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RESUMO

Diversas moléculas naturais tem potencial de utilizagdo como aditivo sustentavel e seguro
para alimentacdo de ruminantes, possibilitando aumento da produtividade e reducéo de
impactos ambientais. Objetivou-se avaliar o efeito de doses crescentes de extrato de
tanino condensado de Acacia mearnsii (TAN): 0,00; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64% (da matéria
seca da dieta; MS) sobre a digestibilidade de nutrientes e parametros ruminais.
Hipotetizou-se que baixas doses de TAN podem reduzir relagdo acetato:propionato sem
alterar digestibilidade dietética, pH ruminal e producdo total de AGV. Realizou-se trés
experimentos: cultivo anaerdbico continuo (in vitro; E1); in situ (E2) e cultura por
batelada (in vitro; E3). Para obtencdo de indculo para E1 e E3 e incubacéo de E2, utilizou-
se bovinos nelores canulados no rimen. O E1 foi conduzido em quadrado latino replicado
5x5, com cinco periodos de 10 dias (7 de adaptacéo e 3 de coleta). A cultura foi mantida
em anaerobiose com temperatura controlada e as dietas (2 mm) foram fornecidas duas
vezes ao dia. O E2 foi conduzido em delineamento em 2 blocos casualizado, replicados
em 3 periodos. O E3 foi conduzido em delineamento de blocos casualizado, considerando
0 periodo de incubacdo como bloco. Para procedimentos estatisticos utilizou-se PROC
MIXED do SAS, com periodo, tratamento e quadrado como efeito fixo e unidade
experimental como efeito aleatorio para E1; bloco, tratamento e periodo como efeito fixo
para E2 e bloco e tratamento como efeito fixo para E3. Utilizou-se a declaracdo
LSMEANS para comparacdo de médias, com o ajuste proposto por Tukey-Kramer para
efeitos significativos. Comparou-se, por declaragdo CONTRAST, dietas com (CT) e sem
(ST) tanino e dietas com menor (BT; 0,08 e 0,16%) e maior (AT; 0,32 e 0,64%) inclusédo
de tanino. Realizou-se teste de ajuste linear ou quadréatico para relacionar dose de TAN e
variaveis respostas. Estabeleceu-se significAncia em P < 0,05 e tendéncias com P <0,10.
Em E1, ndo houve diferenca na digestibilidade da proteina bruta (PB; P=0,07) e CT
aumentou a digestibilidade da matéria organica (P=0,02; 51,0 vs 49,3%) e mateéria seca
(P=0,04; 46,4 vs 45,2%), comparado a ST. O pH né&o diferiu entre tratamentos (P>0,10).
A concentracdo final de amonia foi inferior em dietas com AT, em relacdo a BT (0,69 vs
0,56 mg/dL; P<0,01). Concentracgéo de isobutirato foi superior em 0,08% TAN (P<0,01).
Ainda em E1, inclusdo de TAN (CT) reduziu total de AGV (P<0,01), acetato (P<0,01),
butirato (P=0,04), valerato (P=0,03) e acetato:propionato (P<0,05), comparado a dietas
ST. Em E2, observou-se efeito quadratico (P<0,02) entre doses de TAN e digestibilidade
de MS e PB. Dietas CT reduziram a digestibilidade da MS (58,9 vs 54,5%; P<0,01) e PB
(56,1 vs 54,4%; P=0,03), enquanto que a digestibilidade da PB foi superior para AT, em
relacdo a BT (P<0,01). Em E3, observou-se menor teor de acetato (P<0,01) e maior de
butirato (P<0,01) quando adicionado TAN. Adicdo de TAN comparado ao controle
reduziu a relacdo acetato:propionto, aumentou digestibilidade da matéria seca e matéria
organica dietética e ndo alterou pH e concentracdo amoniacal do meio, porém reduziu o
total de AGV e acetato.

Palavras-chave: Acacia mearnsii; digestibilidade ruminal, fermentador de cultivo
continuo, in vitro.



ABSTRACT

Several natural molecules have the potential to be used as a sustainable and safe additive
for ruminant feed, enabling increased productivity and reduced environmental impacts.
The objective of this study to evaluate the effect of increasing doses of Acacia mearnsii
condensed tannin extract (TAN): 0.00; 0.08; 0.16; 0.32 and 0.64% (diet dry matter; DM)
on nutrient digestibility and ruminal parameters, with different laboratory methods. Three
experiments were carried out: dual flow continuous culture system (in vitro; E1); in situ
(E2) and batch culture (in vitro; E3). To obtain inoculum for E1 and E3 and incubation
of E2, Nellore cattle cannulated in the rumen were used. E1 was conducted in a replicated
5x5 Latin square, with five periods of 10 days (7 of adaptation and 3 of collection). The
culture was kept in anaerobic conditions at controlled temperature and diets (2 mm) were
fed twice a day. E2 was conducted in a randomized 2-block design (ruminal
environment), replicated in 3 periods. E3 was conducted in a randomized block design,
considering the incubation period as a block. For statistical procedures, SAS PROC
MIXED was used, with period, treatment and square as fixed effect and experimental unit
as random effect for E1; block, treatment and period as a fixed effect for E2 and block
and treatment as a fixed effect for E3. The LSMEANS statement was used to compare
means, with the adjustment proposed by Tukey-Kramer for significant effects. Diets with
(CT) and without (ST) tannin were compared, by CONTRAST statement, and diets with
low (BT; 0.08 and 0.16%) and high (AT; 0.32 and 064%) tannin. A linear or quadratic
adjustment test was performed to relate TAN dose and response variables. Significance
was established at P < 0.05 and trends at P < 0.10. In E1, there was no difference in crude
protein digestibility (CP; P=0.07) and CT increased the digestibility of organic matter
(OM; P=0.02; 51.0 vs 49.3%) and dry matter (DM; P= 0.04; 46.4 vs 45.2%), compared
to ST. The pH did not differ between diets (P>0.10). The final ammonia concentration
was higher with 0.16% TAN (P=0.01) and lower in diets with AT, compared to BT (0.69
vs 0.56 mg/dL; P<0.01). Isobutyrate concentration was higher at 0.08% TAN (P<0.01).
Inclusion of TAN reduced total VFA (P<0.01), acetate (P<0.01), butyrate (P=0.04),
valerate (P=0.03) and acetate:propionate (P<0, 05). In E2, there was a quadratic effect
(P<0.02) between doses of TAN and digestibility of DM and CP. CT diets reduced the
digestibility of DM (58.9 vs 54.5%; P<0.01) and CP (56.1 vs 54.4%; P=0.03), while the
CP digestibility was higher for AT, compared to BT (P<0.01). In E3, there was a lower
content of acetate (P<0.01) and higher of butyrate (P<0.01) when TAN was added.
Addition of TAN compared to the control reduced the acetate:propiont ratio, increased
the digestibility of DM and OM and did not change the pH and ammonia concentration
of the medium, but reduced the total VFA and acetate.

Keywords: Acacia mearnsii, dual-flow continuous culture system, in vitro, ruminal
digestibility



Efeito de niveis de aditivo natural a base de tanino sobre a fermentacdo e

digestibilidade ruminal
Elaborado por Caio Rodrigues Monteiro e orientado por Marina de Arruda Camargo Danes

Aditivos alimentares para ruminantes podem modificar o padrdo da fermentacdo ruminal
de forma benéfica, melhor a digestibilidade dos alimentos e reduzir impactos ambientais. Diversas
moléculas naturais tem potencial para uso como aditivo para ruminantes, dentre as quais destaca-
se o polifenol de origem vegetal denominado tanino. Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito de doses crescentes de extrato de tanino condensado de Acacia mearnsii:
0,00; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64% (da matéria seca da dieta) sobre a digestibilidade de nutrientes e
pardmetros ruminais. Para tal, foram utilizados trés métodos experimentais: cultivo anaerébico
continuo de microrganismos ruminais; metodo in situ e técnica de produgao de gas.

No experimento de cultivo continuo, ndo houve diferenca na digestibilidade da proteina
bruta. O agrupamento dos tratamentos com tanino (TAN) aumentou a digestibilidade da matéria
organica quando comparado ao tratamento controle (sem tanino), reduziu a producdo total de
acidos graxos volateis, de acetato, butirato, valerato e a relacdo acetato:propionato, além de
aumentar a concentracdo final de propionato. Ainda neste experimento, O agrupamento das duas
doses maiores (0,32 e 0,64%) comparado com o das doses menores (0,08 e 0,16%) reduziu o
acumulo de amonia. No experimento de produgdo de gases, TAN reduziu a concentracéo final de
acetato, tendeu a reduzir a relacdo acetato:propionato e aumentou proporcdo de butirato. No
experimento in situ observou-se que TAN reduziu a digestibilidade da matéria seca e da proteina.
Em geral, os resultados convergiram em que doses crescentes de tanino reduziram relagéo
acetato:propionato e melhoraram digestibilidade com poucas alteragdes no ambiente ruminal.

EXTRATO DE TANINO (TAN) ALTERA A
FERMENTACAO E DIGESTIBILIDADE RUMINAL?

5 DOSES DE 3 EXPERIMENTOS

TAN (% MS) Fermentador de
cultivo continuo

Dig. Proteica
— | - . ﬂ in situ
0,00(0,08 0,16| 0,32 0,64
Sistema de prod.
de gas
TAN aumentou dig. M.O.
pH ndo alterou

{ AT x BT reduziu [ ] NH;

| TAN reduziu AGV total 9 TAN reduziu pH
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" TAN reduziu valerato AT x BT reduziu prod. AT x BT aumentou.
TAN aumenitou % propionato gasacum.48 h : dig. MS

| TAN reduziu relagdo AT x BT reduziu acetato | Doses: efeito quadratico
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1 INTRODUCAO

Ruminantes constituem importante fonte de proteinas de alta qualidade para
humanos e se destacam pela capacidade de gerar alimento utilizando fontes de baixa
qualidade, porém, durante a fermentagdo ruminal geram compostos potencialmente
poluidores, principalmente metano, gas carbonico e derivados de amonia,

O aumento da produtividade e a reducéo dos impactos ambientais sdo os principais
desafios da pecuaria moderna. Varias moléculas possuem potencial para modificar e
melhorar o processo de fermentacdo ruminal, seja pela interagdo com a dieta, seja pela
interacdo com a microbiota ruminal (MCGUFFEY et al., 2001).

Dentre as moléculas com potencial para modificar a fermentagdo ruminal,
compostos fenolicos naturais merecem destaque, pois se efetivos atendem
simultaneamente a busca por produtividade e a crescente demanda da sociedade por
sustentabilidade e seguranca alimentar (PATRA e SAXENA, 2010).

Tanino condensado constituem em um polifenol naturalmente encontrado em
varias espécies vegetais, possivel de ser extraido comercialmente e com potencial de ser
utilizado como aditivo alimentar. Dentre os potenciais efeitos benéficos do uso de tanino
condensado que se tem indicios na literatura cita-se: possibilidade de alterar o perfil
fermentativo do rimen e reduzir a relacdo acetato:propionato, reduzir emissao de metano
e excrecdo de nitrogénio no ambiente (NORRIS, 2020).

Varios trabalhos foram desenvolvidos buscando entender o efeito dos taninos
condensados na dieta de bovinos, porém a maioria dos estudos testaram doses superiores
a 1,5% de incluséo e, apesar de alguns efeitos benéficos, obtiveram alta recorréncia de
efeitos negativos, como a reducdo da digestibilidade de nutrientes e do consumo de
matéria seca. (NORRIS, 2020; PINEIRO-VAZQUEZ et al., 2017). Apesar de existirem,
sdo escassos estudos com doses inferiores a 1,5%, portanto, mais trabalhos s&o
necessarios para tentar explorar os efeitos benéficos da molécula com reducéo efeitos
negativos.

Nesse contexto, o atual trabalho teve por objetivo estudar se ha e quais os efeitos
de baixos niveis de inclusdo de um aditivo natural a base de tanino de Acacia mearnsii (0
a 0,64% MS da dieta) sobre digestibilidade ruminal de nutrientes dietéticos e parametros

de fermentacdo, utilizando técnicas in vitro e in situ.



2 HIPOTESE

Baixas doses de extrato de tanino (menores que 0,64% da MS da dieta) podem
reduzir relacdo acetato:propionato sem alterar a digestibilidade da dieta, pH ruminal e

producdo de demais &cidos organicos.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Taninos

3.1.1 Caracterizacéao geral

As plantas podem produzir uma ampla variedade de compostos secundarios,
dentre os quais, destaca-se trés grupos principais: terpenos, compostos nitrogenados e
compostos fenolicos, sendo que, neste Gltimo grupo, encontra-se os Taninos (AGOSTINI
COSTA et al., 2012). Taninos sdo polimeros de polifendis sollveis em agua e em
solventes organicos polares de peso molecular relativamente alto (500-3000 unidades de
massa atémica), que podem formar complexos com diferentes substratos, tais como ions
metalicos, polissacarideos e proteinas, €, no caso destas precipitando-as (HARTISH;
KOLODZIEJ, 1997; SMERIGLIO et al., 2017). Essa capacidade de formar complexos
com outros substratos esta relacionada a presenca de muitos grupos hidroxila fendlicos
capazes de fazer ligacGes de hidrogénio inter e intramoleculares (HARTISH;
KOLODZIEJ, 1997).

