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RESUMO: O experimento teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementacéo
de taninos como alternativa natural em comparacdo do controle negativo e a
monensina sobre os parametros de fermentacdo ruminal e metabolismo ruminal
proteico de dietas para bovinos de corte em terminagcdo. No experimento foram
divididos 5 tratamentos, sendo uma dieta basal mais adicdo de aditivo em doses
crescentes, como descrito a seguir: 1) Dieta basal sem adicdo de tanino; 2) Dieta
basal + 0,07% extrato de tanino; 3) Dieta basal + 0,14% extrato de tanino; 4) Dieta
basal + 0,21% extrato de tanino e 5) Dieta basal + 25ppm de monensina. O
delineamento experimental foi um quadrado latino replicado 5x5 em um sistema Dual
flow continuous culture com cinco periodos de 10 dias cada (7 dias de adaptacéo e 3
dias de coleta) mantendo o ambiente 0 mais proximo ao ramen com controle de
temperatura, pH, anaerobiose. Nos ultimos trés dias foram efetuadas as coletas de
efluente parte liquida e sélida, para mensurar pH, concentracdo de NHs, AGV,
digestibilidade verdadeira, parametros da fermentacdo ruminal e metabolismo
proteico. Nao houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os tratamentos para a
digestibilidade ruminal da MS, MO. No entanto, houve um efeito quadratico para a
incluséo de tanino para a digestibilidade ruminal da PB, onde as doses de 0,07 e
0,14% da MS apresentaram o0s maiores valores de digestibilidade. N&o houve
diferenca significativa para os parametros de fermentacéo ruminal e perfil de AGV.
Baseado nos resultados do presente estudo, podemos concluir que a adicdo de
tanino em pequenas quantidades (0,07 e 0,14% da MS) aumentaram a
digestibilidade ruminal da PB sem afetar os parametros de fermentacéo ruminal.

Palavras-chave: Digestibilidade ruminal, Gado de corte, Metabdlitos secundarios,

Nutricdo, Rumen.



ABSTRACT: The experiment aimed to evaluate the effects of tannin
supplementation as a natural alternative compared to the negative control and
monensin on ruminal fermentation parameters and ruminal protein metabolism in
finishing beef cattle diets. The experiment was divided into 5 treatments, including a
basal diet plus increasing doses of additives, as described below: 1) Basal diet
without tannin addition; 2) Basal diet + 0.07% tannin extract; 3) Basal diet + 0.14%
tannin extract; 4) Basal diet + 0.21% tannin extract; and 5) Basal diet + 25 ppm
monensin. The experimental design was a 5x5 Latin square replicated in a Dual Flow
Continuous Culture system with five periods of 10 days each (7 days of adaptation
and 3 days of collection), maintaining an environment as close to the rumen as
possible with control of temperature, pH, and anaerobic conditions. During the last
three days, collections of liquid and solid effluent were made to measure pH, NH3
concentration, VFA, true digestibility, ruminal fermentation parameters, and protein
metabolism. There were no significant differences (P > 0.05) among the treatments
for ruminal digestibility of DM and OM. However, there was a quadratic effect for
tannin inclusion on ruminal digestibility of CP, where doses of 0.07% and 0.14% of
DM presented the highest digestibility values. There were no significant differences
for ruminal fermentation parameters and VFA profile. Based on the results of the
current study, we can conclude that the addition of tannin in small quantities (0.07%
and 0.14% of DM) increased ruminal digestibility of CP without affecting ruminal
fermentation parameters.

Keywords: Digestibility, Beef cattle, Nutrition, Secondary metabolites, Rumen.
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1. INTRODUCAO

Pesquisas no decorrer dos anos adotaram iniciativas e praticas que visam a
inovagdo e a sustentabilidade através de aditivos alternativos aos ionéforos, com a
crescente demanda do consumidor por produtos que substituem a monensina, os
taninos vém se destacando por modular a fermentacdo ruminal e melhorar a
eficiéncia produtiva.

Os taninos sdo amplamente conhecidos como fator antinutricional, pois em
doses elevadas podem levar a toxidade, mas em quantidades baixas produzem
efeitos benéficos como reducdo do timpanismo, menor produgdo de metano,
eficiéncia na digestdo de proteinas, maior producdo de acido propiénico, mudanca
na excrecado da amonia para fezes ao invés da urina, auxiliando o meio ambiente.

Uma caracteristica do tanino € sua afinidade de se ligar as proteinas, e assim
reduzir a quebra excessiva de proteina e aumentar a disponibilidade de proteinas de
alta qualidade para absorcéo no intestino dos ruminantes (MARWA. et al, 2016). Os
taninos quando utilizados em niveis adequados sdo compostos que podem trazer
vantagens, no entanto pode reduzir o consumo da matéria seca e, mais
intensamente, da proteina bruta quando as doses presentes sdo altas. Quanto
menor o tempo de permanéncia no raimen mais intenso o efeito para o animal que o
ingere. (PEREIRA FILHO, 2005).

Para animais ruminantes, alimentos com até 6% da dieta de tanino
condensado (Base da MS), o efeito do tanino é semelhante a antibioticos, modificam
0 ambiente ruminal e promovem beneficios a nutricdo animal (BRUTTI, 2017).

O tanino possui efeitos distintos dependendo da fisiologia de cada animal,
entretanto, para os ruminantes Mueller-Harvey (2010) afirma que os taninos sdo
benéficos, diminuindo a quantidade de proteina digerida no rimen, aumentando a
guantidade de proteina disponivel no intestino delgado.

