cultivares ndo adubadas esses teores diminuiram para a Stylosanthes Campo
Grande e ndo apresentaram diferenca significativa para a Stylosanthes Mineirdo
(Tabela 23). A adstringéncia é uma caracteristica de taninos condensados e em
razdo da ocorréncia desses taninos nas forrageiras pode haver uma diminuigdo
na aceitabilidade pelos ruminantes. Segundo Reed (1995) essa adstringéncia ¢
causada pela formag¢do de complexos entre os taninos e as glicoproteinas
salivares e com o aumento da saliva¢do, diminui a aceitabilidade da forrageira
pelo animal.

A concentragdo de galocatequina aumentou no decorrer dos cortes para a
cultivar ndo adubada de Stylosanthes Mineirdo e ocorreu apenas no 1° corte para
a cultivar Stylosanthes Campo Grande, adubada. Nao foi observada ocorréncia

de galocatequina em graminea “Coastcross”.
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A epigalocatequina e a catequina ocorreram no 3° corte adubado de
Stylosanthes Mineirdo. Em Stylosanthes Campo Grande ndo foi detectada a
epigalocatequina, e a catequina foi detectada no 2° corte ndo adubado. Na
cultivar Amendoim Amarillo adubada foi detectada apenas a epicatequina, e na
leguminosa Amendoim Belmonte, observou-se a ocorréncia de epicatequina,
epigalocatequina e catequina. O galato de epigalocatequina ocorreu apenas no 3°
corte, para cultivares adubadas e ndo adubadas.

Dentre todas as leguminosas estudadas a que apresentou a menor
ocorréncia de mondmeros de taninos condensados foi a Amendoim Amarillo
seguida da Amendoim Belmonte. Essas observagdes podem indicar que
cultivares de amendoim forrageiro apresentam pequena quantidade de taninos
condensados.

Na graminea solteira, houve aumento da concentra¢do de catequina em
canteiros ndo adubados e a diminui¢do, com o avango da idade, em canteiros
adubados. As concentragdes de epicatequina também diminuiram no 2° corte em
canteiros adubados e sua ocorréncia deu-se apenas no 2° corte em canteiros ndo
adubados.

Quando ingeridos em alta quantidade, acima de 5% da matéria seca, os
taninos condensados t€ém uma influéncia negativa na digestibilidade da matéria
seca, reducdo no consumo, perdas de proteinas endogenas e inibem fortemente
as enzimas digestivas, em ensaios in vitro. No entanto, as concentragdes de 3 a
4% da matéria seca protegem a proteina alimentar contra a degradagdo ruminal,
diminuem o desperdicio de amodnia, aumentam a absor¢do de aminoacidos no
intestino delgado e previnem o timpanismo (Getachew et al., 2000).

A cultivar Stylosanthes Campo Grande apresentou uma concentrago
total de taninos condensados de 12% da MS; a cultivar Stylosanthes Mineirdo
14,58% da MS, a cultivar Amendoim Belmonte 12,73% da MS e a graminea

“Coastcross” 10,62%. Nado foram detectados monOomeros de taninos
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condensados em Amendoim Amarillo. Os valores encontrados podem indicar
fatores antinutricionais dos taninos condensados nessas forrageiras. O consorcio
entre graminea e leguminosa pode aumentar ainda mais esses valores, sendo
necessario um estudo muito criterioso para o estabelecimento do mesmo em
relagdo aos taninos condensados quando for necessario implanta-lo.

A presenca de 4cidos fendlicos estd restrita & parede celular das
forrageiras e a digestibilidade tem sido relacionada com a quantidade presente
nos diferentes tecidos (Deschamps & Ramos, 2002; Akin et al., 1990).

A concentragdo do 4acido m-cumadrico ¢ da vanilina aumentou no
decorrer dos cortes para as cultivares Stylosanthes Campo Grande ¢ Mineirdo. A
condensacdo dos acidos fendlicos leva a formacdo de lignina. A deposi¢ao de
lignina aumenta com a maturacao fisioldgica e diminui a digestibilidade das
plantas pelos animais (Deschamps, 1999). Esses fatores podem ter levado ao
aumento nos teores desses acidos no decorrer dos cortes.

O 4cido o-cumadrico ocorreu nas leguminosas Stylosanthes Campo
Grande e Mineirdo adubadas. A concentra¢do do acido p-cumarico diminuiu nas
cultivares ndo adubadas de Stylosanthes Mineirdo, no entanto, manteve-se
constante para as cultivares adubadas. A concentragdo desse acido aumentou no
2° corte para a leguminosa Stylosanthes Campo Grande adubada no 2° corte.
Como parte de sua estratégia de sobrevivéncia, as plantas sintetizam compostos
como lignina, fenois, cutina para lhe conferir resisténcia ao vento, desfolhagdo e
doencas (Carvalho & Pires, 2008). Esse acréscimo pode ter ocorrido por esse
rcorte ter sido realizado em época de seca na regido e esse aumento pode ter sido
decorrente de estratégias de sobrevivéncia da planta, em situacdo de estresse
hidrico. A concentragdo do acido ferulico aumentou na leguminosa Stylosanthes
Campo Grande adubada e diminuiu na Stylosanthes Mineirdo com a maturidade
das plantas. As diferencas existentes entre as espécies podem ter sido

determinante para este comportamento inverso.
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Observou-se que a concentragdo de acido m-cumarico aumentou no
decorrer dos cortes para as duas cultivares de amendoim forrageiro adubadas.
Nao foi detectado dcido m-cumarico na Amendoim Amarillo ndo adubada, e na
Amendoim Belmonte ndo adubada, sua concentragdo aumentou no 2° corte. Os
demais acidos tiveram comportamento bem diverso nas duas leguminosas.

A concentracdo de vanilina e 4cido p-cumdrico ndo apresentaram
diferenca significativa para as amostras de Amendoim Belmonte adubadas e
diminuiram para as amostras nido adubadas. Nas amostras de Amendoim
Amarillo ndo houve a presenga de 4cido p-cumarico e a vanilina diminuiu com a
maturidade da planta.

O é4cido fertlico foi detectado no 3° corte da Amendoim Belmonte
adubada e ndo foi detectado nas cultivares adubadas de Amendoim Amarillo,
diminuindo no decorrer dos cortes quando essa cultivar estava ndo adubada. O
acido o-cumarico ndo foi detectado em amostras de Amendoim Amarillo nio
adubadas, no entanto, sua concentracdo aumentou com a maturidade da planta
em amostras adubadas, para a leguminosa Amendoim Belmonte.

Deschamps & Ramos (2002) quantificaram acidos fendlicos na parede
celular de bagaco de cana, capim-elefante e folhas de mandioca utilizados como
forragens, utilizando CLAE com deteccdo UV/Vis. Esses autores também
observaram que a concentracao de acidos fendlicos foi bastante distinta entre os
materiais estudados.