A formacédo de complexos proteina-taninos depende de varios fatores, dentre 0s
quais cita-se: pH e forca idnica do meio, ponto isoelétrico da proteina, presenca e
concentragédo de diferentes compostos (PEDREIRO, 2018).

Os taninos que ocorrem nas plantas, podem ser classificados principalmente em
dois tipos, conforme sua estrutura e propriedades quimicas: 1) taninos hidrolisaveis (TH)
e 2) taninos condensados (TC) (HAGERMAN et al., 1992). Os TH possuem um ndcleo
central de carboidrato (geralmente d-glicose) ao qual os acidos carboxilicos fendlicos sdo
ligados por ésteres de &cido galico (galotanino) ou &cido elégico (elagitaninos), ja os TC
sdo aqueles que ndo possuem carboidrato central e sdo derivados por condensacdo de

precursores de flavonoides ou polimeros de flavonoides (BAKER, 1999) (Figura 1).
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Figura 1. Unidades monomeéricas de taninos condensados (catequina e galocatequina) e
taninos hidrolisaveis (acido galico e acido elagico). Fonte: Adaptado de Patra e Saxena
(2010).

Os TH ocorrem principalmente em frutos e galhas de plantas, aléem de arvores e
arbustos em areas tropicais, ao passo que TC sdo mais comumente encontrados em
leguminosas forrageiras, arvores e arbustos, tendo maior importancia para a nutricdo de
ruminantes (MIN et al., 2003).

Os TC tem aplicabilidade em alguns processos industriais, como adstringente ou
estabilizante na industria de alimentos (WAGHORN, 2008), producdo de resinas para uso
na industria de painéis de madeira (BATTESTIN et al., 2004), aplica¢fes na industria
coureira por meio do principio de associag¢do dos polifendis com o coldgeno (VICKERY;
VICKERY, 1981), tratamento de aguas de abastecimento e de efluentes industriais, como
coagulantes e floculantes e como condicionadores de lama para perfuracdo de pogos de
petréleo (SANTOS; MELLO, 1999). Toda essa aplicabilidade faz com que haja processos
industriais bem estabelecidos para obten¢do da molécula de forma economicamente
viavel.

Além da utilizacdo em processos industriais, houve um crescente interesse do uso
de taninos como aditivo alimentar em dietas de ruminante, justificada pela potencial a¢éo
antibidtica dos taninos sobre alguma popula¢fes microbianas ruminais e também devido

as proibicdes de utilizacdo de iondforos tradicionais em alguns paises (AVILA et



al.,2020; KOENIG; BEAUCHEMIN, 2018; AGUERRE et al., 2016; AHNERT et al.,
2015).

3.1.2 Taninos condensados de Acécia Negra (Acacia mearnsii)

Os taninos condensados, também designados por proantocianidinas sao
flavonoides poliméricos, constituidos geralmente por subunidades de 3-flavanois
(PEDREIRO, 2018) e varias plantas séo ricas desse tipo de molécula. Dentre as plantas
ricas em TC, destaca-se a Acécia negra (Acacia mearnsii). Acécia negra é uma arvore (10
a 30 m de altura), oriunda da Australia e com boa adaptabilidade a diferentes tipos de solo
(SCHNEIDER et al., 2000). Varias plantas possuem a presenca tanto de TC, quanto TH
em sua composicdo, porém, Ahmed et al. (2005) observaram apenas a presenca de TC
em cascas da espécie A. mearnsii.

No Brasil, ac&cia negra é cultivada majoritariamente na regido sul para a extracéo
comercial de taninos a partir de sua casca (RIBEIRO, 2014) e o fluxograma do processo

de extracdo do tanino é descrito na Figura 2.
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Figura 2. Fluxograma do processo de obtengdo de taninos a partir da casca de Acacia
mearnsii. Em que TAC: tanino de alta concentragéo; TBC: Tanino de baixa concentragao
(MENEZES, 2013).



3.1.3 Taninos na alimentacéo de ruminantes

Muitas vezes taninos sdo associados a impactos negativos na producdo animal e
séo frequentemente descritos como fatores anti-nutricionais. Dentre 0s impactos negativo
associados a taninos da dieta, cita-se: redugédo na ingestéo e digestibilidade do alimento
e, consequentemente, reducdo na produtividade animal (MUELLER-HARVEY, 2006;
HERVAS et al., 2003; AGUERRE et al., 2016). Os efeitos negativos dos taninos estio
associados principalmente a altas concentra¢des desse composto na dieta (KOZLOSKI et
al., 2012). Altas taxas de consumo de tanino pelos ruminantes podem ocorrer:
naturalmente, devido a existéncia de uma grande variedade de plantas forrageiras ricas
nesse composto ou pela inclusdo de extratos concentrados na dieta.

Kumar e Vaithiyanathan (1990) destacaram trés como 0s motivos principais para
reducdo de consumo, comumente observada quando ruminantes sdo expostos a dietas de
alto nivel de tanino: 1) redugdo da palatabilidade da dieta, associada ao aumento da
adstringéncia pela a ligacdo de taninos e proteinas salivares; 2) distensdo ruminal,
resultante do enchimento causado pela reducdo na digestibilidade da MS, especialmente
da FDN e 3) resposta hormonal induzida pela ligacdo dos taninos a parede celular do
intestino delgado, que além de inativar enzimas, induz rea¢do imunoldgica.

A reducdo da digestibilidade da MS do alimento se deve principalmente a
capacidade de taninos se ligarem a outros compostos dietéticos, como proteinas, celulose,
hemicelulose, pectina e minerais, reduzindo a degradabilidade ruminal e/ou retardando a
sua digestdo (MCSWEENEY et al., 2001). A reatividade do tanino com compostos
alimentares ocorre quando ha condi¢cdes no meio para tal, principalmente associado ao
valor de pH (maior reatividade em valores proximos a neutralidade) e pode ser reversivel
quando as condi¢des do meio ndao forem mais adequadas para sustentar a reacdo, como
por exemplo em ambientes acidos (OLIVEIRA; BERCHIELLLI, 2007).

Além do efeito sobre as proteinas alimentares, taninos também podem prejudicar
a digestibilidade da matéria seca (MS), por meio da formacéo de complexos com enzimas
secretadas e proteinas enddgenas, reduzindo a eficiéncia dos processos digestivos
(BUTLER, 1992). Waghorn (2008) observou que dietas ricas em tanino (> 5% MS)
podem afetar negativamente a producdo animal quando a proteina bruta (PB) da dieta é
um fator limitante, porque altas doses de taninos podem dificultar a dissociacdo por
completo desse composto com a proteina dietética no intestino delgado e,

consequentemente, reduzir a absor¢do de aminoéacidos.



O acido galico e os produtos oriundos da degradacao de taninos hidrolisaveis, ao
contrario daqueles oriundos de taninos condensados, podem ser absorvidos no intestino
delgado de animais (MCLEOD, 1974) e sdo potencialmente toxicos para ruminantes
(DOLLAHITE et al., 1962; HAGERMAN et al., 1992).

Apesar dos efeitos dietéticos negativos, taninos, quando consumidos em baixas
concentracdes, podem ter efeito de modulador do ambiente ruminal, por acdo antibiotica
em alguns grupos de microrganismos, principalmente protozoarios, arqueias e bactérias
fibroliticas (BRUTTI, 2017). A capacidade de atuacdo como antibidtico tem como
mecanismo principal a inativagdo de enzimas digestivas desses grupos de bacteérias,
dificultando a obtencéo de nutrientes (BRUTTI, 2017).

A capacidade desses compostos de manipular o ambiente ruminal é uma
caracteristica de interesse zootécnico, pois pode acarretar em beneficios a produtividade
animal com a utilizag&o de taninos como aditivos alimentares. O interesse na utilizagio
de taninos como aditivos alimentares se torna ainda maior, devido as restricbes de
algumas classes de ionoforos em alguns locais, como, por exemplo, a proibicao para fins
ndo médicos em animais estabelecida pela legislacdo da Uni&o Europeia a partir de janeiro
de 2006 (nimero CE 1831/2003).

Além da acdo antibidtica, taninos ainda podem ser explorados nutricionalmente
para reduzir a velocidade e o potencial de degradabilidade ruminal de alguns nutrientes,
podendo melhorar a sincronizagcdo de liberacdo e, consequentemente, aumentar a
eficiéncia microbiana (MAKKAR et al., 2003; BHATTA et al., 2009), aumentando a
eficiéncia de utilizacdo do N dietético (BRUTTI, 2017) e aumentando a secre¢do de
proteina no leite (BARRY; MCNABB, 1999).

Woodward et al. (2001) e Waghorn et al. (2002) observaram que a utilizacao de
taninos como suplemento alimentar teve potencial para reduzir em até 20% as emissdes
entéricas de metano (CHs), quando comparado a dietas sem a utilizacdo de aditivos.
Outros beneficios, como reducdo de casos de timpanismo e aumento nas concentracfes
de acido linoleico conjugado no leite também foram relatados (BENCHAAR et al., 2008;
CIESLAK et al., 2012).

Em geral, os efeitos da presenca de taninos na dieta de ruminantes dependem da
dose e do tipo de tanino. Grainger et al. (2009) descrevem que os efeitos dos taninos na
dieta podem ser potencializados pela adstringéncia ou a presenca de taninos hidrolisaveis.

Grainger et al. (2009) mostraram que TC da espécie Quebracho (Schinopsis spp.), parece



ser menos adstringente e com menor capacidade de influenciar na fermentacdo que TC
da espécie Acacia negra (A. mearnsii).

Taninos condensados de Acacia mearnsii tém sido usados como aditivo para
modificar a fermentagdo ruminal e/ou melhorar a digestibilidade de nutrientes em
ruminantes (PERNA JUNIOR et al., 2017; KOZLOSKI et al., 2012); entretanto, segundo
Avila et al. (2020), os resultados encontrados na literatura ainda sdo conflitantes, sendo

necessario maiores estudos para elucidar a eficiéncia ou ndo desse aditivo.

3.1.4 Interacédo entre taninos e nutrientes da dieta

A utilizacdo de concentragdes de TC (20-40 g/kg na MS) na dieta pode ser uma
alternativa para otimizacdo do fornecimento de proteinas aos ruminantes (AHNERT et
al., 2015), devido a capacidade dos taninos em se ligar as proteinas e formar complexos
tanino-proteinas, aumentando o escape ruminal e, consequentemente, 0s teores de
proteina ndo degradavel no rimen (PNDR)

Dentre os fatores responsaveis por otimizar ou possibilitar a reacdo entre TC e
proteinas, o pH do meio tem papel fundamental e cada proteina tem um pH 6timo para
interacdo (JONES; MANGAN, 1977). Oliveira e Berchielli (2007) relataram que em pH
quase neutro (6,5 — 7,5) TC podem se ligar a proteinas e formar complexos TC-proteina,
que se dissociam em meios com pH inferior a 3,5.

Devido a presenca de minerais como célcio, magnésio, sodio e potassio (BRUTTI,
2017) e aos valores de pH normalmente encontrados, o rimen é um ambiente propicio a
formacéo de complexos tanino-proteinas (OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007).

Complexos tanino-proteina sdo resistentes a degradacdo por microrganismos
ruminais e podem reduzir as taxas de degradacdo da proteina em nitrogénio amoniacal
(N-NH3), aumentar o fluxo de proteina para o intestino delgado (MAKKAR, 2003;
BEAUCHEMIN et al., 2007; AL-DOBAIB, 2009) e reduzir a excre¢do de N na urina.
Alguns autores observaram um potencial aumento nos teores de N fecais em
compensacao as reducdes de N urinario (DSCHAAK et al., 2011).

O abomaso é um ambiente propicio a dissociacdo dos complexos tanino-proteinas,
devido as caracteristicas &cidas do meio, possibilitando a posterior absor¢éo das proteinas
no duodeno (OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007). Kariuki e Norton (2008) verificaram a
ocorréncia de dissociacdo pos-ruminal dos complexos tanino-proteinas, por meio de
infusdo abomasal de um complexo taninoalbumina, que teve alta taxa de aproveitamento

pelo animal.



Avaliando a inclusdo de extratos de taninos para vacas em lactacdo, Aguerre et al.
(2016), observaram que a complexacdo desses polifendis com a proteina dietética,
aumentou a fracdo de PNDR, reduzindo as concentracGes de amonia e acidos graxos de
cadeia ramificada no rimen e nitrogénio ureico no sangue. Porém, taninos podem ter
reduzido a atividade microbiana ruminal, reduzindo a digestibilidade dos nutrientes em
geral e o aporte de proteina microbiana no duodeno. Ahnert et al. (2015) observaram
menor fluxo duodenal de proteina microbiana com uso de TC de quebracho para novilhos,
além de aumento nos teores de N fecal com niveis crescentes de TC na dieta, sugerindo
gue o aumento da PNDR com uso de taninos pode estar relacionado a perdas de
digestibilidade da proteina (aumento da fracdo C) ou maiores perdas de proteinas
enddgenas.