Andlises das concentracdes e digestibilidade dos componentes dos alimentos
sdo fundamentais para adotar praticas de alimentacéo eficientes, mas estes estudos
exigem recursos consideraveis, tal como, alimentacdo, animais e tempo. E
consentido que, para a descricao quantitativa apropriada dos processos digestivos e

metabolicos, sdo necessarios dados bioldgicos que podem ser obtidos usando
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técnicas in vitro (MOULD et al., 2005), precedentes ou em substituicdo aos ensaios
in vivo e in situ.

Objetivou-se avaliar no sistema in vitro “Dual Flow Continuous Culture” doses
baixas de um produto a base de tanino como aditivo alternativo aos ion6foros sobre
0s parametros de fermentacdo ruminal e metabolismo ruminal proteico de dietas

para bovinos de corte.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ambiente ruminal e Fermentacdo microbiana

A populagdo gastrointestinal dos ruminantes € composta por uma variedade
de microrganismos, sendo apenas uma parte dela reconhecida (CZERKAWSKI,
1986; VAN SOEST, 1994). Em funcdo da elevada complexidade desse ambiente
com o hospedeiro e com diferentes tipos de substratos, somente 10% desta
populacdo foi identificada e descrita (PERS-KAMCZYC et al., 2011). Esse baixo
percentual € razdo da dificuldade em manter condi¢cdes ideais para o ramen
(temperatura e anaerobiose) em ambientes controlados.

A variedade e quantidade de microrganismos no rumen depende de muitos
fatores como: localizacdo geogréfica, dieta e o uso de aditivos alimentares que
afetam a fermentacdo ruminal (SZUMACHER-STRABEL et al. 2009; HOOK et al.
2010; HUANG et al. 2011; Popova et al. 2012; Kumar et al., 2013).

No ramen, o hidrogénio é oriundo da fermentacao anaerébica das hexoses, é
utilizado na sintese de acidos graxos de cadeia curta e constituintes da massa
microbiana. Quando em excesso, 0 hidrogénio no rimen é eliminado via metano
(BAKER, 1999). Mas quando utilizados alimentos ou aditivos que favorecem maior
producédo de propionato, o hidrogénio é retirado mais rapidamente do meio, logo, a
formacéo de metano € inibida (WOLIN, 1960).

Os nutrientes da dieta, como os carboidratos, no processo de fermentacao
sdo hidrolisados pelos microrganismos ruminais, produzindo energia para seu
crescimento e para o animal, na forma de AGVs, acético, propiénico e butirico que
sdo principal fonte de energia para os ruminantes. A proteina, porém, é hidrolisada a
peptideos e aminoacidos, que sao utilizados para sintese de proteina microbiana ou
fermentadas a acidos graxos e amoénia, que sao importantes para o crescimento de
bactérias fibroliticas (CALLAWAY et al. 2003).

Os taninos tem sido estudados como alternativa a monensina a fim de
melhorar a atividade dos microrganismos no ramen.

A funcdo do tanino sobre a microbiota é conhecida por inibicdo do
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e inibicdo da acdo de algumas

enzimas, ocasionando baixa degradacao de fibra e consecutivamente reduzindo o
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crescimento de bactérias celuloliticas (PATRA; SAXENA, 2011) O estudo de
Fagundes. (2017), apos ser ofertado suplementacdo com taninos na dieta de
bovinos, observou um aumento das duas principais bactérias celuloliticas (F.
succinogenes e R. flavefaciens) e também no nimero total de bactérias no ramen.
No estudo realizado por Perna (2018) nao foi observado diferenca no efeito
do tanino na eficiéncia microbiana, mas ocorreu reducdo linear (P<0,05) na sintese
de nitrogénio microbiano. Determinando que niveis acima de 0,87% de adicdo de
Taninos comegam a reduzir a sintese de N microbiano, o N nas fezes é menos
volatil, resultando em menores excrecbes de ambnia e Oxido nitroso ao meio

ambiente.

2.2. Classificacao dos taninos

A intensao de utilizar extratos de plantas como aditivo para ruminantes € por
sua propriedade em modular o ambiente ruminal e promover a sintese de proteina
microbiana melhorando a qualidade nutritiva dos alimentos. Estes compostos
apresentam beneficio por terem acdo antimicrobiana, devido a variedade de
principios ativos e diferentes modos de acdo (ACAMOVIC E BROOKER 2005).

As plantas sdo capazes de produzirem diferentes compostos quimicos, um
deles, o tanino que € produzido através de raizes, seiva, caules, folhas, cascas,
frutos ou sementes, cada parte se concentra um teor de toxidade, que para a planta
serve de defesa e controle de fungos, bactérias e herbivoria.

Os taninos sao considerados metabolitos secundéarios pois nao estao
relacionados com 0s processos essenciais das plantas, possuem caracteristicas
marcantes como adstringéncia e fator antinutricional com potencial em provocar
intoxicacbes. Sao substancias polifendicas sollveis em agua, de elevado peso
molecular (500 e 3000uM), conhecidos por sua capacidade de complexar com
proteinas, alcalbides, polissacarideos, acidos nucleicos, esteréides e saponinas
(Bate-Smith e Swain 1962; Haslam 1986; Fahey e Jung 1989).

No presente estudo foi utilizado um blend de Taninos de Schinopsis
brasiliensis que é uma arvore espinhosa com até 20 metros de altura, possui
madeira muito dura cujo o nome popular “Quebracho” que deriva das palavras em

espanhol “quebra acha” com o significado em portugués de “quebra machado”
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(IHGMS, 2020). Predominante do cerrado, é endémica do Paraguay, Bolivia e Brasil
e taninos de castanheira, uma &rvore de crescimento rapido que pode alcancar seus
35 metros de altura. A arvore jovem é mais dura e resistente que uma adulta, é
oriunda da Europa (UTAD), seu cultivo no Brasil € distribuido nos estados de S&o
Paulo e Minas Gerais (CATI, 2018).