As analises com a graminea “Coastcross” indicaram que a concentracao
dos acidos fendlicos diminuiu para as cultivares ndo adubadas e aumentaram
para as cultivares adubadas. Essas observagdes podem indicar uma interferéncia
da adubacdo na concentragdo desses acidos na planta ¢ uma consequente
alteragdo na digestibilidade da planta, ja que os acidos fenolicos sdo precursores

do complexo da lignina, nas plantas.
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A degradabilidade do feno de capim-"Coastcross” em diferentes estagios
de crescimento e sua correlagdo com as concentragdes dos acidos fenolicos foi
estudada por Peron (2007). A quantificagdo dos acidos fenolicos foi realizada
utilizando a técnica CLAE e observou-se que a concentragdo do acido p-
cumadrico diminuiu linear e significativamente (P<0,01), com o avan¢o da idade
da forragem. O autor creditou esse comportamento, possivelmente, ao aumento
do teor de fibra, que ocorre com o avanco da idade da planta, e a consequente
diminui¢ao da solubilidade do acido fenodlico nos extratores. O teor de acido p-

cumarico nao interferiu na degradabilidade do feno neste estudo.
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6 CONCLUSOES

As leguminosas cultivadas em consorcio obtiveram teores de MS mais
adequados para a nutri¢do animal e teores de fosforo, calcio ¢ PB mais elevados
que a graminea “Coastcross”.

O consorcio afetou apenas os teores de fosforo na graminea
“Coastcross”.

Nao observou-se transferéncia de nitrogénio da leguminosa para a
graminea, provavelmente devido ao curto tempo de conducdo desse
experimento.

As concentragdes de taninos hidrolisaveis encontradas foram baixas e as
de taninos condensados foram superiores ao considerado seguro para os
ruminantes, tornando-se necessario um estudo criterioso desses teores quando
for estabelecer consorcio de pastagens entre a graminea “Coastcross” e as
leguminosas estudadas.

No geral, as concentragdes de acidos fendlicos aumentaram nas
forrageiras adubadas com o avanco da idade das plantas, provavelmente pela a

maior deposicdo de lignina nas plantas.

82



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, A. P. A.; AMARAL, G. C. Metodologias de medicdo da pastagem
para célculo da taxa de lotagdo. In: ENCONTRO TERRA NOVA DE
PECUARIA, 4., 2001, S3o José do Rio Preto. Anais... Sdo José do Rio Preto:
Terra Nova, 2001. p. 15-30.

AKIN, D. E. Forage cell wall degradation and p-coumaric, ferulic, and sinapic
acids. Agronomy Journal, Madison, v. 74, p. 424-428, 1982.

AKIN, D. E.; BENNER, B. Degradation of polysaccharides and lignin by
ruminal bacteria and fungi. Environmental Microbiology, Oxford, v. 54,
p. 1117-1125, 1988.

AKIN, D. E.; GOTTFRED, N. A.; HARTLEY, R. D.; FULCHER, R. G.;
RIGSBY, L. L. Microspectrophotometry of phenolic compounds in
bermudagrass cell wall in relation to rumen microbial digestion. Crop Science,
Madison, v. 30, p. 396-401, 1990.

ALMEIDA, R. G.; NASCIMENTO JUNIOR, D.; EUCLIDES, V. P. B.;
MACEDO, M. C. M.; REGAZZL, A. J.; BRANCIO, P. A.; FONSECA, D. M.
da; OLIVEIRA, M. P. Produgdo animal em pastos consorciados sob trés taxas de
lotacdo no Cerrado. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 31, n. 2,
p. 852-857, abr. 2002.

ALVES, S. J.; MORAES, A. de; CANTO, M.W. do; SANDINI, 1. Espécies
forrageiras recomendadas para producéo animal: importancia econémica das
espécies forrageiras na produgdo animal. Disponivel em:
<http://www.fundepecpr.org.br/tev/palestras10.doc.>. Acesso em 18 jan. 2009.

ANDRADE, I. F. Produ¢do e composi¢do quimica de leguminosas forrageiras
cultivadas no cerrado de Sete Lagoas. Revista da Sociedade Brasileira de
Zootecnia, Vigosa, MG, v. 11, n. 2, p. 341-359, 1982.

AQUINO, F. W. B.; NASCIMENTO, R. F.; RODRIGUES, S.; CASEMIRO, A.

R. S. Determinac¢io de marcadores de envelhecimento em cachagas. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 26, n. 1, p. 145-149, 2006.

83



ARGEL, P. J.; VILARREAL, C. M. Nuevo mani forragero perenne: arachis
pintoi Krapovickas y Gregory: cultivar porvenir: CIAT 18744: leguminosa
herbacea para alimentacion animal, el mejoramiento del paisage. Costa Rica:
MAG/CIAT, 1998. 32 p. (Boletim técnico).

ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS. Official
methods of analysis of the AOAC. 16. ed. Arlington: AOAC International,
1995. v. 1.

AVELLA, D. M. G.; GARCIA, C. A. O.; CISNEROS, A. M. Medicion de
fenoles y actividad antioxidante em mazelas usadas para alimentacion animal.
In.: SIMPOSIO DE METROLOGIA, 1., 2008, Santiago de Querétaro. Anais...
Meéxico: Centro Nacional de Metrologia, 2008. p. 1-5.

BARCELLOS, A. O.; ANDRADE, R. P.; KARIA, C. T.; VILELA, L. Potencial
¢ uso de leguminosas forrageiras dos géneros Stylosanthes, Arachis ¢ Leucaena.
In: SIMPOSIO SOBRE MANEJO DA PASTAGEM, 17., 2000, Piracicaba.
Anais... Piracicaba: FEALQ, 2000. p. 297-357.

BEELEN, P. M. G.; BERCHIELLI, T. T.; BEELEN, A. N. M. Influence of
condensed tannins from Brazilian semi-arid legumes on ruminal degradability,
microbial colonization and enzymatic activity in Saanen goats. Small Ruminant
Research, Amsterdam, v. 61, n. 1, p. 35-44, Jan. 2006.

BENEDETTI, E. Leguminosas na produg¢do de ruminantes nos tropicos.
Uberlandia: UFU, 2005. 118 p.

BIANCHINI, W.; RODRIGUES, E.; JORGE, A. M.; ANDRIGUETO, C.
Importéncia da fibra na nutricdo de bovinos. Revista Electronica de
Veterinaria, Malaga, v. 8, n. 12, p. 1695-7504, dic. 2007.

BOGDAN, A. V. Tropical pasture and fodder plants. New York: Longman,
1997. 465 p.

BRITO, C. J. F. A. de; RODELLA, R. A.; DESCHAMPS, F. C. Perfil quimico
da parede celular e suas implicagdes na digestibilidade de Brachiaria
brizantha e Brachiaria humidicola. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa,
MG, v. 32, n. 6, p. 1835-1844, 2003.

84



CARNEVALLL R. A,; SILVA, S. C.; CARVALHO, C. A. B.; SBRISSIA, A.
F.; FAGUNDES, J. L.; PINTO, L. F. M.; PEDREIRA, C. G. S. Desempenho de
ovinos e respostas de pastagens de “Coastcross” submetidas a regimes de
desfolha sob lotagdo continua. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, Brasilia,

v. 36, n. 6, p. 919-927,2001.

CARVALHO, G. G. P.; PIRES, A. J. V. Forage plants tissue organization and
its implications in ruminant. Archivos de Zootecnia, Cordoba, v. 57, p 13-28,
2008.

CASTRO, F. G. F.; HADDAD, C. M.; VIEIRA, A. C.; VENDRAMINI, J. M.
B.; HEISECKE, O. R. P. Epoca de corte, produgdo, composi¢io quimico-
bromatolégica e digestibilidade da matéria seca da grama estrela Florico.
Scientia Agricola, Piracicaba, v. 56, n. 4, p. 1185-1191, 1999.