Apesar de ja ser conhecida a capacidade de TC dissociarem quando o pH do meio
se reduz abaixo de 3,5 ndo pode-se garantir que essa proteina sera digerida e absorvida,
uma vez que o pH intestinal aumenta para valores acima de 5,0 ap6s o piloro (TERRIL
et al., 1994), podendo ocorrer uma nova associacao entre TC e proteinas (MCNABB et
al., 1998) ou uma ligagdo dos TC com enzimas digestivas prejudicando a absorcdo de
aminoacidos (WAGHORN et al., 1999).

Avila et al. (2020) em um estudo utilizando TC de acacia negra na dieta de
novilhos Jersey observaram que a inclusdo de TC em niveis de até 20 g/kg de MS reduziu
a digestibilidade aparente da PB e ndo recomendaram esses niveis de incluséo de TC para
melhoria da utilizacdo de nutrientes em novilhos. Beauchemin et al. (2007) obtiveram
reducéo na digestibilidade total aparente da PB em novilhos.

A capacidade dos taninos de se complexarem com proteinas depende ndo somente
da concentragdo total de tanino, como também da estrutura da molécula, dessa forma, ha
dificuldades em correlacionar concentracdo de tanino na dieta com os efeitos esperados.
Min et al. (2003) relataram que concentracdes equivalentes de diferentes fontes de taninos
concentrados tiveram variados efeitos na degradacdo da PB, uma vez que a reatividade
entre TC e proteinas depende parcialmente do peso molecular, tipo de estrutura terciaria
e 0 conteldo em amino&cidos das proteinas.

Além da alta afinidade que os TCs tém em se ligar as proteinas, eles podem se
complexar com outros polimeros, tais como: celulose, hemicelulose, pectina e amido
(SMITH et al., 2005; AHNERT et al., 2015). Quando avalia-se os efeitos dos taninos
sobre as fibras, esses efeitos podem ocorrer principalmente de duas formas: reducdo da

digestéo da fibra por complexagcdo com lignocelulose, causando indisponibilizacdo de
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substratos para a digestdo (MCSWEENEY et al., 2001; SMITH et al., 2005; AHNERT
et al., 2015) ou acgdo antimicrobiana dos TC sobre bactérias celuloliticas e fungos
(PATRA; SAXENA, 2009).

Dickhoefer et al. (2016) observaram que 0 acréscimo de tanino na dieta acarretou
em redugdo nas proporcdes de acetato e aumento nas concentragdes de propionato no
ramen. Avila et al. (2020) observaram que o uso de CT de acacia negra (A. mearnsii) em
niveis de até 20 g/kg reduziu a proporcdo de acetato para novilhos. Alteracfes nas
proporg¢des de acidos graxos produzidos no rimen, podem estar associadas a redugdes
nas populacdes de bactérias fibroliticas (DICKHOEFER et al., 2016).

Ahnert et al. (2015) observaram que a inclusdo de TC de quebracho em niveis de
até 6% para novilhos acarretou em reducdo na sintese de proteina microbiana, mesmo
com valores de N-amoniacal do liquido ruminal dentro da variacdo Otima para o
crescimento microbiano, sugerindo que o efeito negativo esteva associado a reducdo na
digestibilidade dos carboidratos, reduzindo a disponibilidade de energia para 0s
microrganismos ruminais.

Alguns trabalhos mostraram que pode haver menor atividade microbiana e
reducdo na degradacéo da fibra em resposta ao uso de taninos na dieta, o que normalmente
esta ligada a uma reducéo na producdo de AGV totais (BHATTA et al., 2009; CASTRO-
MONTOYA et al., 2011). Por outro lado, Dickhoefer et al. (2016) obtiveram aumento
nas concentracdes de AGV, quando incluiram taninos de quebracho (1 a 6% da MS) na
dieta de novilhos.

3.1.5 Efeitos sobre a populacédo de microrganismos ruminais

Apesar do potencial efeito antibiético do tanino para algumas espécies de
bactérias, principalmente celuloliticas, McSweeney et al. (2001) destacaram que a
inclusdo de taninos ndo parece comprometer a sintese microbiana total, devido ao
favorecimento do crescimento de outras espécies, devido a reducdo da competi¢do por
substrato, ou seja, ha um efeito de substituicdo de espécies. Smith et al. (2005) destacam
ainda que microrganismos ruminais podem desenvolver adaptagdes para reduzir efeitos
negativos dos taninos, tais como: detoxificacdo dos taninos, sintese de polimeros
complexantes com taninos e formacéo de glicocalix extracelular.

Trabalhos mostraram a reducdo de populagdes ruminais de Butyrivibrio
fibrisolvens (MIN et al., 2003) e Fibrobacter succinogenes (BAE et al., 1993,
MCSWEENEY et al., 2001) em animais consumindo TC quando comparados a animais
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ndo consumindo o que pode reduzir a digestibilidade da fibra dietética com consumo de
tanino. O efeito de taninos sobre microrganismos celuloliticos pode estar associado a
efeito direto sobre os microrganismos ou sobre as enzimas extracelulares produzidas por
esses, atrapalhando funges celulares vitais (PATRA; SAXENA, 2010).

Protozoarios ciliados sdo predadores de bactérias ruminais e esse consumo de
bactérias acarreta desperdicio de energia e aumento da reciclagem indesejavel de
nitrogénio no rimen (BAAH et al., 2007), com isso, ainda segundo Baah et al. (2007),
reducbes nas populagbes de protozoarios no rumen influenciam na reducdo das
concentra¢fes de amoénia no fluido ruminal e aumentam o fluxo de nitrogénio nao
amoniacal, aminoacidos e N bacteriano para o intestino. Dependendo da concentracao e
origem (BENCHAAR et al., 2008), ha evidéncias para a possibilidade de reducdo no
namero de protozoarios com a presenca de taninos (MAKKAR, 2003).

Apesar das evidéncias de efeito, o resultados da adicdo de TC sobre a populacgao
de protozoarios sdo conflitantes: Bhatta et al. (2009) avaliaram uma mistura de taninos
hidrolisaveis e condensados e observaram uma reducdo na populacdo total de
protozoarios, enquanto Avila et al. (2020) ndo observaram reducdo na populacdo de
protozoarios com a inclusdo de taninos na dieta (20 g/Kg). Benchaar et al. (2008)
avaliaram o uso de taninos de quebracho (6,40 g/kg de MS) e ndo observaram efeito sobre
0 numero e distribuicdo genérica de protozoarios ciliados. Alguns estudos com TC de A.
mearnsii observaram uma diminuicdo na populagdo de protozoarios Holotrich
(CARULLA et al., 2005; PERNA JUNIOR et al., 2017).

Microrganismos metanogénicos sao comumente ligados aos protozoarios, seja
intercelularmente ou anexo a superficie celular externa dos protozoarios (Anantasook et
al., 2015). Alguns trabalhos correlacionam a maior produgdo de metano com o maior
namero de protozoarios presentes (BHATTA et al., 2009). Dessa forma, pode-se obter a
reducdo na producdo de metano ruminal com o uso de TC.

Além do efeito sobre os protozoarios, a influéncia do TC na dieta sobre a
microbiota ruminal e as emissdes de CH4 foram relatadas (MIN et al., 2003; CARULLA
et al., 2005; GRAINGER et al., 2009). Pesquisas sobre estratégias de inibicdo de CH4
associadas a dietas ricas em tanino ou extratos de TC in vivo foram conduzidas com gado
de corte (KRUEGER et al., 2010), ovelhas (WAGHORN et al., 2002 ; WOODWARD et
al., 2001, 2002; SLIWINSKI et al., 2004; TIEMANN et al., 2008), vacas leiteiras
(WOODWARD et al., 2001; BEAUCHEMIN et al., 2007) e cabras (ANIMUT et al.,

10



2008) e, apesar desses trabalhos, os mecanismos dos efeitos associativos entre TC e

metanogénese nao sao bem compreendidos.
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3.2 Técnicas in vitro de avaliacdo da fermentacdo ruminal

3.2.1 Caracterizacéo geral

Dentre as técnicas experimentais para estimativa da digestibilidade de alimentos
e/ou dietas, 0 ensaio in vivo é considerado o melhor e mais preciso método disponivel
(DIJKSTRA et al., 2005), porém, devido a onerosidade e as questBes éticas para
experimentacdo com animais vivos, varios metodos in vitro, que simulam 0s processos
que acontecem no animal vivo, sdo propostos como alternativa para o estudo de alimentos
na nutri¢cdo de ruminantes.

O uso das técnicas in vitro permite a manipulacdo de um ou mais pardmetros do
animal que, se mantiverem a correlacdo com os eventos bioldgicos in vivo, podem ser
apropriadas para estudar a resposta do animal a um fator, minimizando interferéncia de
outros (LEMOQOS, 2013).

Apesar de tentar modular os eventos bioldgico que acontecem in vivo, simular
exatamente todas as condicOes reais com toda sua complexidade, ndo deve ser objetivo
de um sistema in vitro, pois € a possibilidade de simplificacdo do sistema ruminal que
torna essas tecnicas interessantes (MADEIRA, 1992).

As principais vantagens das técnicas in vitro sdo: (1) capacidade de testar varios
tratamentos em um curto periodo de tempo; (2) capacidade de testar niveis mais elevados
e até potencialmente toxicos de um determinado aditivo alimentar; e (3) baixo custo
experimental quando comparado com experimento com animais vivos (HRISTOV et al.,
2012). Lépez (2005) classifica os sistemas in vitro em dois tipos principais: culturas batch

(ou incubagdes em massa) e culturas continuas.

3.2.2 Cultura batch (incubacgdo em massa) e técnica de producéo cumulativa de gases
in vitro

Cultura batch consiste na incubacdo de um substrato para estimativa da extensao
da degradacdo no ramen ou a digestibilidade por medidas em um Unico ponto final
(NETO, 2015). Ainda conforme Neto (2015), a principal desvantagem desse tipo de
sistema € ndo ser possivel o alcance do estado de equilibrio, pois ndo ha reposicdo de
substrato e remocao de produtos finais. Sdo exemplos de cultura em massa o uso de filter
bags, a metodologia de Tilley e Terry (1963) e a técnica de producdo cumulativa de gases

in vitro.
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A producdo cumulativa de gases in vitro permite avaliar diversos parametros de
fermentacdo ruminal de ingredientes utilizados na nutricdo de animais ruminantes, tais
como: degradacao da matéria seca (MS), proteina e fibra, bem como a producéo de acidos
graxos volateis (AGVs) e a sintese de proteina microbiana (KEIM et al., 2017). Esta
técnica considera a conversdo dos principais carboidratos da dieta de animais ruminantes
(amido, pectinas, celulose e hemicelulose) em gases oriundos da fermentacéo (H, CO; e
CHg), além da reacdo dos AGVs com o bicarbonato (MIZUBUTI et al., 2014). A técnica
permite a determinagdo da importancia das fracdes de cada carboidrato no fornecimento
de energia aos microrganismos ruminais (PELL; SCHOFIELD, 1993), além de considerar
equivalente a producdo de gas e massa celular bacteriana em relagdo a quantidade de
substrato digerida (MIZUBUTI et al., 2014). A primeira versdo da técnica foi proposta
por Menke et al. (1979), a qual media a presséo oriunda do processo fermentativo de
alimentos volumosos, em seringas de vidro.

Com o passar do tempo, a metodologia proposta por Menke et al. (1979) sofreu
modificacGes propostas inicialmente por Pell e Schofield (1993). Ainda baseada em
estudos com alimentos volumosos, a adaptacdo passou a ser considerada uma técnica
semi-automatizada, uma vez que os dados de pressdo sdo registrados por sistema
computadorizado com sensores de pressdao (PELL; SCHOFIELD, 1993). Outra
modificacdo foi proposta por Theodorou et al. (1994), a qual permitia verificar a cinética
de degradacao ruminal de outros alimentos, além das forragens. Este sistema, permite a
geracdo de graficos que representam as curvas de produ¢do cumulativa de gases dentro
de frascos de incubacdo (THEODOROU et al., 1994). Atualmente, o sistema automatico
de producdo de gas in vitro é composto por frascos de incubagdo equipados com
transdutores de pressao sem fio conectados a um computador, 0s quais permitem registrar
a pressdo cumulativa dentro dos frascos em intervalos de tempo pré-estabelecidos
(ANKOM TECHNOLOGY, s/d)

Entretanto, a técnica apresenta limitacdes que devem ser consideradas, tais como:
1) baixo volume de amostra utilizado, o que amplifica a possibilidade de erro
experimental; 2) dificuldade para padronizar e conservar os alimentos utilizados, uma vez
que € necessaria a correcdo dos desvios causados no perfil da populagdo microbiana
encontrada no liquido ruminal; 3) in vitro, a producdo de gas de determinado alimento
pode se baixa comparado com situacao in vivo; 4) as flutuac@es do pH dos alimentos e do

liquido ruminal no sistema fechado, podem interferir negativamente no desenvolvimento
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da flora microbiana, o que reduz as taxas de degradacéo dos alimentos ao final do periodo
de incubacdo (MIZUBUTI et al., 2014).

3.2.3 Técnicas de cultura continua

As técnicas de cultura continua (CC) foram desenvolvidas como alternativa para
estudo do metabolismo ruminal em condi¢cdes mais proximas a fermentacéo in vivo,
quando comparadas as incubacGes em massa (HOOVER et al., 1976). A principal
vantagem das técnicas de CC em relagdo as incubagcfes em massa é a possibilidade de
manutencdo da cultura por periodos maiores e de forma relativamente estavel
(CZERKAWSKI; BRECKENRIDGE, 1977).