Os taninos, como segunda fonte de polifendis presentes em indmeros
vegetais, ficando atrds apenas da lignina, compdem metade da matéria seca da
casca de muitas arvores (QUEIROZ et al, 2002). Séo divididos em dois grupos de
acordo com sua estrutura quimica, os hidrolisaveis e os condensados, 0s taninos
hidrolisaveis consistem de ligacGes ésteres de acidos galicos e acidos elagicos
glicosilados, formados a partir do chiquimato (importante composto intermediario em
vias bioquimicas de plantas e microrganismos), onde os grupos hidroxila do acucar
séo esterificados com os acidos fendlicos (VICKERY e VICKERY, 1981). Os taninos
condensados ou proantocianidinas sao polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol,
produtos do metabolismo do fenilpropanol (HELDT, 1997; BRANDES e FREITAS,
1992; HEIL et al, 2002).

Segundo Zuanazzi et al. (2000), a capacidade dos taninos em formar
complexos com proteinas depende de trés caracteristicas:

e Tamanho da molécula: Moléculas maiores tem mais afinidade de
ligacdo com os taninos;

e Estrutura das proteinas: estruturas mais abertas se associam mais
fortemente com taninos do que estruturas mais compactas.

e Ponto isoelétrico: a atracdo das proteinas com os taninos € maior no
ponto isoelétrico.

Estudos in vitro demonstram que a acao do tanino é favorecida devido ao pH
ruminal. O ramen possui pH em torno de 6,0 o que permite a formacdo do complexo
tanino-proteina, por sua vez, no abomaso em pH acido em torno de 3,5 pode ocorrer
a eliminacdo do complexo tanino-proteina. Mas, o tanino forma uma pelicula
protetora blogueando a degradacdo do complexo, que ao atingir o intestino delgado
(pH em torno de 7,0) terA um melhor aproveitamento dos aminoacidos (Jones e
Mangan, 1977).

12



2.3. Tanino como aditivos na nutricdo de ruminantes

Os taninos sdo descritos por possuirem efeitos no aumento da sintese de
proteina microbiana, uma vez que complexam com as proteinas do alimento,
causando potencialmente a diminuicdo da degradacdo de proteina no ramen,
disponibilizando uma quantidade maior de aminoacidos pra absor¢do no intestino
delgado melhorando assim a conversao de proteina bruta em proteina metabolizavel
(Batista e outros 2016; Rufino e outros 2016).

Orzuna, J. F. et al. 2021. observaram que o propionato ruminal, importante
AGV reconhecido como eficiente fonte energética para o ruminante, e que a
excrecao fecal de nitrogénio aumentou (P<0,05) em resposta a suplementacéo de
taninos, essa mudanca no aumento de excrecao de N urinario para N fecal pode ser
benéfica, pois o N das fezes é menos volatil e menos nocivo, auxiliando na reducéo
do impacto ambiental.

A utilizacdo de baixas concentracdes de taninos apresentaram otimizacdo no
processo fermentativo do rumen através da reducdo de excrecdo de nitrogénio
(MAKKAR et al., 2003).

Taninos em concentracdes de 3% a 4% de MS, apresentaram maior absorcao
intestinal de aminoacidos essenciais, sem afetar o consumo dos ruminantes (BARRY
e McNABB, 1999).

Perna, J. F. (2018), observou que as doses de Taninos utilizadas,
promoveram um novo equilibrio no metabolismo ruminal com uma maior
permanéncia dos ingredientes no rimen, compensando a reducdo da digestdo sem
afetar o consumo alimentar e o fluxo da digesta pelo trato gastrointestinal. Rivera
Méndez et al. (2016), avaliando os efeitos da suplementacdo com o Tanino
Condensado e Tanino Hidrolisavel em novilhos holandeses, constatou aumento do
consumo de matéria seca e consequentemente aumentou o ganho de peso dos
novilhos na fase de terminagéo em confinamento.

No estudo de Min et al., (2003), avaliaram dosagens entre 20 — 40 g/kg MS,

as quais comprovaram bons resultados na digestao de proteinas e na saude animal.
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2.4. Técnicas in vitro de avaliacdo da fermentacao ruminal

A técnica in vivo é considerado o melhor e mais preciso dentre os métodos
disponiveis (DIJKSTRA et al., 2005). Entretanto, esta técnica apresenta
desvantagens, devido ao principio ético pela vida que exige que se obtenha um
‘ganho” maior de conhecimento com um “custo” menor no numero de animais
utilizados e com menor incidéncia de estresse (Rivera et al., 2002). A utilizacéo de
técnicas in vitro sdo alternativas que simulam o metabolismo que acontecem nos
animais vivos e auxiliam nas andlises de alimentos na nutricdo de ruminantes.

O uso das técnicas in vitro proporciona manipular um ou mais elementos de
um animal. Que podem ser avaliados para estudar a resposta do animal a um
parametro, reduzindo a acdo de outros (Lemos, et al., 2013).

As principais vantagens das técnicas in vitro séo: (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) menor custo experimental quando comparado com experimento com animais
vivos (HRISTOV et al., 2012). LOPEZ, (2005) classifica os sistemas in vitro em dois
tipos principais: culturas batch e culturas continuas.