CENTRO INTERNACIONAL DE AGRICULTURA TROPICAL. Pastures for
the tropical lowlands: CIATs contribution. Cali, 1992. 238 p.

COATES, D. B.; KERRIDGE, P. C.; MILLER, C. P.; WINTER, W. H.
Phosphorus and beef production in northern Australia 7: the effect of
phosphorus on the botanical composition, yield and quality of grass-legume
pastures andtheir relationships with animal production. Tropical Grasslands,
Brisbane, v. 24, p. 209-220, 1990.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L. Introducdo a métodos cromatograficos. 4.
ed. Campinas: UNICAMP, 1990. 279 p.

COOK, B. G.; WILLIAMS, R. J.; WILSON, G. P. Register of Australian
herbage planta cultivars. Arachis pintoi Krap. Nom. nud. (Pinto Peanut) cv.
Amarillo. Australian Journal of Experimental Agriculture, Melbourne, v. 30,
n. 3, p. 445-446, 1990.

DESCHAMPS, F. C. Implicagdes do periodo de crescimento na composigao
quimica e digestdo dos tecidos de cultivares de capim elefante. Revista
Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 28, n. 6, p. 1178-1189, 1999.

DESCHAMPS, F. C.; RAMOS, L. P. Método para a determinagdo de acidos

fenolicos na parede celular de forragens. Revista Brasileira de Zootecnia,
Vigosa, MG, v. 31, n. 4, p. 1634-1639, 2002.

85



DESHPANDE, S. S.; DAMODARAN, S. Food legumes: chemistry and
technology. Advances in Cereal Science and Technology, Saint Paul, v. 10,
p. 147-241, 1990.

DIAS, H. L. C.; NASCIMENTO JUNIOR, D. Valor nutritivo das pastagens
tropicais. Vigosa, MG: UFV, 1997. 112 p.

EIRA, A. F. Solubiliza¢do microbiana de fosfatos. In. CARDOSO, E. J. B. N.;
TSAIL S. M.; NEVES, M. C. P. Microbiologia do solo. Campinas: SBCS, 1992.
p. 243-256.

EUCLIDES, V. P. B.; MACEDO, M. C. M.; OLIVEIRA, M. P. Produgdo de
bovinos em pastagens de Brachiaria spp. consorciadas com Calopogonium
mucunoides nos cerrados. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 27,
n. 2, p. 238-245, 1998.

EVARISTO, I. M.; LEITAO, M. C. Identificagdo de quantificagio por DAD-
HPLC, da fracdo fendlica de Quercus suber L. Silva Lusitana, Lisboa, v. 9,
n. 2, p. 135-141, 2001.

FERREIRA, M. B.; COSTA, N. M. S. Novas espécies do género Stylosanthes
para Minas Gerais. Porto Alegre: Sociedade Botanica do Brasil, 1977. v. 28,
42 p.

GETACGEW, G.; MAKKAR, H. P. S.; BECKER, K. Effect of polyethylene
glycol on in vitro degradability of nitrogen and microbial protein synthesis from
tannin-rich browse and herbaceous legumes. British Journal of Nutrition,
Cambridge, v. 84, p. 73-83, 2000.

GODOQY, P. B. de. Aspectos nutricionais de compostos fenolicos em ovinos
alimentados com leguminosas forrageiras. 2007. 89 p. Tese (Doutorado em
Ciéncias de Energia Nuclear na Agricultura) - Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba.

GONZALES, D. A.; BRANCO, D.; CAMPOS, L. Valor nutritivo das plantas
forrageiras tropicais. Pasturas Tropicales, Cali, v. 10, n. 3, p. 9-14, 1988.

GOOGLE EARTH. Disponivel em: <http://earth.google.com.br/>. Acesso em:
09 fev. 2009.

HARRIS, D. Anélise quimica quantitativa. 5. ed. Rio de Janeiro: LTC, 2001.
862 p.

86



IIYAMA, K.; LAM, T. B. T.; STONE, B. A. Phenolic acid bridges between
polysaccharides and lignin in wheat internodes. Phytochemistry: chemistry,
biochemistry, molecular biology, New York, v. 29, p. 733-737, 1990.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Disponivel
em: <http://www.ibge.gov.br/>. Acesso em: 25 jan. 2009.

JACKSON, F. S.; BARRY, T. N. The extractable and bound condensed tannin
content of leaves from tropical tree, shrub and forage legumes. Journal of
Science, Food and Agriculture, New York, v. 71, n. 1, p. 103-110, 1996.

LADEIRA, M. M.; RODRIGUEZ, N. M.; GONCALVES, L. C.; BORGES, L;
BENEDETTIL E.; TEIXEIRA, E. A.; LARA, L. B. Consumo e digestibilidades
aparentes total e parciais do feno de Stylosanthes guianensis. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo Horizonte, v. 53, n. 2,
p. 1-7, abr. 2001.

LAZARO, C. C. M. Efeito do sombreamento em variedades de Stylosanthes
guianenses. 2007. 52 p. Disserta¢do (Mestrado em Genética e Melhoramento de
Plantas) - Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal.

LIMA, J. A.de L.; PINTO, J. C.; EVANGELISTA, A. R.; VALADARES, R. A.
V. S. Amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & Gregory). Lavras:
UFLA, 2003. 18 p. (Boletim técnico).

LIMA, S. R.; OLIVEIRA, G. S.; MORALIS, S. A. L.; NASCIMENTO, E. A_;
CHANG, R. Estudo dos constituintes macromoleculares, extrativos volateis e
compostos fenolicos da madeira de candeia — Moquinia polymorpha (LESS.)
DC. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 17, n. 2, p. 145-155, 2007.

MAASS, B. L.; LASCANO, C. E.; CARDENAS, E. A. La leguminosa arbustiva
Valornutritivo y aceptabildad en el piedemonte amazdnico, Cqueta, Colombia.
Pasturas Tropicale, Cali, v. 18, p.10-16, 1996.

MALAVOLTA, E.; PAULINO, V. T. Nutricdo mineral e aduba¢do do género
Brachiaria. In: ENCONTRO PARA DISCUSSAO SOBRE CAPINS DO
GENERO BRACHIARIA, 2., 1991, Nova Odessa. Anais... Nova Odessa:
Instituto de Zootecnia, 1991. p. 45-136.

MALAVOLTA, E.; VITTL G. C.; OLIVEIRA, S. A. Avaliacio do estado

nutricional das plantas: principios e aplicagdes. Piracicaba: Associagdo
Brasileira para Pesquisa da Potassa e do Fosfato, 1989. 201 p.

87



MARTIN, W. E.; MATOCHA, J. E. Plant analysis as an aid in the fertilization
of forage crops. In: WALSH, L. M.; BEATON, J. D. (Ed.). Soil testing and
plant analysis. Madison: Soil Science Society of America, 1973. p. 393-426.

MASCARENHAS, H. A. A. Célcio, enxofre e ferro no solo e na planta.
Campinas: Fundacdo Cargill, 1977. 95 p.

MAYNARD, L. A.; LOOSLI, J. K. Animal nutrition. 2. ed. Rio de Janeiro:
Livraria Freitas Bastos, 1974.

MEAGHER, L. P.; LANE, G.; SIVAKUMARAN, S.; TAVENDALE, M. H.;
FRASER, K.Characterization of condensed tannins from Lotus species by
thiolytic degradation on electrospray mass spectrometry. Animal Feed Science
and Technology, Amsterdam, v. 117, p. 151-163, 2004.