E possivel um maior tempo de cultivo nos sistemas de CC porque hé a adicéo
regular de tampdo e nutrientes, além da remoc&o continua de produtos da fermentac&o,
atingindo condigdes de equilibrio (HOOVER et al., 1976). Em CC é possivel o
estabelecimento de uma populacdo microbiana estavel e que pode ser mantida por
maiores periodos de tempo, possibilitando a medicdo de pardmetros de fermentacéo,
degradacio de nutrientes, produtos finais e sintese de proteina microbiana (LOPEZ,
2005).

Os primeiros registros de tentativas de criacdo de sistemas de CC eficientes,
segundo Madeira (1992), datam da década de 1950, quando o trabalho intitulado "La
Technique de Cultura Continue: Théorie et Applications" (MONOD, 1950), apresentou
bases tedricas para modelagem da cinética da fermentacdo que permitiriam o cultivo de
microrganismos em condicdo de equilibrio dindmico a uma taxa constante de crescimento
microbiano e com a manuten¢do da composicdo do meio de cultura.

Warner (1956), propds critérios para padronizacdo de sistemas in vitro para
cultivo de microrganismos ruminais a fim de garantir o rigor cientifico, a repetibilidade e
a possibilidade de comparacao dos resultados gerados. Os critérios propostos por Warner
(1956) para que um sistema de CC seja considerado adequado foram: a) manutencdo da
quantidade a aparéncia normais das bactérias e protozoarios; b) manutencdo de taxas
normais de digestdo de celulose, amido e proteina, e as interagdes normais entre essas
taxas; e c) habilidade de previsdes quantitativas de resultados in vivo.

Um dos primeiros trabalhos que obtiveram sucesso na manutencdo de microbiota
ruminal em sistema de CC com fluxo continuo de saliva foi proposto por Rufener et al.
(1963), onde seis fermentadores foram mantidos com infuséo constante de saliva que

proporcionava a renovagdo de 1,43 volumes por dia. Para estabelecer essa taxa de
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renovacdo e o fornecimento de substrato, foram utilizados como referéncia os valores
médios equivalentes a um bovino adulto de 500 kg, com volume ruminal de 70 litros.

Slyter et al. (1964) propuseram alteragdes no modelo proposto por Rufener et al.
(1963), principalmente trocando o material do recipiente do fermentador de plastico para
vidro e aumentando a taxa de renovacdo para 1,5 vezes ao dia. O modelo de Slyter et al.
(1964) atingiu o estado de "steady-state™ com 4 dias de cultura e foi eficiente para
manutencdo da fermentacdo em estado constante pelos 21 dias de duragdo do ensaio
(verificado pelas taxas de producdo de AGVs), sugerindo que o modelo seria capaz de
manter a cultura pelo tempo que necessario fosse.

Ao longo do tempo, 0 modelo de Slyter et al. (1964) teve varias modificacbes
importantes como o aumento do volume do vidro e o fornecimento de substrato para
cultura de forma direta no meio (sem o acondicionamento em sacos, COmo ocorria no
modelo original), porém, até 1976, todos os modelos mantiveram a caracteristica de ser
sistemas de CC de fluxo simples, isso é, a existéncia de apenas um unico orificio para
remocdo de material do meio, que ocorre por transbordo, para os efluentes liquidos e
solidos. (MADEIRA, 1992).

Apesar do sucesso na obtencdo de estado de "steady-state” e na manutencdo das
bactérias ruminais no CC de fluxo simples, tanto o modelo proposto por Rufener et al.
(1963), quanto Slyter et al. (1964), ndo obtiveram éxito na manutencao da populacdo de
protozoarios no meio de cultura. Rufener et al. (1963) observaram o decréscimo na
populacdo de protozoarios na ordem de cem vezes. Slyter e Putnam (1967) relataram que
0s numeros de protozoarios diminuem acentuadamente em compara¢ao com 0s niveis
ruminais.

Hoower et al. (1976) atribuiram a reducdo na populacdo de protozoarios nos
sistemas de CC de fluxo simples ao uso de taxas de renovagdo acima de 1 volume/dia,
pois nessas condicdes o tempo de geracdo desses microrganismos seria maior do que seu
tempo de permanéncia no fermentador. Quando utilizada taxa de diluicdo maior que 1,0
(volume do fermentador/dia), o nimero de protozoarios declina devido ao carreamento e
quando a taxa de diluicdo é menor que 1,0 pode ocorrer declinio desses microrganismos
devido ao acumulo de produtos finais da fermentacéo e consequente queda no pH do meio
(ABE; KUMENO, 1973).

Em condic¢Bes ruminais in vivo, as taxas de renovacdo de liquidos superam 1,5
volume/dia, sendo que a taxa de passagem dos protozoarios do rumen para 0 omaso
corresponde a apenas de 6 a 29% da taxa de fluxo de liquidos (HOOVER et al., 1976).
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Dessa forma, para manutencdo do numero de protozodrios, os sistemas de culturas
continuas devem retardar o fluxo da digesta solida, enquanto permite o fluxo liquido a
uma taxa similar a ramen (HOOVER et al., 1976).

Hoover et al. (1976), na tentativa de solucionar o problema da manutengédo da
populacdo de protozoarios do indculo no meio de cultura, propés uma significativa
adaptacdo aos modelos de fermentadores existentes até entdo: a incorpora¢do de um
sistema duplo de remocéo de efluentes. O sistema de dupla remogéo proposto por Hoover
et al. (1976) consistia na manutencdo do sistema de transbordo do volume excedente,
porém com o acréscimo de uma bomba com filtro para remogdo de produtos da
fermentacdo e principalmente liquidos do meio. Este sistema de dupla saida permite a
remocdo de liquido e solidos com taxas diferentes, simulando o diferencial para os fluxos
de liquidos e solidos e ndo prejudicando a manutencdo da quantidade de protozoarios,
pois reduz a passagem desses microrganismos por transbordo (HOOVER et al., 1976).

Hoover et al. (1976), para validacdo da proposta de CC de fluxo duplo, relataram
que em quatro incubacdes, com variadas taxas de renovacdo total (1,32 a 1,52
volumes/dia), a populacdo de protozoarios se manteve em valores préximos a contagem
do indculo.

O equipamento original proposto por Hoover et al. (1976) é composto por um
vaso fermentador de vidro com uma porta de transbordamento para permitir um volume
de liquido maximo de 2.277 mL. O vaso é magneticamente agitado e aquecido por um
spray de 4gua quente controlado termostaticamente, possui entradas para solugdo tampao,
alimentacdo solida e para o gas nitrogénio, além de um termostato. No sistema ha ainda
um filtro acoplado a uma bomba para remocdo de material filtrado e liquidos, com
controle independente da saida de efluentes solidos e dosadores de &cido e base que
podem ser utilizados em experimentos que se deseja controlar o pH do meio (HOOVER

et al., 1976). Um diagrama esquematico do aparelho € mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquematica de aparelho de cultura continua de fluxo duplo,
proposto por Hoover et al. (1976). A. reservatdrio para solu¢do tampéo; B. bureta; C.
bomba peristaltica; D. jarro fermentador; E. agitador magnético; F. filtro; G. bomba
peristaltica; H. reservatdrio de efluente filtrado; I. saida de transbordo; J. reservatorio de
efluentes de transbordo K. anel de asperséo de agua aquecida; L. orificio de alimentacao;
M. porta entrada para sonda térmica; N. porta de entrada de gas (HOOVER et al., 1976).
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Apbs a criacdo do sistemas de cultivo continuo de fluxo duplo de Hoover et al.
(1976), alguns autores propuseram melhorias e/ou adaptagdes, como, por exemplo, Del
Bianco Benedeti et al. (2015) e Silva et al. (2016), porém, ndao houve nenhuma grande
alteracdo conceitual na metodologia, restringindo a maior parte das modificacdes a
automacdes de procedimentos. Portanto, a maioria dos trabalhos com fermentadores de
CC publicados ap6s 1976 adotaram como base o equipamento proposto por Hoover et al.
(1976).

Histrov et al. (2012) realizaram meta andlise para investigar cento e oitenta
estudos de efeitos da dieta ou dos aditivos alimentares na fermentagdo ruminal, nas
populacGes microbianas e na digestibilidade dos nutrientes, publicados entre 1980 e 2010,
objetivando a comparacao entre técnicas de CC e entre CC e ensaios in vivo. Segundo
Histrov et al. (2012), os ensaios em sistemas CC sdo geralmente caracterizados com
menores concentracgdes totais de AGV e acetato, contagens extremamente baixas ou falta
de protozoarios ruminais e menores valores para digestibilidades de MO e FDN, quando
comparados aos métodos in vivo. Histrov et al. (2012) ainda ressaltam que os dados de
digestibilidade devem ser interpretados com o entendimento de que os sistemas CC séo
projetados para simular o rimen, ndo o trato digestivo total. No geral, a variabilidade foi
muito maior para CC em compara¢do com dados experimentais in vivo, 0 que pode ser
parcialmente atribuido a variabilidade no projeto dos fermentadores de CC, variabilidade
no in6culo ruminal e, talvez, tratamentos experimentais mais extremos do que aqueles in
vivo (HISTRQOV et al., 2012).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local dos experimentos

Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Nutricdo Animal do
Centro Avancgado de Pesquisa de Bovinos de Corte, Instituto de Zootecnia, situado no
municipio de Sertdozinho, Sdo Paulo, Brasil. Todos os procedimentos que envolvam
animais foram aprovados pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto

de Zootecnia (protocolo: 294-19).

4.2 Tratamentos e dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas para atender ou exceder as
recomendacbes do NRC gado de corte (NASEM, 2016), utilizando como referéncia
animais nelores ndo castrados, com peso corporal (PC) inicial médio de 400 kg e PC final
médio de 570 Kg, com um ganho diario de peso (GDP) de 1,45 Kg.

Tabela 1: Composicdo bromatoldgica média dos ingredientes dietéticos utilizados.

Ingrediente/ Nutriente MS2 PB2 EE? FDN2  Cinzas  CNF?
% MN % MS

Milho, grao 89,56 10,45 4,02 5,28 1,00 79,25
Silagem de milho 30,12 875 2,86 4567 7,02 357
Polpa citrica 89,72 7,85 259 2229 1024 57,03
Caroco de algodao 9389 2595 1924 4597 6,95 1,94
Farelo de amendoim 92,43 6065 128 2153 7,74 8,8
Farelo de soja 90,90 49,18 1,94 1593 568 27,27
Mistura mineral 97,23 — - — 87,59 -
TANFEED! 90,39 - . — 3.69 -

! Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA,
montenegor, RS, Brasil).

2MS = matéria seca; PB = proteina bruta; EE = extrato etéreo; FDN = fibra em detergente neutro;
FDA = fibra em detergente acido; CNF = carboidratos ndo fibrosos, determinado por célculo,
CNF =100 — (PB + EE + Cinzas + FDN).

Fonte: do autor.
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Tabela 2: Nivel de inclusdo de ingredientes e composicdo quimica das dietas utilizadas
em todos 0s ensaios experimentais

Dose de tanino (% da MS)

lItens

0 0,08 0,16 0,32 0,64
Ingrediente, % MS
Milho, grdo 39,30 39,27 39,24 39,18 39,05
Silagem de milho 22,99 22,97 22,95 22,91 22,84
Polpa citrica 18,41 18,39 18,38 18,35 18,29
Caroco de algodéo 12,94 12,92 12,91 12,89 12,85
Farelo de amendoim 1,69 1,69 1,69 1,69 1,68
Farelo de soja 1,69 1,69 1,69 1,69 1,68
Mistura mineral 2,98 2,98 2,98 2,98 2,97
TANFEED! 0,00 0,08 0,16 0,32 0,64
Composicao nutricional
MS? (% MN) 95,34 95,74 95,78 95,68 95,53
PB3 (% MS) 11,63 11,48 11,70 11,69 11,47
FDN3 (% MS) 27,85 27,35 27,78 27,39 27,65
FDA? (% MS) 15,44 14,77 14,78 14,71 15,41
Cinzas (% MS) 7,09 7,12 7,09 7,07 6,97

1 Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA,
montenegor, RS, Brasil).

2EPM = Erro Padrdo da Média. Para EPM diferente entre médias de uma mesmo variavel foi
reportado o maior.

3 MS = matéria seca; PB = proteina bruta; FDN = fibra em detergente neutro; FDA = fibra em
detergente &cido

Fonte: do autor.

Os tratamentos foram constituidos pela inclusdo de diferentes doses de extrato de
Tanino de Acécia Negra (Acacia mearnssi): 0; 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64% (0; 0,06; 0,12;
0,25; 0,50 g de MS/dia/vaso fermentador) na matéria seca (MS) da dieta basal (Tabela 1).
Todos os ingredientes foram moidos em um moinho do tipo Willey até atingirem a
granulometria de 2 mm para o experimento 1 e 2 e granulometria de 1 mm para o
Experimento 3. Antes da moagem, a silagem de milho foi seca em estufa de ventilacao
forcada a 55°C até estabilizacao de peso.