Em sistema de culturas continuas acontece a adicéo regular de tampéao e de
nutrientes e remoc¢ao continua de produtos da fermentacao, atingindo condicfes de
equilibrio que permitem o estabelecimento de uma populacdo microbiana estavel
(HOOVER et al., 1976). Essa técnica tem sido desenvolvida e melhorada ao longo
dos anos, possibilitando a medicdo de parametros de fermentacdo, a extensédo da
degradacdo da MS, o fluxo de nutrientes e a sintese de proteina microbiana
(LOPEZ, 2005). O contetido do fermentador é composto por uma mistura do liquido
ruminal e solucdo tampdo injetada continuamente, particulas de alimento séo
administradas regularmente dentro do recipiente, sendo que parte da mistura
homogénea de sdlidos, liquidos, produtos da fermentacdo e microrganismos,
contendo particulas em suspensdo € bombeada para fora ou simplesmente
transborda (LOPEZ, 2005). Como a entrada e saida de liquidos e sélidos s&o
continuos, estes sistemas sdo considerados sistemas de fluxo continuo. Varios
fermentadores deste tipo tém sido descritos na literatura. Os sistemas de fluxo duplo

incorporam um sistema duplo de remocao de efluentes, simulando o diferencial para
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os fluxos de liquidos e solidos, ndo prejudicando a manutencdo da quantidade de
protozoérios no sistema (HOOVER et al., 1976).

A técnica in vitro € de suma importancia na avaliacado da nutricdo animal, além
de utilizar um numero reduzido de animais, auxilia em testes comparativos de
dosagens de aditivos potencialmente toxicos aos animais, identificar efeitos de

tratamentos ou melhoramento na formulacéao de dietas.

15



3.HIPOTESE

Nossa hipotese foi que: 1) baixas doses de taninos vao reduzir a relacdo acetato/
propionato melhorar a eficiéncia microbiana, sem afetar a digestibilidade ruminal; 2)

baixas doses de tanino terdo um comportamento semelhante ao aditivo monensina.
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4.0OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da suplementacdo com taninos como alternativa natural em
comparagcdo do controle negativo e a monensina sobre os parametros de
fermentacao ruminal e metabolismo ruminal proteico de dietas para bovinos de corte

em terminacdo. E avaliar os niveis de baixa inclusdo para melhoria da fermentacao
ruminal.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local do experimento

O experimento foi realizado no Laboratério de Fermentacdo e Nutricdo de
Ruminantes do Instituto de Zootecnia, Sertdozinho, Sao Paulo, Brasil (Latitude: 21°
8' 36 Sul; 48° 0' 25" Oeste). E aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto de Zootecnia (protocolo: 294-19).

5.2. Preparacdo e composicao das dietas

As dietas experimentais foram formuladas para atender as recomendacdes do
BR CORTE (2016).

Tabela 1: Ingredientes e composi¢ao quimica dos ingredientes da dieta

Ingredientes MS MM FDN PB EE
Bagaco de cana 55,92 5,61 86,38 1,8 0,81
Milho moido 89,78 0,94 13,64 8,84 3,26
DDG 95,17 4,55 49,42 34,28 7,63
Polpa citrica 89,05 8,66 23,40 7,07 0,86
Farelo de amendoim 96,36 4,78 31,93 48,23 3,12
Ureia 97,04 0,30 15,84 - -

Mineral 98,19 84,96 11,85 0,70 1,86

MS = matéria seca; MM = matéria mineral; FDN = fibra em detergente neutro; PB =

proteina bruta; EE = extrato etéreo.

Os ingredientes utilizados para a dieta foram, bagaco de cana, milho moido,
DDG, polpa citrica, farelo de amendoim, ureia e mineral (sem aditivo). Os
Tratamentos foram elaborados com diferentes doses do blend de extrato de Tanino
de Quebracho (Schinopsis brasiliensis) e Tanino de Castanheira, sendo 1) Dieta
basal; 2) Dieta basal + 0,07% extrato de tanino; 3) Dieta basal + 0,14% extrato de
tanino; 4) Dieta basal + 0,21% extrato de tanino e 5) Dieta basal + 25ppm de

monensina.
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Os ingredientes da dieta basal foram moidos a 2 mm utilizando um moinho
Willey (Moinho R-TE 648; Tecnal Equipamentos Cientificos, Piracicaba, SP, Brasil),
em seguida foi pesado a monensina e as doses de taninos de cada tratamento e
distribuidos em saquinhos zip. Apoés foi feito a homogeneizagdo dos ingredientes
moidos, pesados e acrescentados nos saquinhos zip para armazenar e efetuar a
alimentacdo diaria. Cada vaso fermentador foi alimentado com 70g/d de MS,
divididos 35g as 06:00h e 35g as 18:00h. Dois blocos de cinco vaso fermentadores
foram usados para este experimento (totalizando 10 fermentadores). Foram
distribuidos 5 tratamentos, cada um em um vaso fermentador durante 10 dias e
trocadas para o outro bloco cinco vezes. As dietas foram distribuidas dentro dos
blocos em cinco periodos experimentais de 10 dias, consistindo em 7 dias para

adaptacao da dieta e 3 dias para coleta de amostras.

5.3. Sistema de cultura de fluxo continuo duplo

Para este experimento, foram utilizados 10 vasos fermentadores do sistema in
vitro (modelo ENG-RM-1; Engco LTDA, Piracicaba, SP), com volume individual de
1297,13 mL (x 32,82 mL) por vaso fermentador, originalmente desenvolvidos por
Hoover et al. (1976). O liquido ruminal foi coletado aproximadamente 2h apdés a
alimentacéo de trés Bovinos Nelores canulados no rimen (peso corporal médio de
450 kg). Os Bovinos Nelores doadores do Liquido ruminal receberam dieta 60:40
Volumoso/Concentrado sem aditivos. O conteudo ruminal foi coletado utilizando
pano alvejado e espremido em recipiente térmico pré-aquecido totalizando
aproximadamente 15L, cinco litros de cada animal. Apos a coleta, o liquido ruminal
foi homogeneizado em baldo Erlenmeyer de 5.000 ml em banho-maria pré-aquecido
a 39°. Em seguida o liquido ruminal foi transferido para os vasos até seu transbordo.