MENDONCA, C. V. C. E.; ABREU, C. M. P. de; CORREA, A. D.; SANTOS,
C. D. dos; MORALIS, A. R. de. Quantifica¢do de polifendis e digestibilidade
protéica de familia de feijoeiro comum. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras,
v.27,n. 4, p. 858-864, 2003. Edicao especial.

MENGEL, K.; KIRKBY, E. A. Principles of plants nutrition. 4. ed. Bern:
International Potash Institute, 1987. 687 p.

MESQUITA, E. E.; FONSECA, D. M.; NASCIMENTO JUNIOR, D. do;
PEREIRA, O. G.; PINTO, J. C. Efeitos de métodos de estabelecimento de
braquidria e estilosantes ¢ de doses de calcario, fosforo e gesso sobre alguns
componentes nutricionais da forragem. Revista Brasileira de Zootecnia,
Vigosa, MG, v. 31, n. 6, p. 2186-2196, 2002.

MIN, B. R.; BARRY, T. N.; ATTWOOD, G. T.; MCNABB, W. C.The effect of
condensed tannins on the nutrition and health of ruminants fed fresh temperate
forages: a review. Animal Feed Science and Technology, Amsterdam, v. 106,
p. 3-19, 2003.

MINSON, D. J. Effects of chemical and physical composition of herbaje eaten
upon intake. In: HACKER, J. B. (Ed.). Nutritional limits to animal production
from pasture. Farnham Royal: CAB, 1984. p. 167-182.

MIRANDA, C. H. B.; VIEIRA, A.; CADISCH, G. Determinacao da fixacao
bioldgica de nitrogénio no amendoim forrageiro (Arachis spp.) por intermedio
da abundancia natural de '°N. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG,
v. 32, p. 1859-1865, 2003.

88



MONTEIRO, J. M.; ALBUQUERQUE, U. P.; ARAUJO, E. L.; AMORIM, E.
L. C. Taninos: uma abordagem da quimica a ecologia. Quimica Nova, Sdo
Paulo, v. 28, n. 5, p. 892-896, 2005.

MOREIRA, L. M.; FONSECA, D. M.; VITOR, C. M. T.; ASSIS, A. I;
NASCIMENTO JUNIOR, D.; RIBEIRO JUNIOR, J. I.; OBEID, J. A.
Renovagdo de pastagem degradada de capim gordura com a introdugdo de
forrageiras tropicais adubadas com nitrogénio ou em consorcios. Revista
Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 34, n. 2, p. 442-453, 2005.

MORRISON, T. A.; JUNG, H. G.; BUXTON, D. R.; HATFIELD, R. D. Cell
wall composition of maize internode of varying maturity. Crop Science,
Madison, v. 38, p. 455-460, 1998.

MORRISON, W. H.; AKIN, D. E.; HHIMMELSBACH, D. S.; GAMBLE,

G. R. Investigation of the éster and ether-linked phenolic constituents of cell
wall types of normal and brown midrib pearl millet using chemical isolation,
microspectrophotometry and 13C-NMR spectroscopy. Journal of Science,
Food and Agriculture, New York, v. 63, p. 329-337, 1993.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL. Nutrient requirements of beef cattle.
7. ed. Washington: National Academy of Sciences, 1996. 234 p.

NOZELLA, E. F. Determinacdo de taninos em plantas com potencial
forrageiro para ruminantes. 2001. 58 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias de
Energia Nuclear na Agricultura) - Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

OLIVEIRA, M. A. Extracao de polifendis da semente de cacau (Theobroma
Cacao). 2005. 72 p. Disserta¢do (Mestrado em Engenharia Quimica) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis.

OLIVEIRA, S. G.; BERCHIELLI, T. T. Potencialidades da utilizagdo de taninos
na conservagdo de forragens e nutrigdo de ruminantes- revisdo. Archives of
Veterinary Science, Curitiba, v. 12, n. 1, p. 1-9, 2007.

OSSIPOV, V.; LOPONEN, J.; OSSIPOVA, S.; HAUKIOIJA, E.; PTHLAJA, K.
Gallotannins of birch betula pubescens leaves: HLPC separation and
quantification. Biochemical Systematics and Ecology, Oxford, v. 25, n. 6,

p- 493-504, 1997.

89



PACIULLO, D. S. C.; AROEIRA, L. J. M.; ALVIM, M. J.; CARVALHO, M.
M. Caracteristicas produtivas e qualitativas de pastagem de braquiaria em
monocultivo e consorciada com estilosantes. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, Brasilia, v. 38, n. 3, p. 421-426, 2003.

PARIS, W.; CECATO, U.; SANTOS, G. T.; BARBEIRO, L.; AVANZZO, L.;
LIMAO, V. Produgio e qualidade de massa de forragem nos estratos da cultivar
coastcross - 1 consorciada com Arachis Pintoi com e sem adubagdo nitrogenada.
Acta Scientiarum Animal Sciences, Maringa, v. 30, n. 2, p. 135-143, 2008.

PEREIRA, J. M. Produgdo e persisténcia de leguminosas em pastagens tropicais.
In: SIMPOSIO DE FORRAGICULTURA E PASTAGENS, 2., 2001, Lavras.
Anais... Lavras: UFLA, 2001. p. 111-141.

PEREIRA, J. M.; NASCIMENTO JUNIOR, D.; SANTANA, J. R.
CANTARUTTI, R. B.; LEAO, M. 1. Teor de proteina bruta e digestibilidade in
vitro da matéria seca da forragem disponivel e da dieta selecionada por bovinos
em pastagem de Brachiaria humidicola (Rendle) Schweickt, em monocultivo ou
consorciado com leguminosas, submetida a diferentes taxas de lotagdo. Revista
da Sociedade Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 21, n. 1, p. 104-117,
1992.

PERON, A. J. Métodos de determinacao e efeito da concentracéo de acidos
fendlicos na degradabilidade de capim-coastcross. 2007. 71 p. Tese
(Doutorado em Zootecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

PRIMAVESI, A. C.; PRIMAVESI, O.; CORREA, L. A.; CANTARELLA, H;
SILVA, A. G.; FREITAS, A. R.; VIVALDI, L. J. Adubagao nitrogenada em
campim coastcross: efeitos na extragdo de nutrientes e recuperagdo aparente do
nitrogénio. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 33, n. 1, p. 68-78,
2004.

QUEIROZ, C.R. A. A,; MORALIS, S. A. L. de; NASCIMENTO, E. A.
Caracterizagdo dos taninos da aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva). Revista
Arvore, Vigosa, MG, v. 26, n. 4, p. 485-492, 2002.

QUEIROZ FILHO, J. L.; SILVA, D. S.; NASCIMENTO, 1. S. Produgio de
matéria seca e qualidade do capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.)
cultivar roxo em diferentes idades de corte. Revista Brasielira de Zootecnia,
Vigosa, MG, v. 29, n. 1, p. 69-74, 2000.

90



R DEVELPMENT CORE TEAM. R: a language and enviroment for statistical
computing. Vienna: R Foundation for Statistical Computing, 2009. Versao 2.7.0
Disponivel em: <http://www.R-project.org.>. Acesso em: 15 jan. 2009.

REED, J. D. Nutritional toxicology of tannins and related polyphenols in forage
legumes. Journal of Animal Science, Champaign, v. 73, p. 1516-1528, 1995.