Tanto os bovinos doadores de liquido ruminal, quanto aqueles utilizados para
etapa in situ receberam dieta na proporc¢do 60:40 de forragem e concentrado sem aditivos,
durante, pelo menos, 14 dias antes da coleta de fluido ruminal e durante todo o periodo
de incubagbes. A forragem utilizada para alimentagdo dos bovinos utilizados nos
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experimentos foi silagem de milho, assim como as dietas experimentais, € o concentrado

foi composto de milho, soja e mistura mineral livre de aditivos alimentares.

4.2 Experimento 1 - Sistema de cultura continua de fluxo duplo (Dual Flow
Continuous Culture System)

Descricao geral e coleta de amostras. Para o ensaio experimental foram utilizados
dez vasos fermentadores com volume individual médio de 1297,13 mL (+ 32,82 mL) em
sistema de cultura continua de fluxo duplo (modelo ENG-RM-1; Engco LTDA,
Piracicaba, SP, Brasil), adaptados a partir do modelo proposto por Hoover et al. (1976).

Os fermentadores foram inoculados com uma mistura de fluido ruminal
homogeneizado e nao diluido, colhido aproximadamente duas horas apés a alimentacéo,
de dois bovinos machos da raga Nelore (peso corporal médio de 550 Kg) canulados no
ramen. O conteudo ruminal foi coletado, filtrado manualmente em quatro camadas de
gaze e acondicionado em recipiente térmico isolado e pré-aquecido até atingir um volume
total de aproximadamente de 13 L. Apds a coleta, o liquido ruminal foi homogeneizado
em Erlenmeyer de 5.000 mL mantido a 39°C em banho maria pré aquecido e com infusdo
continua de nitrogénio gasoso (N2) para manutencdo da anaerobiose. Apds
homogeneizacao, o liquido ruminal foi transferido para cada um dos vasos fermentadores
até que houvesse o transbordo no vaso fermentador (1297,13 mL/vaso de volume, em
média).

Durante o periodo experimental os fermentadores foram alimentados duas vezes
ao dia (08:00 e 18:00) com 38,91 g de MS de dieta/trato/fermentador, totalizando 77,82
g/dia de MS de dieta. O conteudo de cada vaso fermentador foi continuamente agitado
por hélice central a 250 rotacdes por minuto e a condi¢ao de anaerobiose foi mantida pela
infusdo continua de N2 a uma taxa aproximada de 40ml/min. Houve infusdo continua de
solucdo tampao (Weller; Pilgrim, 1974) nos frascos fermentadores a 2,16 mL/min para
proporcionar uma taxa de diluicdo de 10%/h. O fluxo de saida de efluentes foi ajustado
diariamente para garantir a particdo em 5%/h de efluente retirado por succao, através de
um filtro e 5%/h por transbordo. Foi acrescentado 0,4 g/L de ureia na solu¢do tampé&o
para simular a reciclagem do nitrogénio. O pH dos vasos fermentadores foi monitorado
individualmente por um medidor de pH Accumet AP61 (Fisher Scientific, Atlanta, GA,
EUA) acoplado a cada vaso fermentador. Um software (Simulador de rdmen; Engco

LTDA, Piracicaba, SP, Brasil) foi utilizado para, com auxilio de um computador,
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monitorar e registrar em tempo real as informacdes de temperatura, pH, velocidade de
agitacdo, taxa de infuséo de saliva e remocéo de efluente filtrado.

Durante todo o experimento uma vez por dia as 08:00, os efluentes obtidos por
bomba e transbordo foram coletados e pesados para conferéncia dos fluxos, sendo que
nos sete primeiros dias (periodo de adaptacdo) os conteidos foram descartados e nos dias
oito, nove e dez (periodo de coleta) foram destinados para retirada de amostras. Vinte e
quatro horas antes da primeira coleta e durante o periodo de amostragem (Gltimos trés
dias de cada periodo experimental), todos os recipientes de efluentes foram refrigerados
a 4°C para minimizar a atividade microbioldgica apés retirada dos efluentes do vaso
fermentador.

Nos dias oito, nove e dez, os efluentes da digesta de cada fermentador foram
coletados, homogeneizados e uma amostra de 500 mL foi retirada e armazenados em -
20°C para analises posteriores de MS, matéria organica (MO), proteina bruta (PB), fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA). Além disso, duas sub
amostras de 10 mL foram filtradas em oito camadas de tecido de gaze, preservadas com
0,2 mL de acido sulfurico (H2SO4) a 50%, centrifugadas a 1.000 x g por 15 minutos a
4°C e o sobrenadante decantado foi armazenado a -20°C para subsequentes analises da
concentracdo de nitrogénio amoniacal (NH3-N) e &cidos graxos volateis (AGV) ruminal.

Durante o dia oito de cada periodo experimental, o pH do fermentador foi medido
manualmente com um medidor de pH portétil Accumet AP61 (Fisher Scientific, Atlanta,
GA), 01:00 antes, imediatamente antes da primeira alimentacdo, 01:00, 02:00, 04:00,
06:00, 09:00, 10:00, 11:00, 12:00, 16:00, 18:00 e 20:00 apobs a alimentacdo da manha.

No dia 10, todo o conteddo de cada fermentador foi retirado e prensado
manualmente por quatro camadas de gaze, a fracdo solida restante da filtragem foi lavada
com 700 mL de solucéo salina (NaCl) na concentracdo de 0,9% (peso/volume). Todo o
conteddo liquido foi centrifugado a 1.000 x g por 10 min e, em seguida, o sobrenadante
foi centrifugado a 17.700 x g por 20 min. Apds a segunda centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado e os pellets bacterianos foram liofilizados e armazenados para futuras
analises de purinas totais, nitrogénio total e MO (BACH et al., 2008) para estimar a
sintese de proteina bacteriana.

Andlises quimicas. As amostras dos alimentos e efluente foram analisadas quanto
a MS (método 934.01), EE (método 920.85) e cinzas (metodo 938.08) de acordo com
AOAC (1990). O teor de proteina bruta das amostras de racdo foi determinado usando
um analisador de nitrogénio de combustdo Dumatherm (método 990.13; AOAC, 2005).
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O conteudo de matéria organica foi calculado como a diferenca entre o teor de DM e as
cinzas. Para FDN, as amostras foram analisadas, sendo tratadas com a-amilase
termoestavel de acordo com Mertens (2002) e adaptadas para o analisador de fibras
Ankom200 (Ankom Technology, Macedon, NY). A determinac¢do do teor de FDAfoi
realizada de forma sequencial a analise de FDN, de acordo com Van Soest e McQueen
(1973) e adaptadas para o analisador de fibras 0 Ankom200.

A concentracdo de AGV das amostras de efluentes foi determinada com um
cromatdgrafo gasoso (modelo Nexus GC-2030AF; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao)
equipado com uma coluna de capilar (0,53 nm x 30 m) embalada com GP 10% SP-
1200/1% H3PO4 em 80/100 Chromosorb WAW (Supelco, Bellefonte, PA). O He; foi
usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 34,5 mL/min. As temperaturas do forno,
da porta de injecéo e da porta do detector foram de 125, 175 e 180 °C, respectivamente.
Amostras de efluente foram analisadas quanto ao N total, conforme descrito
anteriormente.

Calculos. Os calculos das taxas de fluxo dos fermentadores foram realizados de
acordo com proposto por Stern e Endres (1991), visando a obtencdo de uma taxa de
diluicdo total (TDT) de 10%/h e uma taxa de diluicdo solida (TDS) de 5%/h, calculadas

conforme equacéo a seguir:

TDT (%) = filtrado (ml/h) + transbordo (ml/h) 100
(%) = volume do frasco do fermentador x

TDS (%) = transbordo (ml/h) o
(%) = volume do frasco do fermentador x

As digestibilidades dos nutrientes (MS, MO, PB, MM, FDN) foram calculadas

conforme exemplificado, a seguir, para MS.

MS Dieta - (MS efluente — MS saliva)
X

100
MS dieta

Digus (%) =

4.3 Experimento 2 — Digestibilidade ruminal da proteina e matéria seca (in situ)
Descricdo geral. Este experimento teve como principal objetivo, avaliar a

digestibilidade ruminal da proteina dietética para os tratamentos estudados. O
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experimento foi dividido em 3 periodos, onde 6 repeticdes de cerca de 5 g de dieta moida
a 2 mm de cada tratamento foram acondicionadas em sacos de nylon (Ankom R510, 10
x 5 c¢cm, 50 mm tamanho de poro) e distribuidas igualmente para incubagdo ruminal por
12 horas em dois bovinos machos da raca Nelore (peso corporal médio de 550 Kg)
canulados ruminalmente. Além de trés repeticdes de cada tratamento por boi, também
foram incubados 3 sacos vazios por boi por periodo para serem utilizados como padréo
branco.

A incubacéo de 12 h foi realizada, segundo proposto por Stern et al. (2009). Este
comprimento de incubacdo representa o residuo que escapa da degradacdo ruminal
(O’MARA et al., 1997). Antes do acondicionamento das amostras os sacos foram lavados
em agua destilada e secos em estufa de ventilagdo forcada a 55° C. Doze horas ap6s 0
inicio da incubacdo, os sacos foram retirados do rimen e enxaguados com agua até que o
escoamento ficasse claro e, logo ap6s, enxaguados mais trés vezes (5 min cada) em
méaquina de lavar automatica. Pela caracteristica da dieta testada (baixo teor de fibra) a
contaminac&o bacteriana da amostra pode ser menos critica (STERN et al., 2009), mesmo
assim realizou a suspensdo em solucdo salina, para minimizar essa interferéncia. Apés a
lavagem os sacos foram secos em estufa de ventilagdo forcada a 55° C por 48 horas e
encaminhados para pesagem. As amostras originais e 0s residuos em todos os sacos foram
analisados quanto ao teor de N por analisador de nitrogénio de combustdo Dumatherm
(método 990.13; AOAC, 2005) e quanto ao teor de matéria seca (método 934.01) para
determinacédo do desaparecimento ruminal de MS e PB.

4.4 Experimento 3 - Cinética ruminal de producédo de gas

Descri¢do geral. Este experimento teve como objetivo avaliar a cinética de
producéo de gas, a digestibilidade da MO in vitro, a concentracdo de metano e a produgéo
de ATP dos cinco tratamentos propostos. Um aparelho de producéo de gas (Sistema de
Producdo de Gas RF Ankom, Ankom Technology®, Macedonia, NY, EUA) equipados
com sensores de pressao que foram conectados sem fio a um computador e foi usado para
avaliar a cinética ruminal dos nutrientes e gases. Foram realizados 2 ensaios de incubacao
com 6 frascos por tratamento, além de 6 frascos vazios, utilizados como branco (6 por
ensaio), totalizando 72 unidades experimentais.

Os ingredientes das dietas foram moidos para passar através de uma peneira de 1
mm em moinho tipo Willey (modelo ndmero 2; Arthur H. Thomas Co., Filadélfia, PA).
Cada frasco (250 mL) foi preenchido com 0,5 g de cada dieta.
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Solucéo tampdo final. Foi composta por: solucdo de resazurina (0,1 g em 100 mL
de agua destilada); solugdo tampdo (4 g de NH4COs3, 35 g de NaCOz em 1 L de agua
destilada); solugéo de macro-minerais (5,7 g de Na,HPO4 anidro, 6,2 g de KH2PO4 anidro,
0,6 g de MgSO4* 7 H,O em 1 L de agua destilada); solu¢do de micro-minerais (13,2 ¢
de CaCl>* 2 H20, 10,0 g de MnCL>* 4 H,0, 1,0 de CoCl,* 6 H-0, 8,0 g de FeClz* 6
H>0 em 100 mL de agua destilada); e solugéo redutora (625,0 mg de Cisteina-HCI, 4,0
mL de 1 N NaOH, 625,0 mg de NazS * 9 H,O em 100 mL de agua destilada). A mistura
final das solucdes foi composta por 1 mL de solucdo de rasazurina, 0,1 mL de solucéo
micro-mineral, 200 mL de solug¢éo tampéo, 200 mL de solugdo macro-mineral e 400 mL
de solucéo de peptona de caseina (2 g de peptona de caseina; RD; NY, s.d.).

Incubacéo e producéo de gas in vitro. As amostras foram previamente hidratadas
com agua deionizada para evitar a dispersdo de particulas. A coleta de liquido ruminal foi
similar ao Experimento 1. Os frascos foram inoculados com 75 ml de solucéo de liquido
ruminal/mistura tampdo (1:2), mantendo 0 “headspace” do frasco continuamente
infundido com N para manutencdo da anaerobiose e em banho maria para garantir
temperatura préxima a adequada (39° C). Garrafas sem amostras de dieta, mas com
solucdo de mistura de liquido ruminal/tampéo foram usadas como brancos para corrigir a
fermentacao do in6culo do ramen.

Apdbs a incubacdo das amostras, os frascos foram fechados e colocados em
incubadora ventilada sob aquecimento e agitacdo constante (modelo ENG-RM-1; Engco
LTDA, Piracicaba, SP, Brasil), a temperatura dentro da incubadora foi controlada para
permanecer em torno de 39°C e a rotacao foi de 80 rotagdes por minuto (RPM).