Durante o periodo de dez dias os vasos foram agitados continuamente por 2
hélices central acionadas a uma velocidade de 350 rpm. Foi infundido 40ml de
Nitrogénio gasoso (N2) por minuto. A saliva artificial foi produzida no laboratorio para
manter a estabilidade de fermentacao (Weller e Pilgrim, 1974), conduzindo entrada
de 2,16 ml/min. para proporcionar uma taxa de diluicdo de 10%/h. E taxa de saida
de 1,08ml/min. para garantir a particdo em 5%/h de efluente sélido e 1,08/min. em

5%/h de efluente liquido controlados através do Software Simulador de rdimen

19



(Engco LTDA, Piracicaba, SP, Brasil). Através do Software foi monitorado
diariamente a Temperatura (39°), pH ruminal (5,8 a 6,2), taxa de entrada de saliva
(2,16), taxa de saida de efluente sélido (1,08) e liquido (1,08).

No decorrer do experimento uma vez ao dia, antes da alimentacdo dos vasos
fermentadores as 6:00 horas os efluentes solidos e liquidos foram pesados,
descartados e o0s recipientes higienizados nos primeiros 7 dias (Periodo de
adaptacdo), no 7° dia foi feita a pesagem, descarte dos efluentes, recipientes
higienizados e a alimentacdo comeca a ser espacgada para que nenhum vaso
fermentador figue mais ou menos tempo com o0 substrato mantendo a
homogeneizacdo das amostras, preconizamos no laboratdrio o tempo de 18 minutos
de alimentacdo de um vaso fermentador a outro. AplOs esse processo foi
acrescentado gelo ao freezer mantendo a temperatura em - 4°C para que oS
microrganismos ficassem inertes para a coleta do periodo de amostragem.

Nos dias de coleta 8°, 9° e 10° de cada periodo experimental foi feita a
pesagem dos recipientes contendo o efluente solido e o liquido, foram entdo
homogeneizados, coletado e filtrado o efluente sélido com voil em tubo Falcon de 50
ml (5 gramas/dia) e efluente liquido filtrado através de 8 camadas de tecido de gaze
em tubo Falcon de 50 ml (15 ml/dia), foi feito a coleta em jarro de 1L (300 mil/dia) de
liquido da digesta de cada fermentador, durante o 8°dia foram feitas as coletas nos
horérios 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 apos a alimentacdo da manha e filtradas as amostras
nos tubos Falcon de 15 ml preservadas com 0,2 ml de acido sulfurico (H2SO4) a
50%, centrifugadas a 1.000 x g por 15 minutos a 4°C, filtrados e transferidos para
tubos Eppendorf de 2 ml, entdo centrifugados novamente a 20.000 x g por 30
minutos, o sobrenadante decantado foi armazenado a -20°C para subsequentes
analises da concentracdo de nitrogénio amoniacal (NH3-N) e acidos graxos volateis
(AGV) ruminal. O pH do fermentador foi medido com um pHmetro portatil.

No 10°dia, todo o conteudo do fermentador foi retirado e a digesta sdlida
restante do vaso removida com 200 ml de solucdo salina (NaCl), seguido de
filtragem e espremido manualmente por 8 camadas de gaze. E realizado a primeira
1° centrifugacao do efluente a 1.000 x g por 11 minutos, é filtrado e transferido para
a 2° centrifugagdo 17.700 x g por 23 minutos. O sobrenadante foi descartado e

coletado os pellets bacterianos, que enfim foram liofilizados e armazenados para

20



analises adicionais de purinas, nitrogénio total e MO (Bach et al., 2008) para estimar
a sintese de proteina bacteriana.

5.4. Analises quimicas

As amostras dos alimentos e efluente foram analisadas quanto a MS (método
934.01), EE (método 920.85) e cinzas (método 938.08) de acordo com AOAC
(1990). O teor de proteina bruta das amostras dos ingredientes da dieta foi
determinado usando um analisador de nitrogénio de combustdo Dumatherm (método
990.13; AOAC, 2005). 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 fibra Tecnal TE-149 (Tecnal Equipamentos
Cientificos Piracicaba, SP, Brasil). Para o FDA, as amostras foram analisadas
sequencialmente de acordo com Van Soest e McQueen (1973) e adaptadas para o
analisador de fibra Tecnal TE-149 (Tecnal Equipamentos Cientificos Piracicaba, SP,
Brasil). A concentracdo de carboidratos nao fibrosos dos ingredientes da racéo foi
calculada usando a equacédo: CNF = 100 - (% FDN +% PB +% EE +% cinza) +
NIDN, de acordo com o NRC (2001).

A concentracdo de AGV das amostras de efluente foi determinada com um
cromatografo gasoso (Nexis GC 2030, Shimadzu) equipado com coluna capilar
Nukol (Supelco) de 30 m de comprimento e diametro de 0,53 mm acoplado a um
detector de ionizacdo de chama (FID). A concentracdo ruminal de NH3z-N foi
determinada utilizando a espectrofotometria de acordo com Chaney e Marbach
(1962). As amostras de digesta bacteriana e efluente foram analisadas quanto ao
nitrogénio total e apos liofilizar as amostras, a concentracdo de purina (Zinn &

Owens 1988) foram avaliadas.