REIS, R. A.; RODRIGUES, L. R. A. Valor nutritivo de plantas forrageiras.
Jaboticabal: UNESP, 1993. 26 p.

REIS, S. T.; TEIXEIRA, J. T.; EVANGELISTA, A. R. Composi¢ao quimica do
coastcross (Cynodon dactylon x Cynodon nlenfuensis) e tifton 85 (Cynodon
spp). In: REUNTAO DA ASSOCIACAO LATINO AMERICANA DE
PRODUCAO ANIMAL, 17., 2001, Ciudad de la Habana. Anais... Ciudad de la
Habana: Associagao Latino Americana de Produgdo Animal, 2001. Nao
paginado.

RIBANI, M.; BOTOLLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, . C. S. F.;
MELO, L. F. C. Validagdo em métodos cromatograficos e eletroforéticos.
Quimica Nova, Sio Paulo, v. 27, n. 5, p. 771-780, 2004.

ROCHA, G. P.; EVANGELISTA, A. R.; PAIVA, P. C. A; FREITAS,R. T. F.;
SOUZA, A. F.; GARCIA, R. Digestibilidade e fracdo fibrosa de trés gramineas
do género Cynodon. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 25, n. 2, p. 396-407,
2001.

ROSA, S.R. A.; CASTRO, T. A. P.; OLIVEIRA, I. P. Analise de crescimento
em capim Tanzania nos sistemas de plantio solteiro e consércio com
leguminosas. Ciéncia Animal Brasileira, Goiénia, v. 8, n. 2, p. 251-260,
abr./jun. 2007.

SAITO, S. T.; WELZEL, A.; SUYENAGA, E. S.; BUENO, F. A method for
epigallocatechin galatte (EGCG), epicatechin (EC), catechin (C) and caffeine
(CAF) in green tea using HPLC. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Campinas, v. 26, n. 2, p. 394-400, 2006.

91



SALMINEN, F. P.; OSSIPOV, V.; LOPONEN, J.; HAUKIOJA, E.; PIHLAJA,
K. Characterisation of hydrolysable tannins from leaves of Betula pubescens by
high-performance liquid chromatography mass spectrometry. Journal of
Chromatography - A, Amsterdam, v. 864, p. 283-291, 1999.

SANTOS, I. P. A.; PINTO, J. C.; SIQUEIRA, J. O.; MORAIS, A. R.; SANTOS,
C. L. Influéncia do fosforo, micorriza e nitrogénio no contetido de minerais de
Brachiaria brizantha e Arachis pintoi consorciados. Revista Brasileira de
Zootecnia, Vigosa, MG, v. 31, n. 2, p. 605-616, 2002.

SANTOS, M. A. T.; NEPOMUCENO, . A. S.; ABREU, C. M. P. de;
CARVALHO, V. D. de. Teores de polifenéis de caule e folha e quatro cultivares
de abacaxizeiro. Revista Brasileira de Fruticultura, Cruz das Almas, v. 23,

n. 2, p.274-276, 2001.

SCHOFIELD, P.; MBUGUA, D. M.; PELL, A. N. Analysis of condensed
tannins: a review. Animal Feed Science and Technology, Amsterdam, v. 91,
p. 21-40, 2001.

SGARBIERI, V. C. Proteinas em alimentos protéicos: propriedades,
degradagoes, modificagdes. Sdo Paulo: Varela, 1996. 180 p.

SILVA, C. L. S. P. Avaliagao fisioldgica da tolerancia ao aluminio e
utilizaco de marcadores moleculares em Stylosanthes guianensis (Aubl.)
Sw. 1998. 109 p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal.

SILVA, D. J. Anadlise de alimentos. Vigosa: UFV, 1981. 166 p.

SILVA, M. R.; SILVA, M. A. A. P. Aspectos nutricionais de fitatos e taninos.
Revista Nutri¢cdo, Campinas, v. 12, p. 5-19, 1999.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; EDSMANN, E.; MELLO, J. C. P;
MENTZ, L. A.; PETROCICK, P. R. Farmacognosia, da planta ao
medicamento. 6. ed. Porto Alegre: UFGRS, 2007. 1104 p.

SNYDER, L. R.; KIRKLAND, J. J.; GLAJCH, J. L. Practical HPLC method
development. 2. ed. New York: J. Wiley, 1997. p. 694-697. 765 p.

SOARES, S. E. Acidos fenolicos como antioxidantes. Revista Nutric&o,
Campinas, v. 15, n. 1, p.71-81, 2002.

92



SOEST, P.J. van (Ed.). Nutritional ecology of the ruminant. 2. ed. Ithaca:
Cornell University, 1994. 476 p.

SOUZA, S. O.; SANTANA, J; SHIMOYA, A. Comportamento de gramineas
forrageiras tropicais isoladas em associacdo com leguminosas na regido norte
fluminense. Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 26, p. 1554-1561, 2002.
Edicao especial.

TERRIL, T. H.; WINDHAM, W. R.; EVANS, J. J.; HOVELAND, C. S.
Condensed tannin concentration in Sericea Lespedeza as influenced by
preservation method. Crop Science, Madison, v. 30, p. 219-224, 1990.

THOMAS, R. J.; ASAKAWA, N. M.; RONDON, M. A. Nitrogen fixation by
three tropical forage legumes in an acidsoil savanna of Colombia. Soil Biology
and Biochemistry, Elmsford, v. 29, n. 5/6, p. 801-808, 1997.

VALLS, J. F. M. Origem do germoplasma de Arachis pintoi disponivel no
Brasil. In: RED INTERNACIONAL DE EVALUACION DE PASTOS
TROPICALES, 1., 1992, Brasilia. Reunion Sabanas. Anais... Cali: Embrapa,
1992. p.81-96.

VERZA, S. G.; KREINECKER, M. T.; REIS, V. HENRIQUES A. T.;
ORTEGA, G. G. Avaliagao das variaveis analiticas do método de folin-ciocalteu
para determinagdo do teor de taninos totais utilizando como modelo o extrato
aquoso de folhas de Psidium guajava L. Quimica Nova, Sio Paulo, v. 30, n. 4,
p. 815-820, 2007.

VITTIL, D. M. S. S.; ROQUE, A. P.; DIAS, R. S.; LOPES, J. B.; BUENO, 1. C.
S.; BUENO, M. S.; NOZELLA, E. F. Metabolismo de calico em ovinos em
crescimento sob suplementagdo com diferentes fontes de calcio: aplicagdo e
comparagdo de dois modelos matematicos. Revista Brasileira de

Zootecnia, Vigosa, MG, v. 35, n. 6, p. 2487-2495, 2006.

VOGEL, A. I. Quimica analitica qualitativa. 5. ed. Sdo Paulo: Mestre Jou,
1981. 665 p.