Um software foi usado para a aquisicdo de dados (Gas Pressure Monitor,
tecnologia Ankom, NY, EUA), e foi configurado para registrar a pressdo acumulada a
cada 15 minutos, durante 48 h. As valvulas foram configuradas para liberar
automaticamente o gas quando a pressao atingir 3,4 kPa (Tagliapietra et al., 2011). No
inicio (0 h) e no final da incubacéo (48 h), o pH da solucdo foi medido com um medidor
de pH AP61 portatil Accumet (Fisher Scientific, Atlanta, GA).

Os dados da pressdo cumulativa as 24 e 48 horas foram convertidos para mL de
acordo com a férmula proposta por Tagliapietra et al. (2011), em que producdo de gas
(mL) = (Pc /Po) X Vo, em que P é a mudanca na pressdo cumulativa (kPa) no espago vazio
do frasco; V, é 0 volume vazio do frasco (545mL); P, € a leitura da pressdo atmosférica
feita pelo equipamento no inicio da mensuracdo. O volume final da producéo de gas dos
frascos foi corrigido para a contribuicdo do inéculo pela subtracdo do volume final de gas
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dos frascos utilizados como branco (frascos sem amostra de alimento, apenas inoculo
ruminal e saliva artificial).

Coleta de amostras, andlise de &cidos graxos volateis e ambnia. Foram
coletadas sub-amostras de 10mL da solucdo de liquido ruminal e solugdo tampdo
previamente a incubacdo do material e de cada frasco no final de cada rodada. O material
coletado foi filtrado em quatro camadas de gaze e 0,2mL de solucdo de H.SO4 a 50% foi
adicionado para conservagao da amostra.

As concentracOes de AGVs foram determinadas utilizando cromatografia gasosa.
A concentracdo de amoénia foi determinada pelo método colorimétrico descrito por
Chaney e Marbach (1962).

4.5 Analise estatistica

Testou-se a normalidade dos dados, pressupondo essa condicdo pelo teste de
Shapiro-Wilk, com como nivel de significancia de P < 0,05. Quando constatou-se a falta
de aderéncia dos dados a normalidade, utilizou-se o procedimento RANK do SAS 9.4
(SAS, 2002) para realizar a normalizacdo dos dados e um novo teste de Shapiro-Wilk foi
realizado para confirmar a aderéncia a distribuicdo normal. Os modelos estatisticos para
cada experimento sao relatados a seguir. Testou-se a homocedasticidade dos dados pelo
teste de Bartlett, com como nivel de significancia de P < 0,05.

Experimento 1. Os dados foram analisados usando o procedimento misto do SAS
9.4 (PROC MIXED; SAS, 2002) com delineamento em quadrado latino 5 x 5 replicado:

Yijo = 1+ Qi + P+ Fe + Ti + Ejjy

Onde Yijj é a variavel dependente, 1 é a média geral, Q;é o efeito fixo do quadrado
latino (i = 1 ou 2), P; é o efeito fixo do periodo (j = 1-5), F« é o efeito aleatorio da unidade
experimental (fermentador; k = 1 -10), T, é o efeito fixo do nivel de inclusdo do aditivo &
base de tanino na dieta (i = 0; 0,08; 0,16; 0,32 ou 0,64) e Eij é 0 erro residual.

Os dados de pH ruminal foram analisados como medidas repetidas no tempo de

acordo com o seguinte modelo:

Yijum = u+ Qi + P+ Fi + Ty + Hp + THim + Eijiim
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Onde Yijm € a variavel dependente, p € a média geral, Q; é o efeito fixo do
quadrado latino (i = 1 ou 2), P; é o efeito fixo do periodo (j = 1-5), Fk € o efeito aleatorio
da unidade experimental (fermentador; k = 1 -10), T, é o efeito fixo do nivel de inclusdo
do aditivo a base de tanino na dieta (i = 0; 0,08; 0,16; 0,32 ou 0,64), Hm é 0 efeito fixo do
tempo, THim € a interacdo entre o nivel de inclusdo do aditivo a base de tanino e tempo
(H) e Eijxi € o erro residual.

Utilizou-se a declaragio LSMEANS/SLICE do SAS 9.4 (SAS, 2002) para
determinar momentos criticos para valores de pH, possiveis de terem sido influenciados
de forma diferente pelos tratamentos. Identificados tais pontos utilizou-se os valores de
pH desses horarios como variavel independente.

Experimento 2. Para analise da digestibilidade ruminal in situ da materia seca e
proteina bruta, utilizou-se o procedimento MIXED do SAS 9.4 (SAS, 2002) com

delineamento experimental em blocos casualizados com repeti¢cdo, conforme modelo a

seqguir:
Yijk = .u+BL+Pj+Tk+ Eijk
Onde Yij € a variavel dependente, 1 é a média geral, B;é o efeito fixo do bloco
(boi; i =1 ou 2), Pj € o efeito fixo do periodo (j = 1-3), T« é o efeito fixo do nivel de

inclusdo do aditivo a base de tanino na dieta (i = 0; 0,08; 0,16; 0,32 ou 0,64) e Eijé 0 erro
residual.

Experimento 3. Os dados do experimento de producdo de gases in vitro foram
analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS 9.4 (SAS, 2002) em delineamento
de blocos inteiramente casualizados, considerando cada rodada experimental um bloco,

conforme modelo abaixo:

Yijk =+ P +Tj+ Ejj

Onde Yj; é a variavel dependente, p é a média geral, Bi é o efeito fixo do bloco
(rodada de incubacdo; i = 1 ou 2), T;é o efeito fixo do nivel de inclusdo do aditivo a base
de tanino na dieta (i = 0; 0,08; 0,16; 0,32 ou 0,64) e Ej; é o erro residual.

Para todas as varaveis dependentes de todos os experimentos relatou-se as médias

e 0 erro padrdo da média. Quando o erro padrdo da media foi diferente entre o0s
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tratamentos, relatou-se aquele de maior valor. As comparacGes de médias foram
realizadas usando a declaragdo LSMEANS do SAS (SAS, 2002) com o ajuste proposto
por Tukey-Kramer para todos os efeitos significativos. A significancia foi estabelecida
em P <0,05 e as tendéncias foram assumidas em P < 0,10.

Além da comparacdo de medias, adicionalmente, em todos o0s experimentos,
comparou-se as variaveis respostas por meio de contraste ortogonal do efeito de
tratamentos agrupados, utilizando o delineamento ja descrito para cada experimento. Para
realizacdo do contraste foi utilizado a declaragdo CONTRAST no procedimento misto do
SAS (PROC MIXED; SAS, 2002) e testou-se: a) efeito da inclusdo de aditivo a base de
tanino na dieta, por meio da comparacdo entre o tratamento controle (0%) contra o
agrupamento dos demais tratamento (0,08; 0,16; 0,32 e 0,64%; CON vs TAN) e, b)
agrupamento das menores doses de aditivo (BT; 0,08 e 0,16%) comparado contra o
agrupamento das maiores doses (AT; 0,32 e 0,64%). Foi declarado significancia para
quando P <0,05 e tendéncias em 0,05 > P <0,10, sendo relatado os valores para P obtidos
para 0s contrastes.

Utilizou-se ainda o procedimento misto do SAS (PROC MIXED; SAS, 2002) para
analisar o ajuste dos dados a estruturas de modelo linear e quadratico. Quando encontrado
ajuste para os dois modelos, utilizou-se o critério de informacao de Akaike (AIC; Akaike,
1974) para avaliar os modelos, optando pela utilizacdo daquele com menor valor de AIC.
Para teste dos modelos, foi declarado significancia para quando P < 0,05 e tendéncias em
0,05 > P <0,10, sendo relatado os valores para P obtidos para cada modelo de ajuste e 0s

coeficientes quadraticos, lineares e intercepto, quando houve ajuste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1 — Sistema de cultivo continuo de fluxo duplo

Digestibilidade ruminal aparente in vitro. Ndo houve diferenga significa para a
digestibilidade aparente de fibra em detergente neutro entre os tratamentos (P = 0,51;
Tabela 3). A incluséo de tanino tendeu a aumentar linearmente a digestibilidade da
matéria seca (MS; P = 0,07), o que é reforcado pela comparagao por contraste entre o
controle (ST) e as dietas com tanino (CT) que resultou em 45,2% de digestibilidade da
MS para ST e 46,4% para CT. De forma semelhante, a inclusdo de tanino na dieta,
aumentou linearmente (P = 0,02) a digestibilidade da matéria organica (MO). Apesar de
se ter evidenciado ajuste linear para aumento da digestibilidade da MO, a equacéo obtida
pela regressao teve pouco ajuste aos dados experimentais, com baixa influéncia da dose
de tanino para o intervalo avaliado (Digest. MO = 3,21 x dose de tanino + 49,91; R? =
0,06).

Norris et al. (2020) observaram reducgdes na ordem de 5 a 10% da digestibilidade
da MO e MS com a inclusdo de doses acima de 1,5% de tanino hidrolisavel de Quebracho
na dieta de bovinos de corte. Pifieiro-Vazquez et al. (2017) e Oliveira et al. (2007)
também observaram reducdo da digestibilidade dietética com adicdo de tanino para
bovinos de corte. No presente estudo testou-se doses menores que os trabalhos anteriores
(méaximo de 0,64% de tanino da MS), porém, mesmo com a diferenca entre as doses,
houve convergéncia no comportamento geral dos resultados. Na literatura ha também
resultados que mostram reducdo na digestibilidade das fragOes fibrosas da dieta com a
adicdo de tanino (OLIVEIRA et al., 2007), tal efeito ndo foi observado neste trabalho.

Discute-se na literatura que a reducdo da digestibilidade com adicao de tanino nas
dietas ocorre principalmente pelo efeito desse composto no rimen, o que de fato €
evidenciado pelo presente trabalho. Taninos possuem grupos hidroxila fendlicos capazes
de fazer ligacGes de hidrogénio tanto com fracdes da dieta, quanto com enzimas de
microrganismos, reduzindo a digestibilidade (OLIVEIRA et al., 2007). A principal fracdo
do alimento com potencial de interagio com moléculas de tanino é a proteina
(OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007), diversos trabalhos mostram a reducdo da degradacao
ruminal da PB, com o aumento de tanino na dieta.

No atual estudo, encontrou-se valores baixos para digestibilidade da proteina bruta
(Tabela 3), porém, ressalta-se que tais dados constituem a digestibilidade aparente, pois

ndo foi realizada analise para dimensionar a sintese de proteina microbiana, portanto, os
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valores da digestibilidade estdo subdimensionados. Para obtencdo dos valores reais da
digestibilidade de proteina microbiana faz-se necessario a descontaminacdo da PB
oriunda de bactérias do efluente, que nao foi realizada no presente estudo.

Supondo-se homogeneidade na sintese de proteina microbiana entre 0s
tratamentos, observou-se tendéncia a maior digestibilidade aparente da PB para 0s
tratamentos com inclusdo de 0,16 e 0,64% de extrato de tanino (P = 0,07). Tal resultado
é de dificil explicacdo, pois esperava-se menor digestibilidade da PB com o aumento das
doses de tanino, devido & complexacao do tanino com a PB dietética, dificultando a agdo
bacteriana. Na literatura a maior parte dos trabalhos divergem do resultado encontrado,
pois nota-se com frequéncia reducédo da digestibilidade ruminal e até intestinal da PB com
adicdo de tanino. Norris et al. (2020) observaram uma reducdo em até 20% na
digestibilidade do N quando acrescentou doses de 1,5 a 4,5 % de extrato de tanino na
dieta. De forma similar, Aguerre et al. (2016) também observaram reducdes na
digestibilidade aparente N com incluséo de tanino (0,45 a 1,80% da MS da dieta).

Além dos dados obtidos para digestibilidade da PB com o Experimento 1
divergirem da literatura, esses divergem até mesmo de outro experimento contido nesse
trabalho (item 5.2). O experimento 2 foi realizado in situ com as mesmas dietas fornecidas
aos vasos fermentadores e obteve comportamento diferente para a digestibilidade da
proteina. No experimento 2 observou-se maior digestibilidade ruminal para o tratamento
controle quando comparado ao agrupamento das dietas com tanino (CT vs ST; P = 0,03),
mas ao mesmo tempo ndo encontrou diferenca para digestibilidade de N entre o
tratamento controle e o nivel de inclusdo 0,64%, sugerindo um efeito quadratico (P <
0,01; Item 5.2; Tabela 4). Tais incongruéncias e divergéncias com a literatura indicam a
necessidade de maiores estudos com doses menores de incluséo de tanino em dietas de
ruminantes, uma vez que a maior parte dos trabalhos j& realizados utilizaram doses
superiores a 1%.

O pH néo foi influenciado pelos tratamentos (P > 0,05) e variou ao longo do
tempo, sendo as menores médias diarias encontradas entre uma e duas horas apds o
fornecimento de alimento (Figura 4; Tabela 4). Quando comparado 0 contraste entre
dietas com menor e maior incluséo de tanino (BT vs AT), observou-se diferenga (P <
0,01) para as médias de pH duas horas ap6s a primeira alimentacdo do dia. Apenas essa

diferenca em um Unico momento durante 24 horas nao permite inferir qualquer concluséo.
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Tabela 3. Efeito da inclusdo de doses crescentes de extrato de tanino de Acacia mearnssii na digestibilidade aparente de nutrientes em sistema in
vitro de cultivo continu de fluxo duplo.