5.5. Céalculos

Os célculos das taxas de fluxo dos fermentadores foram realizados de acordo

com proposto por Stern e Endres (1991), visando a obtencdo de uma taxa de

21



diluicdo total (TDT) de 10%/h e uma taxa de diluicdo sdlida (TDS) de 5%l/h,
calculadas conforme equagéo abaixo:

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

TDS (%) = transbordo (mi/h) x 100
Volume do frasco do fermentador
O fluxo de N bacteriano e a eficiéncia bacteriana foram calculados de acordo

com Calsamiglia et al. (1996) como segue:

Fluxo de N bacteriano (g/d) = Fluxo nna (g/dia) x N de Purina efiuente (%0)
Teor de purina nas bactérias (%)
Eficiéncia bacteriana (g/Kg MOF) =  Fluxo de N bacteriano ()
MO verdadeiramente digerida (Kg)

As digestibilidades verdadeiras ruminais dos nutrientes (MS, MO, PB, CNF,
FDN, FDA) foram calculadas conforme exemplificado, a seguir, para MS.

DVws (%) = MS Dieta — (MS efluente — MS saliva — MS bacteriana) x 100
MS dieta
Os fluxos de nitrogénio (N) foram calculados da seguinte forma:

Fluxo nHa-n (9/d) = NH3-N efivente (Mg/dL) x (fluxo total de efluentes (g) /100)

FIuX0o N nao amoniacal (NNA) (g/d) = N efluente (g) — NH3 efluente (g)
FIuXO N da dieta (g/d) = NNA efiuente (g) — N bacteriano efiuente (g)
Fluxo n-pnor (g/d) = Fluxo ntotal — Fluxo N bacteriano efivente

Suprimento n-por (g/d) = N total fornecido — Fluxo n-pnor

Os resultados foram expressos em média e erro padrdo da média (EPM) para cada

medida, juntamente com os valores de significancia estatistica (Valor de P).

5.6. Analises estatisticas
Os dados foram analisados usando o software SAS 9.4 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EUA). Todas as variaveis continuas foram analisadas pelo método
ANOVA de “maxima verossimilhanga restrita” para um delineamento replicado em
guadrado latino 5 x 5. Antes de cada analise, os dados foram explorados para
buscar informacfes dispares e para certificar a normalidade dos residuos pelo Teste
de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE). Para variaveis que n&o envolviam

amostragens no tempo, o efeito de tratamento como efeito fixo foi incluido em todos
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0s modelos estatisticos, mesmo na auséncia de significAncia estatistica. Os efeitos
aleatorios de periodo e fermentador dentro de tratamento foram incluidos no preditor
linear aleatdrio para todos os modelos. O modelo matematico aditivo resultante foi:

Yijkl =p + Ti + fj:i + Pk + eijk

Com fjii =N (0, 0j2); Pk =N (0, ok2) e eijk = N (0, ce2)

onde: Yijk € o valor da variavel dependente, p € a média geral, Ti € o efeito
fixo do i-ésimo tratamento (i = 1 a 5), fj:k é o efeito aleatério do j-ésimo fermentador
dentro do i-ésimo tratamento (j= 1 a 5), Pk é o efeito aleatério do k-ésimo periodo
experimental (k =1 a 5), eijk é o erro residual aleatdrio; ¢j2 € a variancia devida ao
fermentador dentro de tratamento; ok2 é a variancia devida ao periodo experimental;
oe2 é a variancia devida efeito residual; N = distribuicdo Gaussiana. Médias dos

minimos quadrados foram reportadas para todas as variaveis avaliadas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2, apresenta os efeitos da inclusédo de tanino e monensina sobre 0s
parametros da digestibilidade. Os resultados foram obtidos por meio da avaliagdo da
digestibilidade verdadeira de diferentes componentes da dieta. Observou-se que a
inclusdo de tanino e monensina influenciou significativamente a digestibilidade da
proteina bruta. A digestibilidade da proteina bruta apresentou um comportamento
quadratico com a inclusdo de tanino. Isso indica que o tanino pode promover uma
melhor digestdo da proteina bruta até a inclusdo de 0.14% da MS, possivelmente
estimulando a atividade ruminal benéfica para a degradacdo da proteina. Ha
inclusdo de taninos mostrou a afinidade dos taninos com a proteina, causando a
diminuicdo da degradacao de proteina no rimen (OLIVEIRA; BERCHIELLI, 2007).

A Tabela 3 apresenta os efeitos da inclusdo de tanino e monensina sobre
parametros do metabolismo de nitrogénio em um sistema de cultura continua de
duplo fluxo. Observou-se que a inclusdo de tanino afetou significativamente o fluxo
de nitrogénio (N) ruminal em alguns aspectos. Além disso, doses mais altas de
tanino (0.14% e 0.21%) também mostraram uma tendéncia de reducéao no fluxo total
de nitrogénio, embora ndo tenha sido estatisticamente significativa (P < 0.10). No
estudo de Aguerre et al. (2016) foi observado reducao na digestibilidade aparente N
com a inclusao de tanino (0,45 a 1,80% da MS da dieta).

Quanto ao nitrogénio ndo amoniacal (NNA), o tanino ndo apresentou efeitos
significativos em nenhum dos niveis testados. No entanto, a inclusdo de 0.07% da
MS de tanino levou a uma diminuicdo no fluxo de nitrogénio bacteriano comparado
ao tratamento com monensina, mostrando uma relacao significativa (P < 0.05). Os
outros niveis de tanino ndo mostraram diferencas significativas no fluxo de nitrogénio
bacteriano.

A analise das fracbes de nitrogénio degradavel e ndo degradavel no ramen
(PDR e PNDR) revelou que o tanino teve um efeito significativo na PNDR em
resposta ao aumento da dose (P < 0.05). Além disso, a eficiéncia no uso de
nitrogénio (EUN) também foi afetada pelo tanino, mostrando uma relacéo
significativa (P < 0.05) para o tratamento com 0.07% de tanino, que apresentou uma

reducdo na EUN em relagcdo a monensina.
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Em relacdo a monensina, ndo foram observados efeitos significativos em
relagéo ao fluxo total de nitrogénio, NNA e N bacteriano. No entanto, a monensina
apresentou um efeito significativo na PNDR e na eficiéncia no uso de nitrogénio
(EUN). O tratamento com monensina resultou em maior PNDR (P < 0.05) em
comparagao com os tratamentos de tanino.