ZACARONI, L. M. Compostos fenoélicos e cumarinas: certificagdo de um
método analitico para a caracterizagdo e quantificagdo em aguardentes de cana
envelhecidas em barris de diferentes espécies de madeira. 2009. 138 p.
Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

93



ANEXOS

ANEXO A Esquema de area da plantacdo das forrageiras

10 SM 20 AB 30 AA
9 SM 19 AA 29 SCG
8 AA 18 SCG 28 Branco
7 SCG 17 Branco 27 AB

6 Branco 16 AB 26 SM
5AA 15 SCG 25 AA
4 SM 14 AA 24 SCG
3 AB 13 SCG 23 Branco
2 SCG 12 Branco 22 AB

1 Branco 11 AB 21 SM

Areas em negrito correspondem a forrageiras adubadas.
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ANEXO B Analises de variancia

TABELA 1B Analise de varidncia para teor de matéria seca.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 2 133.960586 66.980293 2.568 0.2803
Adubacao 1 13.717158 13.717158 0.526 0.5437
Erro 1 2 52.160342 26.080171

Tratamento 8 740.391273 92.548909 1.017 0.1021
Adub*Trat 8 568.901154 71.112644 1.473 0.2167
Erro 2 25 1206.746308 48.269852

Corte 2 8587.021209  4293.510604  83.586  0.0000
Bloco*Corte 4 77.780299 19.445075 0.379 0.8233
Corte*Adu 2 66.851572 33.425786 0.651 0.5246
Corte*Trat 16 6395.583323 399.723958 7.782 0.0000
Corte* Adub*Trat 16 478.400291 29.900018 0.582 0.8878
Erro 3 75 3852.466557 51.366221

Total corrigido 161  22173.980072

CV1 (%)= 10,98

CV2 (%)= 14,94

CV 3 (%)= 15.41

Média geral:  46.49395

TABELA 2B Andlise de varidncia para teor de fosforo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 2 0.001306 0.000653 1.177 0.4593
Adubagio 1 0.030623 0.030623 55.223 0.0176
Erro 1 2 0.001109 0.000555

Tratamento 8 0.096756 0.012095 21.809 0.0000
Adub*Trat 8 0.006770 0.000846 1.526 0.1984
Erro 2 25 0.013864 0.000555

Corte 2 0.032696 0.016348 40.387 0.0000
Bloco*Corte 4 0.003759 0.000940 2.322 0.0646
Corte*Adu 2 0.005069 0.002534 6.261 0.0031
Corte*Trat 16 0.014361 0.000898 2.217 0.0113
Corte*Adub*Trat 16 0.013113 0.000820 2.025 0.0221
Erro 3 74 0.029954 0.000405

Total corrigido 160 0.249378

CV1 (%)= 18.17
CV2 (%)= 18.17
CV3 (%)= 15.52
Média geral:  0.12962
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TABELA 3B Andlise de variancia para teor de calcio.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 2 0.134042 0.067021 1.737 0.3654
Adubacao 1 0.125719 0.125719 3.258 0.2128
Erro 1 2 0.077170 0.038585

Tratamento 8 50.467687 6.308461 76.428 0.0000
Adub*Trat 8 0.392875 0.049109 0.595 0.7728
Erro 2 25 2.063540 0.082542

Corte 2 1.931006 0.965503 23.839 0.0000
Bloco*Corte 4 0.139185 0.034796 0.859 0.4926
Corte*Adu 2 0.012222 0.006111 0.151 0.8602
Corte*Trat 16 1.264635 0.079040 1.952 0.0283
Corte* Adub*Trat 16 0.652014 0.040751 1.006 0.4603
Erro 3 74 2.997105 0.040501

Total corrigido 160 0.257199

CV1©®)= 2180

CV2(©%)= 31.88

CV3(®)= 2233

Meédia geral:  0.90111

TABELA 4B Anélise de variancia para teor de proteina bruta.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 2 7.022039 3.511020 16.324 0.0577
Adubagio 1 0.549175 0.549175 2.553 0.2512
Erro 1 2 0.430178 0.215089

Tratamento 8 1167.237848 145.904731  224.098  0.0000
Adub*Trat 8 10.796550 1.349569 2.073 0.0783
Erro 2 25 16.276871 0.651075

Corte 2 58.174581 29.087291 38.742 0.0000
Bloco*Corte 4 29.109073 7.277268 9.693 0.0000
Corte*Adu 2 0.233094 0.116547 0.155 0.8565
Corte*Trat 16 105.359884 6.584993 8.771 0.0000
Corte* Adub*Trat 16 27.751805 1.734488 2.310 0.0081
Erro 3 75 56.309544 0.750794

Total corrigido 161 1479.250644

CV1(%)= 6.16
CV2 (%)= 10.72
CV3 (%)= 1151
Média geral:  7.5287062
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TABELA 5B Andlise de variancia para teor de FDN.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Bloco 2 37.018959 18.509479 0.863 0.5367
Adubacao 1 14.102504 14.102504 0.658 0.5025
Erro 1 2 42.885231 21.442615

Tratamento 8 8280.498384  1035.062298  13.130  0.0000
Adub*Trat 8 220.177295 27.522162 0.349 0.9373
Erro 2 25 1970.75630 78.830245

Corte 2 888.356205 444.178102 12.382  0.0000
Bloco*Corte 4 111.334626 27.833657 0.776 0.5444
Corte*Adu 2 41.702382 20.851191 0.581 0.5618
Corte*Trat 16 1398.466765 87.404173 2.437 0.0053
Corte*Adub*Trat 16 576.918050 36.057378 1.005 0.4615
Erro 3 73 2618.714888 35.872807

Total corrigido 159  16200.931419

CV1©®)= 1717

CV2 (%)= 13.75

CV3(%)= 928

Média geral:  64.56606

TABELA 6B Andlise de variancia para teor de FDA.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 2 3.577282 1.788641 0.015 0.9849
Adubacéo 1 0.081097 0.081097 0.001 0.9814
Errol 2 233.650324 116.825162

Tratamento 8 999.601273 124950159  14.372 0.0000
Adub*Trat 8 88.702565 11.087821 1.275 0.3001
Erro2 25 217.345667 8.693827

Corte 2 547229936  273.614968  35.999 0.0000
Bloco*Corte 4 34.126980 8.531745 1.123 0.3526
Corte*Adu 2 11.545944 5.772972 0.760 0.4715
Corte*Trat 16 193.790550 12.111909 1.594 0.0923
Corte*Adub*Trat 16 90.953970 5.684623 0.748 0.7363
Erro 3 73 554.838471 7.600527

Total corrigido 159  2975.444059

CVI1®)=  26.55
CV2(%)= 724
CV3®)=  6.77
Média geral:  40.70406

97



TABELA 7B Andlise de variancia para teor de lignina.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Bloco 2 23.252187 11.626094 1.212 0.4522
Adubacéo 1 22.207357 22.207357 2.314 0.2676
Errol 2 19.190829 9.595415

Tratamento 8 284.173836 35.521730 7.699 0.0000
Adub*Trat 8 51.431208 6.428901 1.393 0.2474
Erro2 25 115.349782 4.613991

Corte 2 69.744252 34.872126 7.499 0.0011
Bloco*Corte 4 57.252089 14.313022 3.078 0.0212
Corte*Adu 2 65.584637 4.099040 0.882 0.5920
Corte*Trat 16 2.745487 1.372744 0.295 0.7453
Corte*Adub*Trat 16 70.474972 4.404686 0.947 0.5213
Erro 3 73 339.452162 4.650030

Total corrigido 159 1120.858799

CV1(%)=  25.85

CV 2 (%)= 17.93

CV 3 (%)= 18.00

Média geral:  11.9830625

TABELA 8B Anélise de variancia para teor de polifenois.