303 2

Extrato de tanino (% da MS)! Rf%g?g?;) C?T:}Ztss

Variavel resposta EMP* P-valor P p
000 008 016 032 064 L Q CTvsST BTVsAT

Digestibilidade aparente (%)
Matéria Seca 452°  46,1%¢ 46,9 454> 471% 054  0,04* 0,07 0,80 0,04* 0,69
Matéria Organica 49,3° 50,4%c 515% 501k 5218 064 0,05  0,02* 0,90 0,02* 0,84
Fibra detergente neutro 35,8 36,8 38,1 36,1 40,4 2,31 0,51 0,15 0,59 0,43 0,71
Matéria mineral 359 362 363 352 358 074 081 0,60 0,74 0,97 0,27
Proteina Bruta 10,8 11,0 146 110 134 1,14 0,07 0,23 0,89 0,19 0,55

“ Diferenca estatistica pelo teste de Tukey (0. = 0,05).

&b-¢ Minimos quadrados médias consecutivas com sobrescritos diferentes diferem em P < 0,05

! Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, montenegor, RS, Brasil).

2 Contrastes: CT = com tanino (agrupamento de tratamentos com tanino: 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64%), ST = sem tanino (tratamento controle: 0%), BT
= agrupamento de tratamentos com menores doses (0,08; 0,16%), AT = agrupamento de tratamentos com maiores doses de tanino (0,32; 0,64%).

3 Teste de ajuste, por regressdo, das variaveis respostas e doses de tratamento para os modelos linear (L) e quadraticos (Q).

4EP = Erro Padrdo da Média. Para EPM diferente entre médias de uma mesmo variavel foi reportado o maior.

Fonte: do autor.
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Figura 4 — Curva de pH para diferentes doses de extrato! de tanino de Acacia mearnssii
em sistema in vitro de cultivo continuo de fluxo duplo.
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Legenda: linhas correspondem aos tratamentos indicados pelas cores na legenda. A hora zero
corresponde ao momento da primeira alimentacdo do sistema.
tAditivo a base de tanino condensado (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, Brasil).
Fonte: do autor

Sauvant et al. (1999) sugeriram que periodos com pH inferior a 6,0 com menos
de quatro horas de duracdo tem pouca ou nenhuma influéncia sobre os efeitos do perfil
de fermentacéo. Este resultado foi confirmado por Calsamiglia et al. (2002) que testaram
diferentes faixas de pH em sistema in vitro de cultivo continuo e obtiveram pouca
influéncia no perfil de fermentacdo (pequenas influéncias foram observadas apenas
quando o pH do meio foi mantido por 12 horas a 5,7). Valores para pH inferiores a 5
poderiam interferir na suposta complexacdo do tanino com outras moléculas
(OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007), mas esses valores ndo foram atingidos no presente
estudo.

Paula et al. (2017), utilizando sistema de cultivo continuo observaram pH préximo
a 6,5 utilizando dietas com 21% de PB. Benedetti et al. (2015), também usando sistema
de fermentador continuo e testando dietas para gado de corte, obtiveram minimas para
pH proximas a 5,8. Amaral et al. (2016) utilizaram dietas com alta inclusdo de amido
(inclusdo de milho moido entre 38 a 46% da MS da dieta) e observaram, também em
sistema in vitro de cultivo continuo, valores para pH proximos aos encontrados no
presente estudo. VariagOes para valores de pH obtidos entre diferentes experimentos com

fermentadores de fluxo continuo sdo comuns e estdo associadas principalmente as
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caracteristicas da dieta fornecida, assim como ocorre no animal. Estima-se que a dieta do
presente experimento possuia niveis de amido acima de 35% da MS e CNF acima de 50%
da MS, justificando os menores valores para pH em relacdo a experimentos utilizando

dietas com maiores inclusdes de fibra.

33



Tabela 4. Efeito da inclusdo de doses crescentes de extrato de tanino de Acacia mearnssii sobre o pH e acuimulo de am6nia em sistema in vitro de
cultivo continuo de fluxo duplo.

. Regresséo? Contrastes?
Extrato de tanino (% da MS)* ( qvalor) (p-valon
Variavel resposta EMP* P-valor 2 D
0,00 0,08 0,16 0,32 0,64 L Q CTvsST BTvVsAT
Concentragdo de amonia oo ez o720 55 057 004  0,01* 0,11 0,67 0,61 <0,01*
do efluente (mg/dL)
pH 0h® 6,26 6,35 6,36 6,29 6,22 0,08 0,61 0,31 0,37 0,56 0,18
pH 2h® 5,19 5,31 5,28 5,25 5,29 0,04 0,13 0,38 0,53 0,38 <0,01*
pH 11h° 5,19 5,25 5,23 5,23 520 0,03 0,44 0,60 0,19 0,20 0,31

“ Diferenga estatistica pelo teste de Tukey (o = 0,05).

ab-¢ Minimos quadrados médias consecutivas com sobrescritos diferentes diferem em P < 0,05

1 Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, montenegor, RS, Brasil).

2 Contrastes: CT = com tanino (agrupamento de tratamentos com tanino: 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64%), ST = sem tanino (tratamento controle: 0%), BT = agrupamento
de tratamentos com menores doses (0,08; 0,16%), AT = agrupamento de tratamentos com maiores doses de tanino (0,32; 0,64%).

3 Teste de ajuste, por regressdo, das variaveis respostas e doses de tratamento para os modelos linear (L) e quadraticos (Q).

4EP = Erro Padrdo da Média. Para EPM diferente entre médias de uma mesmo variavel foi reportado o maior.

®pH 0h = pH mensurado imediatamente antes da primeira alimentacéo do dia; pH 2h = pH mensurado 2 horas apés a primeira alimentacéo do dia; pH 11h =
pH mensurado 11 horas ap6s a primeira alimentagdo do dia.

Fonte: do autor
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A concentracdo final de aménia no efluente diferiu entre os tratamentos (P = 0,01), sendo
que o maior valor foi encontrado no tratamento com 0,16% da MS de inclusdo de aditivo natural
a base de tanino (0,718 mg/dL). Quando comparamos menores doses com maiores doses de
tanino (contraste BT vs AT) observou-se diferenca (P < 0,01) no acimulo final de aménia. Tal
resultado pode ser indicativo de que maiores doses de tanino podem ter acarretado na reducéo da
digestibilidade ruminal da PB, gerando menos N soltvel por complexacgéo. A inclusdo de tanino
em geral comparada ao tratamento controle ndo diferiu (CT vs ST; P = 0,61). Os valores
encontrados para aciUmulo de amdénia foram muito inferiores aos comumente relatados em
sistemas de cultivo continuo. Paula et al. (2017) observaram valores em torno de 16,5 mg/dL de
N-NHs, que é equivalente a aproximadamente 20 mg/dL de NH3, porém com o uso de dieta de
maior teor proteico que o utilizado no presente estudo (21 vs 11,8% da MS de PB,
respectivamente). Branddo et al. (2020) em meta-analise comparando dados obtidos de efluentes
de sistemas de fluxo continuo e de coleta omasal, encontraram 11,3 + 4,3 mg/dL de NH3 como
média de 174 observagOes de sistemas in vitro. A concentracdo maior de NHz encontrada nos
trabalhos, provavelmente esta relacionada a caracteristicas das dietas utilizadas, pois a maioria
dos trabalhos com sistema de cultivo continuo foram realizados utilizando dietas com altos teores
de PB (superior a 15% da MS). Amaral et al (2016) utilizaram dietas com teores proteicos mais
proximos ao adotado no presente estudo: 10, 12 e 14% da MS e obteve valores para NH3 de 3,5;
3,8 e 10,8 mg/dL, respectivamente. Nota-se que a medida que se reduz o teor proteico da dieta,
a concentracdo final de NHs efluente é proporcionalmente reduzida. Portanto, dietas com
menores teores proteicos e ainda com utilizagdo de aditivo que visa a reducéo da degradabilidade
da proteina, tendem a fornecer valores mais baixos para concentracdo NHsz no efluente. A
concentracdo ruminal de NH3-N de 2,4 mg/dL foi relatada como a concentragdo minima para o
crescimento microbiano adequado (MEHREZ et al., 1977; OWENS e BERGEN, 1983), porém
destaca-se que o teor de amonia observado no atual trabalho corresponde ao que escapa do meio
de cultivo e néo ao do meio em si.

A concentracdo total de AGV do efluente foi menor para os tratamentos que receberam
tanino (P < 0,01; 99,9 mM para CT vs 92,2 mM para ST) e essa reducdo € explicada
principalmente pela reducdo da concentracdo de acetato nesses tratamentos com tanino (P < 0,01;
47,3 vs 42,8 mM para controle e média dos demais tratamentos, respectivamente), conforme
apresentado na Tabela 5. A inclusdo de tanino ainda reduziu a concentracdo de butirato (P =
0,04) e valerato (P = 0,03), aumentou a proporcao de propionato (P = 0,04) e isobutirato (P =
0,04).

35



Entre os tratamentos analisados individualmente houve diferenca apenas para producéo
de isobutirato. Os efeitos lineares observados para AGV total e isobutirato, apesar de
significativos, séo pouco explicados pelas equacdes de regressdo encontradas (R? < 0,1 para as
duas equag0es).

Os efeitos sobre a producdo total de AGV observados com a inclusdo de tanino foram
opostos ao encontrado por Norris et al. (2020), que observou um aumento linear da producéo de
AGV com a incluséo de tanino na dieta. Apesar de reportado diferencas para producéo de AGV,
Norris et al. (2020) destaca que esse resultado foi inesperado, pois em trabalhos prévios nao
havia sido encontrado diferencas com acréscimo de tanino. A reducdo da producédo de acetato e
aumento da proporc¢édo de propionato € um resultado convergente na literatura (HASSANAT E
BENCHAAR, 2013; NORRIS et al., 2020) e esse efeito é explicado pelo fato de tanino ter efeito
inibitorio para populag6es de microrganismos fibroliticos, favorecendo o aumento da populacdo
de microrganismos amiloliticos por reducdo da competicdo (MIN et al., 2003; BAE et al., 1993;
PATRA; SAXENA, 2010). A adicdo de tanino condensado de Acacia mearnssii reduziu (P <
0,05) a proporc¢édo de acetato:propionato na concentracao final de AGV. Resultados como esse
sdo consistentes na literatura e a reducdo acetato:propionato geralmente se da pela reducéo da
producédo de acetato, sem alterar a producdo de propionato, exatamente como observado no
presente estudo. A reducdo na propor¢do de acetato pode ser benéfica se a digestibilidade da
dieta ndo for alterada, pois dessa forma ha favorecimento a eficiéncia metabdlica ruminal e
reducdo da propriedade, produzindo menos moléculas de CH4 por grama de MO fermentada.
Além de ser energeticamente favordvel ao animal, produzir menos CHas reduz os impactos
ambientais negativos da criacdo de ruminantes. Dschaak et al, (2011) também observaram
reducdo na proporcdo de acetato para propionato com a inclusdo de tanino na dieta e nédo
obtiveram alteracdes para digestibilidade. Os resultados encontrados nesse trabalho, assim como
outros da literatura, indicam que, de fato, tanino tem potencial para melhorar a eficiéncia de
dietas de ruminantes, com alteracdo no perfil de AGV produzidos na fermentacdo ruminal.
Quanto aos valores absolutos para AGV encontrados no presente estudo, todos encontram-se
dentro da margem observada para trabalhos com fermentadores de fluxo continuo (BRANDAO
et al., 2020).
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Tabela 5. Efeito da inclusdo de doses crescentes de extrato de tanino de Acacia mearnssii sobre a concentracdo de acidos graxo volatil (AGV) no
efluente em sistema in vitro de cultivo continuo de fluxo duplo.

» Extrato de tanino (% da MS)! Regresséo* Contrastes®
Variavel resposta EMP*  P-valor (p-valor) (p-valor)
0,00 0,08 0,16 0,32 0,64 L Q CTvsST BTvsAT
AGV, mM
Total de AGV 99,60 92,22 90,95 93,33 90,70 2,730 0,08 0,03* 0,21 <0,01* 0,72
Total de AGVR® 1,40 1,41 1,34 1,32 1,29 0,057 0,80 0,10 0,70 0,29 0,34
Acetato 47,27 42,52 41,88 44,03 42,68 1,516 0,07 0,10 0,12 <0,01* 0,68
Propionato 33,75 33,15 31,39 32,10 31,42 1,259 0,48 0,13 0,24 0,28 0,51
Butirato 12,58 11,22 12,02 12,00 11,41 0,553 0,21 0,09 0,63 0,04* 0,66
Isobutirato 0,49° 0,522 0,49¢c 0,48¢ 0,49¢c 0,522 <0,01* 0,01* 0,13 0,48 <0,01*
Valerato 4,60 3,93 4,32 3,88 3,91 0,303 0,08 0,09 0,18 0,03* 0,17
Isovalerato 0,91 0,89 0,86 0,85 0,81 0,052 0,81 0,16 0,86 0,28 0,54
AGV, % do total
Acetato 47,64 46,36 45,89 47,28 47,11 0,767 0,44 0,73 0,24 0,16 0,12
Propionato 33,70 35,77 34,68 33,74 35,20 0,713 0,22 0,35 0,77 0,04* 0,33
Butirato 12,63 12,12 13,18 12,93 12,63 0,512 0,82 0,74 0,72 0,71 0,94
Isobutirato 0,50° 0,56° 0,55° 0,52° 0,54 0,567 0,01* 0,71 0,75 0,05* 0,16
Valerato 4,59 4,21 4,82 4,14 4,25 0,302 0,14 0,30 0,51 0,34 0,13
Isovalerato 0,94 0,98 0,95 0,93 0,91 0,920 0,97 0,67 0,80 0,96 0,73
Acetato:propionato 1,46 1,31 1,34 1,42 1,39 0,053 0,39 0,97 0,21 0,05* 0,13

“ Diferenga estatistica pelo teste de Tukey (o = 0,05).

ab-¢ Minimos quadrados médias consecutivas com sobrescritos diferentes diferem em P < 0,05
! Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, montenegor, RS, Brasil).