A analise da eficiéncia bacteriana mostrou que o aumento da dose de tanino
resultou em uma reducao na eficiéncia bacteriana. Além disso, o tratamento com
0.07% de tanino também apresentou uma eficiéncia bacteriana menor em relacdo a
monensina (P < 0.05). A Tabela 4 apresenta os efeitos da inclusdo de tanino e
monensina sobre parametros de pH e da fermentacdo ruminal em um sistema "dual
flow".

O pH ruminal, que é um indicador crucial da atividade microbiana e da
degradacdo dos nutrientes, foi significativamente influenciado pela inclusdo de
tanino e monensina (minimo = 5.8 a Maximo = 6.7), bem como pelo efeito do tempo
(P < 0.0001).
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Tabela 2. Efeitos da inclusdo de tanino e monensina sobre parametros da digestibilidade em sistema de cultura continua de duplo
fluxo.

Tanino, % da MS Valor de P
Item 0 0.07 0.14 0.21 Monensina EPM?! Tratamento? Linear® Quadratico®
Digestibilidade verdadeira
Matéria seca 675 676 717 66.6 70.3 3.61 0.60 0.99 0.92
Matéria organica 71.8 724 76.6 70.8 76.5 3.73 0.43 0.92 0.24
Proteina bruta 75.1 79.8 79.1 70.7 82.5 3.46 0.15 0.26 0.02

'Erro padrdo da média

2Todas as doses de tanino foram comparadas contra a inclusdo de monensina pelo teste de Dunnett considerando *P<0.05 e **P<0.10.
30s efeitos lineares e quadraticos foram acessados considerando somente os niveis de tanino sem a incluséo do tratamento monensina.

Proteina bruta
100.0 q

————
~ -

80.0 s
I I I

60.0

%

40.0

20.0

0.0
0 0.07 0.14 0.21 Monensina

Doses de Tanino

Figura 1. Efeito da inclusdo de Tanino e monensina sobre variaveis de digestibilidade verdadeira ruminal em um sistema de cultura continua de duplo fluxo.
O simbolo “t” indica efeito linear e o simbolo “Q” indica efeito quadratico para niveis de inclusédo de Tanino (P < 0.05).
Todas as doses de tanino foram comparadas contra a inclusdo de monensina pelo teste de Dunnett considerando *P<0.05 e **P<0.10.
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Figura 2. Curva de pH para diferentes doses do bleend de taninos de quebracho e castanheira em sistema “dual flow”.

7 Valores de P:
Tratamento = 0.54
Tempo < 0.0001

6.8 T Interacao = 0.79
Linear doses tanino 0.44

6.6 Quadratico 4ocas tanino = 0.21

6.4 —(
e —=0.07

6.2 0.14

0.21
6 == NOnensina
5.8
5,6

0 1 2 4 6 8 10
Horas em relagao a alimentagao

Legenda: linhas correspondem aos tratamentos indicados pelas cores na legenda. A hora zero corresponde ao momento da

primeira alimentac&o do sistema.
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Tabela 3. Efeitos da inclusdo de tanino e monensina sobre pardmetros do metabolismo de nitrogénio em sistema de cultura
continua de duplo fluxo.

Tanino, % da MS Valor de P
ltem 0 0.07 0.14 0.21  Monensina EPM?! Tratamento! Linear? Quadratico®

Fluxo de N, g/d
N total 1.42 1.31* 1.38 1.43 1.50 0.06 0.24 0.70 0.16
N-NHs 0.15 0.12 0.14 0.15 0.15 0.05 0.62 0.93 0.24
NNA4 1.27 1.19 1.24 1.28 1.35 0.09 0.46 0.73 0.32
N-bacteriano 0.87** 0.85** 0.91 0.79* 1.12 0.08 0.05 0.53 0.42
N-dietético 0.39 0.33 0.32 0.49** 0.23 0.09 0.20 0.30 0.07
N-PDR® 1.66 1.76 174  1.56* 1.82 0.08 0.13 0.26 0.02
N-PNDR® 0.55 0.45 0.46  0.65* 0.38 0.08 0.13 0.26 0.02
PDR. % N dietéticos 75.1 79.8 791  70.7% 82.5 3.58 0.13 0.26 0.02
PNDR. % N dietético® 249 20.2 209  29.3* 17.5 3.58 0.13 0.26 0.02
N disponivel, g/d’ 1.66 1.76 174  1.56% 1.82 0.08 0.13 0.26 0.02
EUN, 96° 533  47.9* 516 50.6 61.3 3.50 0.09 0.74 0.53
204 19.8** 20.1 18.9* 24.7 1.66 0.11 0.50 0.84

Eficiéncia bacteriana®

1Erro padrdo da média; 2Todas as doses de tanino foram comparadas contra a inclusdo de monensina pelo teste de Dunnett considerando *P<0.05 e
**P<0.10; 30s efeitos lineares e quadraticos foram acessados considerando somente 0s niveis de tanino sem a inclusdo do tratamento monensina; 4NAN:
nitrogénio ndo amonia; 5Nitrogénio de proteina degradavel no rimen; 6Nitrogénio de proteina ndo degradavel no rimen; 7g de N total disponivel (consumo
de N + N de saliva) - g de fluxo de N de PNDR; 8Eficiencia no uso de nitrogénio: g de N bacteriano/g de N disponivel; 9g de N bacteriano N/kg de matéria
orgéanica verdadeiramente digerida.