FV GL QM Pr>Fc
Bloco 2 3718.158106 0.7965
Adubacao 1 69025.526919 0.1613
Erro 1l 2 14555.645271

Tratamento 8 21050888.984897 0.0000
Adubacéo*Tratamento 8 391131.866183 0.0000
Erro 2 32 2443.107197

Corte 2 99719.618757 0.0000
Bloco*Corte 4 2530.659180 0.6625
Corte*Adubacéo 2 456123.559319 0.0000
Corte*Tratamento 16 353356.494670 0.0000
Corte*Adubacio*Tratamento 16 365731.341271 0.0000
Erro 3 66 4203.764186 0.0000
CV1(%)= 8.75

CV2(%)=  3.58

CV3(%)= 4.70

Média geral:  1379.03907
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ANEXO C Tabelas de teores médios de analises quimicas em que ndo foi
significativa a adubagdo

TABELA 1C Teores médios em porcentagem de matéria seca.

Forrageiras

1° corte

2° corte

3° corte

Adubadas

Sem
adubagdo

Adubadas

Sem
adubac¢do

Adubadas

Sem
adubagio

Graminea
solteira
Graminea +
Stylosanthes
Campo
Grande
Graminea +
Stylosanthes
Mineirao
Graminea +
Amendoim
Belmonte
Graminea +
Amendoim
Amarillo
Stylosanthes
Campo
Grande
Stylosanthes
Mineirdo
Amendoim
Belmonte
Amendoim
Amarillo

49,66 a A

45,96 ab A

3525ab A

46,31 ab A

46,64 ab A

36,02 ab B

29,42 b A
35,71ab A

44,88 abB

50,60 a A

38,73 ab A

33,66 ab A

43,53 ab A

47,99 ab A

47,07 ab A

30,37 bA
33,97ab A

30,07bB

4944 a A

4472 a A

48,62aA

4750aA

42,69aA

3460aA

33,66aA

31,82aA

40,22aA

50,59 a A

50,23a A

44,65ab A

5155a A

43,15ab A

41,84ab A

39,36 ab A
26,61 bA

33,8lab A

50,35 ab A

55,09 ab A

50,78 ab A

45,70 b A

48,98 b A

63,29 ab A

62,59 ab A
64,49 ab A

68,62a A

50,71b A

51,89 ab A

51,81 ab A

48,73 b A

51,56 ab A

60,71 ab A

62,66 ab A
69,31a A

62,32 ab A

Médias seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubag¢des em cada corte.
Meédias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.
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TABELA 2C Teores médios em porcentagem de célcio na matéria seca.

Forrageiras 1° corte 2° corte 3° corte
Adubadas Sem Adubadas Sem Adubadas Sem
adubagio adubac¢do adubagio
Graminea 0,372 c A 0,310 c A 0,505 b A 0,487 cA 0,368 c A 0,283 c A
solteira

Graminea + 0,392 c A 0320 cA 0680 bA 0470 cA 0438 cA 0,250 c A
Stylosanthes
Campo
Grande
Graminea + 0,395 c A 0,427 c A 0,565 b A 0,503 cA 0,345 c A 0,283 c A
Stylosanthes
Mineirao
Graminea + 0,447 c A 0233 cA 0500 bA 0470 cA 0277 cA 0,263 c A
Amendoim
Belmonte
Graminea + 0,340 c A 0,305 cA 0550 bB 1,003 bcA 0,425 cA 0,250 c A
Amendoim
Amarillo
Stylosanthes 1,330b A 1,220 b A 1587aA  1460abA 1,200 b A 1,133 bA
Campo
Grande
Stylosanthes 1,420b A 1,487 ab A 1,675aA  1507abA 1,200 bA  1267abA
Mineirdo

Amendoim 1,263 b A 1,240 b A 1,553a A 1,677aA 1,233 ab A 1,200 b A
Belmonte

Amendoim 2,147a A 2,067 a A 2,087 a A 1,500 ab B 1,800 a A 1,767 a A
Amarillo

Médias seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubag¢des em cada corte.
Meédias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade ¢ comparam as forrageiras entre os cortes.
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TABELA 3C Teores médios em porcentagem de FDN na matéria seca.

Forrageiras 1° corte 2° corte 3° corte
Adubadas Sem Adubadas Sem Adubadas Sem
adubagio adubac¢do adubagio
Graminea 70,09ab A 69,73a A 73,35a A 71,88a A 75,69ab A 77,38a A
solteira

Graminea + 67,71abc A 67,27ab A 70,65a A 64,57ab A 78,11a A 75,63a A
Stylosanthes
Campo
Grande
Graminea + 73,37a A 69,96a A 65,41ab A 69,34ab A 77,52a A 73,52a A
Stylosanthes
Mineirao
Graminea + 67,04abc A 64,89abc A 70,19a A 64,78ab A 7821a A 76,33 a A
Amendoim
Belmonte
Graminea + 65,44abc A 62,76abc A 66,27ab A 55,45b A 75,93ab A 78,02a A
Amendoim
Amarillo
Stylosanthes 5597bcd A 62,05abc A 57,53ab A 6354ab A 62,39abc A 55,82bA
Campo
Grande
Stylosanthes 56,17bcd A 49,94 c A 53,65b A 59,82ab A 59,79 bc A 54,56b A
Mineirdo
Amendoim 51,99 cd A  59,16abc A 586labA  61,72abA 56,89 c A 5397b A
Belmonte
Amendoim 47,54 dA 52,58 bc A 58,88ab A 57,67ab A 51,59ab A 56,73b A
Amarillo

Médias seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubag¢des em cada corte.
Meédias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.
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TABELA 4C Teores médios em porcentagem de FDA na matéria seca.

Forrageiras 1° corte 2° corte 3° corte

Adubadas Sem Adubadas Sem Adubadas Sem
adubacao adubacdo adubacgdo

Graminea 37,92ab A 37,76abc A 41,82ab A 41,98ab A 42,47abc A 43,17ab A
solteira
Graminea + 38,11a A 40,05ab A 41,56ab A 4349a A  418labc A 43,05ab A
Stylosanthes
Campo
Grande
Graminea + 39,182 B 44,56a A 4334ab A 42,47ab A 41,99abc A 44,0lab A
Stylosanthes
Mineirdo
Graminea + 37,02abA  36,69bc A 42,16ab A 40,74ab A 42,13abc A 40,04b A
Amendoim
Belmonte
Graminea + 37.69abA  37,27abc A 41,82ab A 41,49abA  41,10bc A 43,02ab A
Amendoim
Amarillo
Stylosanthes 41,73a A 39,55ab A 45,69a A 42,37ab A 48,24ab A 4748a A
Campo
Grande
Stylosanthes 39,40a A 40,25ab A 38,42ab A 43,20a A 48,61a A 44,11ab A
Mineirao

Amendoim 39,18a A 37,12 bc A 38,18 b A 37,54ab A 42,68abc A 3821b A
Belmonte

Amendoim 30,49b A 30,85 c A 36,62b A 35,28b A 37,64 c A 37,54b A
Amarillo

Meédias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubagdes em cada corte.
Médias seguidas da mesma letra mintuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as forrageiras entre os cortes.
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TABELA 5C Teores médios em porcentagem de lignina na matéria seca.