Z Contrastes: CT = com tanino (agrupamento de tratamentos com tanino: 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64%), ST = sem tanino (controle: 0%), BT = agrupamento de
tratamentos com menores doses (0,08; 0,16%), AT = agrupamento de tratamentos com maiores doses de tanino (0,32; 0,64%).

3 Teste de ajuste, por regressdo, das variaveis respostas e doses de tratamento para os modelos linear (L) e quadraticos (Q).
4 EP = Erro Padrdo da Média. Para EPM diferente entre médias de uma mesmo variavel foi reportado o maior.

5 AGVR = Acido graxo volatil de cadeia ramificada.

Fonte: do autor
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5.2 Experimento 2 - Digestibilidade ruminal in situ

O aumento das doses de inclus&o de aditivo alimentar a base de tanino condensado
de Acacia mearnssii, afetou de forma quadratica tanto a digestibilidade ruminal da
matéria seca, quanto da proteina bruta. (P < 0,01; Tabela 6). Apesar do efeito quadratico,
ndo houve um bom ajuste da equacéo de estimacdo da digestibilidade da MS pela dose de
tanino incluida (Dig MS = 24,27 x (dose de tanino)? - 14,57 x (dose de tanino) + 53,7 =
0,1364; R%; Figura 5), ao passo que a equacao que relaciona a digestibilidade da PB a
dose tanino utilizada, teve um melhor ajuste ao intervalo de dados testado. (Dig PB =
59,96 x (dose de tanino)? - 36,03 x (dose de tanino) + 55,72; R2 = 0,417; Figura 6). A
incluséo de 0 e 0,64% da MS de extrato de tanino na dieta resultou em maiores valores
tanto para digestibilidade da PB (P < 0,01), quanto da MS (P = 0,02). O menor valor para
digestibilidade da MS foi obtido com a utilizacdo da dose intermediaria de 0,16% de
extrato de tanino (P < 0,01). Os contrastes avaliados sugerem que a adi¢do de tanino
reduziu significativamente a digestdo de MS (P < 0,01; 58,9% para ST vs 54,5% para
CT) e PB (P =0,03; 56,1% para ST vs 54,4% para CT, respectivamente) e que as doses
maiores de tanino testadas aumentaram a digestibilidade da MS (P < 0,01).

A reducéo da digestibilidade tanto da MS, quanto da PB observadas quando se
compara o tratamento controle até a dose de 0,32% da MS era esperado, devido
principalmente a capacidade do tanino em se complexar com moléculas de nitrogénio e
reduzir a degradabilidade da PB e, consequentemente, reduzir também a digestibilidade
da MS em ambientes semelhantes ao rdmen. Resultados como este sdo comumente
relatados na literatura e varios trabalhos mostraram a reducédo da digestibilidade da MS e
PB da dieta a medida que se aumenta inclusdo de tanino, conforme ja discutido no Item
5.1. Porém, a maior digestibilidade ruminal para PB e MS observado para a dose de 0,64%
de tanino, quando comparada as doses menores, foi inesperada e pouco intuitiva. A
grande variabilidade dos dados pode ser uma possivel explicacdo para esse resultado,

além do alto valor para o intercepto das equacGes de estimacéo.
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Figura 5 — Digestibilidade da proteina bruta (PB) para diferentes doses de extrato! de
tanino de Acacia mearnssii em ensaio in situ com 12 horas de incubagdo em
bovino de corte.
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Figura 6 — Digestibilidade da proteina bruta (PB) para diferentes doses de extrato! de
tanino de Acacia mearnssii em ensaio in situ com 12 horas de incubag¢éo em
bovino de corte.

65
Y =59,96x?2 - 36,03x + 55,72 o

— 63 2 _

§ R<=0,417 ‘

o 61

e .

(1] h

8 5 L4

= [} [ . '

£ o '

€ "9 ° [ ]

é 55 3._. ) : ®

g 53 o e | o

= . ‘ ......... 6. X

T 51 !

= Y °

o °

a 49 ®

] °

50 47

o 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60

Dose de extrato de tanino (% MS)

Taditivo a base de tanino condensado (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, Brasil).
Fonte: do autor

39



Tabela 6. Efeito da inclusdo de doses crescentes de extrato de tanino de Acacia mearnssii no desaparecimento ruminal in situ (12 horas
de incubacéo)

303 2
Extrato de tanino (% da MS)! RF%:TZ?;J C?qf/;a;ztrt;s
Variavel resposta EMP*  P-valor p P
0,00 0,08 0,16 0,32 0,64 L Q CTvsST BTvsAT
Digestibilidade ruminal (%)
Matéria seca 58,9 539 51,7° 538" 587* 073 <0,01* 011 <001* <0,01* <0,01*
Proteina bruta 56,12 53,8° 539° 537° 561* 0.70 0,02* 0,34 <0,01* 0,03* 0,12

“ Diferenga estatistica pelo teste de Tukey (o0 = 0,05).

&b Minimos quadrados médias consecutivas com sobrescritos diferentes diferem em P < 0,05

! Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, montenegor, RS, Brasil).

2Contrastes: CT = com tanino (agrupamento de tratamentos com tanino: 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64%), ST = sem tanino (tratamento controle: 0%), BT = agrupamento
de tratamentos com menores doses (0,08; 0,16%), AT = agrupamento de tratamentos com maiores doses de tanino (0,32; 0,64%).

3 Teste de ajuste, por regresséo, das variaveis respostas e doses de tratamento para os modelos linear (L) e quadraticos (Q).

*EP = Erro Padrdo da Média. Para EPM diferente entre médias de uma mesmo variavel foi reportado o maior.

Fonte: do autor.
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5.3 Experimento 3 — Producao de gés in vitro

As respostas a avaliacdo da producdo de gas in vitro para as doses de tanino
testadas € apresentada na Tabela 7. N&o se evidenciou diferenca entre os tratamentos para
producéo de gas ap0s 24 e 48 horas de incubacgéo (P = 0,30 e P = 0,35, respectivamente).
Uma maior producdo de gas indicaria maior digestibilidade da matéria organica, o que
ndo houve. Portanto, pela metodologia in vitro de producéo de gases proposta nédo foi
possivel evidenciar diferenca na digestibilidade da MS dietética. A adicdo de tanino na
dieta teve uma tendéncia (P = 0,09 para CT vs ST) em reduzir o nitrogénio amoniacal do
meio, indicando que possivelmente houve uma redugéo na degradabilidade proteica pelo
mecanismo de complexacao do tanino as fragdes proteicas (como discutido no Item 5.1)
este resultado era esperado e comumente observado em diversos trabalhos (NORRIS et
al., 2020). A complexacao do tanino com a proteina dietética, protege esta da degradagédo
ruminal e pode disponibiliza-la no intestino para ser digerida. Quando este processo
ocorre, observa-se aumento do aporte para o animal de proteina ndo degradavel no rimen
(PNDR), que pode ser benéfico quando perfil de aminoacidos da dieta é de interesse.
Quando ndo ha a descomplexacdo da proteina no intestino o que se observa é uma perda
da digestibilidade total da PB (NORRIS et al., 2020) ou aumento dos teores de N fecal
em detrimento de N urinario, sem alteracdo da retencdo de N (GRAINGER et al., 2009).
Quando o efeito é este ultimo, ha beneficios com a reducdo do potencial de poluicdo das
excretas, reduzindo o impacto ambiental da criacdo de ruminantes (GRAINGER et al.,
2009).

N&o houve diferenca para a producdo total de AGV (P = 0,29), porém a adi¢do de
tanino reduziu a proporcdo final de acetato (P < 0,01), ndo alterou a proporcdo de
propionato (P = 0,18) e aumentou proporcao de butirato (P < 0,01). Houve ainda uma
tendéncia de reducédo na relacdo entre acetato e propionato (P = 0,06) com a adicdo de
tanino as dietas. Esses resultados convergem com os resultados obtidos no experimento
1 do presente trabalho (Item 5.1) e com os dados mais comumente encontrados na

literatura, como ja discutido anteriormente (Item 5.1).
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Tabela 7 Efeito da inclusdo de doses crescentes de extrato de tanino de Acacia mearnssii sobre parametros de fermentacdo e AGV em sistema in
vitro de producdo de gases

Extrato de tanino (% da MS)! Regresséo® Contrastes®
Variavel resposta EMP* P-valor (p-valor) (p-valor)
0,00 0,08 0,16 0,32 0,64 L Q CTvsST BTVSAT

pH final 6,28 6,20 6,22 6,20 6,21 0,03 0,07 0,02* 0,12 <0,01 0,11
Total GP24°, mL/g MS 154 147 147 143 136 7,24 0,30 0,28 0,80 0,16 0,09
Total GP4g°, mL/g MS 169 160 156 154 148 8,68 0,35 0,27 0,45 0,12 0,04*
NHs-N, mg/dL 26,6 25,9 25,5 25,6 25,5 0,50 0,43 0,13 0,44 0,09 0,12
AGYV total, mM 71,3 84,6 90,6 91,5 83,4 6,60 0,29 0.50 0,12 0,08 0,93
Acetato, % do AGV total 704 66,77 654° 64,7° 650" 1,11 <0,00* 0.02* <0,01* <0,01* <0,01*
Propionato, % AGV total 21,0 22,3 22,5 22,5 22,3 0,47 0,68 0.28 0,03* 0,18 0,84
Butirato, % do AGV total 6,4° 7,9 8,6% 8.7% 8,72 0,47 0,01 0.02* <0,01* <0,01* 0,12
Relacéo acetato:propionato 3,41 2,99 2,91 2,88 2,92 0,13 0,16 0.09 0,03* 0,06 0,15

“ Diferenga estatistica pelo teste de Tukey (o = 0,05).

ab-¢ Minimos quadrados médias consecutivas com sobrescritos diferentes diferem em P < 0,05

1 Aditivo a base de tanino condensado de Acacia mearnssii (teor min. 70% de tanino; Tanac SA, montenegor, RS, Brasil).

2 Contrastes: CT = com tanino (agrupamento de tratamentos com tanino: 0,08; 0,16; 0,32 e 0,64%), ST = sem tanino (tratamento controle: 0%), BT = agrupamento
de tratamentos com menores doses (0,08; 0,16%), AT = agrupamento de tratamentos com maiores doses de tanino (0,32; 0,64%).

3 Teste de ajuste, por regressdo, das variaveis respostas e doses de tratamento para os modelos linear (L) e quadraticos (Q).

Total GP

*EP = Erro Padrdo da Média. Para EPM diferente entre médias de uma mesmo variavel foi reportado o maior.

®GP = Produgéo total de géas ap6s 24 e 48 h de incubacéo para cada grama de matéria seca incubada.
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Figura 7 — Concentracdo de acetato (% do AGV total) para diferentes doses de extrato!
de tanino de Acacia mearnssii em ensaio in vitro de producdo de gases em
sistema de batelada.
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Figura 8 - Concentracdo de propionato (% do AGV total) para diferentes doses de
extrato! de tanino de Acacia mearnssii em ensaio in vitro de producdo de gases em

sistema de batelada.
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6. CONCLUSAO

A utilizacdo do aditivo natural a base de tanino condensado de Acacia mearnsii
(TAN) reduziu a relagdo acetato:propionto, proporcionou ganhos em digestibilidade da
matéria seca e matéria organica dietética e ndo alterou pH e concentracdo amoniacal do
meio, porém houve reducbes na producdo total de AGV e acetato. Os resultados
encontrados indicam potencial de utilizacdo das doses testadas, com baixos impactos
negativos nos parametros fermentativos.

As maiores doses de TAN testadas (0,32 e 0,64%) proporcionaram menor
acumulo de aménia quando contrastadas com as menores doses (0,08 e 0,16%), indicando
potencial de maiores doses de TAN em reduzir a degradacdo ruminal da proteina
dietética.

Encontrou-se relacdo quadratica entre os niveis de tanino testados e a
digestibilidade ruminal in situ, porém recomenda-se estudos mais aprofundados para
entender essa relacéo.

O trabalho evidenciou o potencial do tanino em alterar positivamente parametros
fermentativos, poréem, com os niveis testados ndo foi possivel encontrar uma dose 6tima
de utilizacdo do aditivo a base de tanino e mais estudos sdo necessarios para entender 0s
mecanismos envolvidos nessa relacdo e, dessa forma, promover alteracdes positivas e

consistentes.
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