28



Tabela 4. Efeitos da inclusdo de tanino e monensina sobre parametros de pH e da fermentacdo ruminal em um
sistema "dual flow".

Tanino, % da MS Valor de P
ltem 0 0.07 0.14 0.21 Monensina EPM! Tratamento? Tempo Interacdo Linear® Quadratico®
Ph 6.14 6.03 6.11 6.20 6.19 0.078 0.54 <0.0001 0.79 0.44 0.21
AGYV total, mM 87.6 92.3 90.8 78.4 81.5 9.32 0.79 <0.0001 0.19 0.48 0.32
AGVCR total, mM 1.60 2.16 1.66 1.54 1.51 0.38 0.75 <0.0001 0.75 0.70 0.40
AGV perfil,
mol/100mol
Acetato 61.5 56.5 61.7 61.9 57.5 2.36 0.34 0.05 0.91 0.30 0.20
Propionato 22.2 26.1 21.8 21.5 24.2 2.33 0.60 <0.0001 0.98 0.51 0.35
11.8 12.2 11.7 12.8 1.10 0.95 0.03 0.76 0.87 0.97
Butirato 12.1
Isobutirato 0.95 1.03 0.97 1.16 1.09 0.36 0.99 <0.0001 0.58 0.73 0.90
Isovalerato 1.16 2.18 1.30 1.23 1.98 0.72 0.79 0.01 0.80 0.88 0.33
Valerato 2.43 2.23 2.80 2.40 2.51 0.51 0.95 0.0002 0.70 0.80 0.87
Acetatojpropionato 2.98 2.34 3.08 3.08 2.56 0.332 0.41 <0.0001 0.88 0.41 0.31
N-NHs, mg/dL 5.00 3.78 4.65 4.76 5.04 0.872 0.86 <0.0001 0.89 0.99 0.50

Erro padrdo da média
°Todas as doses de tanino foram comparadas contra a inclusdo de monensina pelo teste de Dunnett considerando *P<0.05 e **P<0.10.
30s efeitos lineares e quadraticos foram acessados considerando somente os niveis de tanino sem a inclus&o do tratamento monensina.
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Essa interagdo complexa indica que os tratamentos afetaram o pH de forma
diferenciada ao longo do tempo, mas nédo afetou negativamente a degradacdo de
proteinas, pois o pH néo foi inferior a 5.5 (Bach et al. 2005). O pH € importante na
formacdo do complexo tanino-proteina, sendo ideal em torno de 6.0. Em caso de pH
em torno de 8.0 o complexo tende a ser destruido e pH em torno de 1.0 a 3.0 a
proteina esta na forma livre, cerca de 90% (LEINMULLER et al, 1991).

A Tabela 4 apresenta os efeitos da inclusdo de tanino e monensina sobre
parametros de pH e da fermentacdo ruminal em um sistema "dual flow".

O pH ruminal, que é um indicador crucial da atividade microbiana e da
degradacdo dos nutrientes, foi significativamente influenciado pela inclusdo de
tanino e monensina (minimo = 5.8 a Maximo = 6.7), bem como pelo efeito do tempo
(P < 0.0001). Essa interagdo complexa indica que os tratamentos afetaram o pH de
forma diferenciada ao longo do tempo, mas néo afetou negativamente a degradacéo
de proteinas, pois o pH néo foi inferior a 5.5 (Bach et al. 2005). O pH é importante na
formac&o do complexo tanino-proteina, sendo ideal em torno de 6.0. Em caso de pH
em torno de 8.0 o complexo tende a ser destruido e pH em torno de 1.0 a 3.0 a
proteina esta na forma livre, cerca de 90% (LEINMULLER et al, 1991).

A producdo total de acidos graxos volateis (AGV total) ndo foi
significativamente afetada pela inclusdo de tanino e monensina (P > 0.10), o que
sugere que esses compostos ndo afetaram a fermentacdo ruminal e a producao de
AGVs. A razdo acetato:propionato, que € um importante indicador da fermentacao
ruminal e disponibilidade de substratos, ndo foi significativamente afetada pelos
tratamentos.

A concentracdo de amodnia ruminal (NHz-N) n&o foi significativamente
influenciada pela inclusdo de tanino e monensina (P > 0.10), demonstrando que
esses compostos ndo impactaram a degradacdo de proteinas e a formacdo de
amonia no ambiente ruminal.

A concentracdo de amoénia no rimen é importante para o bom funcionamento
do processo fermentativo. A amdnia esta relacionada a dieta dos ruminantes, dietas
ricas em proteinas fornecem mais ureia resultando em mais nitrogénio para 0s
microrganismos no rumen. Entretanto, é fundamental o equilibrio de proteina na

dieta para que ndo ocorra excessos ou a falta, pois em excesso de aménia causa a
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toxicidade e a falta leva a ineficiéncia do processo de fermentacdo, como a reducgao
dos microrganismos.

Os resultados estatisticos indicam que todas as doses de tanino foram
comparadas com a inclusdo de monensina usando o teste de Dunnett, sendo
consideradas significativas aquelas com *P<0.05 e **P<0.10. Os efeitos lineares e
quadréticos foram analisados apenas considerando os niveis de tanino, sem a

inclusdo do tratamento monensina.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, os tratamentos com tanino ndo obtiveram efeitos
significativos em relacdo a dieta controle. Em relagdo a monensina, também néo
houve diferencas entre os tratamentos avaliados. Dessa forma, mais estudos
necessitam serem desenvolvidos para encontrar a dose 6tima de taninos e promover

alteracdes benéficas na fermentacédo ruminal.
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