Forrageiras 1° corte

2° corte

3° corte

Adubadas Sem
adubagio

Adubadas

Sem
adubac¢do

Adubadas

Sem
adubagio

Graminea 11,18a A 9,78a A
solteira
Graminea + 10,8a A 11,70a A
Stylosanthes
Campo
Grande
Graminea + 10,47a A 10,68a A
Stylosanthes
Mineirao
Graminea + 11,53a A 10,76a A
Amendoim
Belmonte
Graminea + 10,93a A 13,12a A
Amendoim
Amarillo
Stylosanthes 12,742 A 10,67a A
Campo
Grande
Stylosanthes 12,87a A 14,43a A
Mineirdo
Amendoim 16,22a A 11,65a B
Belmonte
Amendoim 12,37a A 12,10a A
Amarillo

10,62a A

11,04a A

10,93a A

10,95a A

11,92a A

11,09a A

13,84a A

12,56a A

12,40a A

10,69ab A

9,18ab A

9,94ab A

8,88b A

9,17ab A

11,73ab A

12,25ab A
12,47ab A

14,72a A

12,79ab A

10,70b A

11,96ab A

13,65ab A

12,39ab A

11,68ab A

15,45ab A
15,84ab A

17,252 A

10,88 bc A

11,22abc A

12,57abc A

8,90 ¢cB

12,20abc A

10,83 bc A

14,98ab A
12,40abc A

16,67a A

Médias seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade e comparam as adubag¢des em cada corte.
Meédias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem, pelo teste de Tuckey,
em nivel de 5% de probabilidade ¢ comparam as forrageiras entre os cortes.
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ANEXO D Tabela do teste de Tuckey para média geral das forrageiras

TABELA 1D M¢édias gerais de matéria seca.

Forrageiras Matéria seca
Graminea solteira 50,16 a
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 47,89 a
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 4398 a
Graminea + Amendoim Belmonte 47,22 a
Graminea + Amendoim Amarillo 46,98 a
Stylosanthes Campo Grande 46,88 a
Stylosanthes Mineirdo 4323 a
Amendoim Belmonte 43,65 a
Amendoim Amarillo 46,65 a

Letras mintisculas comparam as médias dos tratamentos na coluna

TABELA 2D Médias gerais de fosforo.

Forrageiras Fosforo
Graminea solteira 0,12 be
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 0,11¢
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 0,12 be
Graminea + Amendoim Belmonte 0,11 ¢
Graminea + Amendoim Amarillo 0,12 ¢
Stylosanthes Campo Grande 0,12 be
Stylosanthes Mineirdo 0,13 be
Amendoim Belmonte 0,14b
Amendoim Amarillo 0,19 a

Letras minusculas comparam as médias dos tratamentos na coluna

TABELA 3D Médias gerais de célcio.

Forrageiras Calcio
Graminea solteira 0,39 ¢
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 0,44 c
Graminea + Stylosanthes Mineirédo 0,42 ¢
Graminea + Amendoim Belmonte 0,36 ¢
Graminea + Amendoim Amarillo 0,50 ¢
Stylosanthes Campo Grande 1,33b
Stylosanthes Mineirdo 1,36 b
Amendoim Belmonte 1,36 b
Amendoim Amarillo 1,89 a

Letras minusculas comparam as médias dos tratamentos na coluna
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TABELA 4D M¢édias gerais de proteina bruta.

Forrageiras Proteina Bruta
Graminea solteira 5,19 de
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 5,27 de
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 5,82d
Graminea + Amendoim Belmonte 4,79 ¢
Graminea + Amendoim Amarillo 5,17 de
Stylosanthes Campo Grande 893 ¢
Stylosanthes Mineirdo 10,18 b
Amendoim Belmonte 10,80 b
Amendoim Amarillo 1190 a

Letras mintisculas comparam as médias dos tratamentos na coluna

TABELA 5D Médias gerais de FDN.

Forrageiras FDN

Graminea solteira 73,02 a
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 70,87 a
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 71,40 a
Graminea + Amendoim Belmonte 70,24 a
Graminea + Amendoim Amarillo 66,80 ab
Stylosanthes Campo Grande 59,42 be
Stylosanthes Mineirdo 5548 ¢
Amendoim Belmonte 57,06 be
Amendoim Amarillo 54,03 ¢

Letras mintisculas comparam as médias dos tratamentos na coluna

TABELA 6D Médias gerais de FDA.

Forrageiras FDA
Graminea solteira 40,84 be
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 4bcl,22 abc
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 42,84 ab
Graminea + Amendoim Belmonte 39,80 bc
Graminea + Amendoim Amarillo 40,44 be
Stylosanthes Campo Grande 4433 a
Stylosanthes Mineiréo 42,37 ab
Amendoim Belmonte 38,82 ¢
Amendoim Amarillo 3495d

Letras minusculas comparam as médias dos tratamentos na coluna
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TABELA 7D Médias gerais de lignina.

Forrageiras Lignina
Graminea solteira 11,06 cd
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 10,79 d

Graminea + Stylosanthes Mineirdo 11,08 cd
Graminea + Amendoim Belmonte 10,78 d

Graminea + Amendoim Amarillo 11,60 bed
Stylosanthes Campo Grande 11,51 bed
Stylosanthes Mineirdo 13,96 ab
Amendoim Belmonte 13,52 abc
Amendoim Amarillo 1436 a

Letras mintisculas comparam as médias dos tratamentos na coluna

TABELA 8D Médias gerais de polifenois totais.

Forrageiras Polifendis totais
Graminea solteira 4742 ¢
Graminea + Stylosanthes Campo Grande 4838 ¢
Graminea + Stylosanthes Mineirdo 466,7 ¢
Graminea + Amendoim Belmonte 481,8 ¢
Graminea + Amendoim Amarillo 478,8 e
Stylosanthes Campo Grande 2334,8 ¢
Stylosanthes Mineirdo 2804,7 a
Amendoim Belmonte 2247,0d
Amendoim Amarillo 26394 b

Letras minusculas comparam as médias dos tratamentos na coluna
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ANEXO E Calculos para quantificagcdo de compostos fenolicos nas forrageiras

Ex.: Concentragdo de acido galico

Dados: Area: 22730,6
Equacdo da reta: Y = -5898,66 + 27102,64x
Massa molar: 170,12g/mol
Curva padrao concentrada: 5x10-4 mol/L
Diluigdes: 3x10-7 a 1x10-4

Y =-5898,66 + 27102,64x
22730,6 = -5898,66 + 27102,64x

x = 0,62 mol/L
Como foram injetados 20 microlitros no HPLC:
0,62 mol 1000mL
X 0,02 mL (20 microlitros)

x = 1,24x10-5 mol
Assim temos: 1,24x10-5 mol de acido galico em cada amostra de 20 microlitros.

Transformando mol em massa (massa molar do acido galico: 170,12 g/mol)
1 mol 170,12¢g
1,24x10-5 mol X
x=2,11x10-3g
2,11 x 10-3 g correspondem a 2,11 mg, assim temos 2,11 mg de acido galico em
cada amostra de 20 microlitros injetada.

O volume final da extracao foi de 2,5mL. Foram tirados 20 microlitros para
injecdo, entdo:
2,11 mg 0,02 mL (20 microlitros)
X 2,5 mL
x =263,75 mg
Temos 263,75 mg de acido galico em cada 2,5 mL de extrato.

A extragdo de volume final 2,5 mL foi feita com 1g de forrageira. Assim, temos
263,75 mg de acido galico em cada 1g de forrageira.
A unidade da concentracdo dos fendlicos € micrograma/mg.
Se sdo 263,75 mg de acido galico em cada 1g de forrageira temos:
263750 microgramas de acido galico em 1000 mg de forrageira
263750 1000mg
X Img
X = 263,75 microgramas/mg
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