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RESUMO

NOZELLA, E. F. Valor nutricional de espécies arbéreo-arbustivas nativas da
caatinga e utilizacdo de tratamentos fisico-quimicos para reducédo do teor de
taninos. 2006. 99 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2006.

As espécies nativas do semi-arido nordestino constituem uma importante fonte de
proteina para o rebanho da regido, especialmente durante a estagao seca. Contudo,
a composig¢ao quimica dessas plantas, especialmente teores de fibra, proteina bruta
e compostos secundarios, apresenta variagdes ao longo do ano, em fungéo do ciclo
fenoldgico. O conteudo de taninos nas plantas pode variar de acordo com as
condigdes climaticas e geograficas. Objetivou-se com o presente estudo: (i) avaliar a
composi¢cao quimica de plantas de trés Estados do nordeste brasileiro; (ii) verificar o
efeito dos taninos na producgéo de gases; (iii) testar métodos de detanificagao, para
melhorar o valor nutritivo dessas plantas. O estudo foi dividido em trés capitulos. No
primeiro, foram avaliadas espécies nativas do semi-arido de Pernambuco, Bahia e
Ceara por meio de andlises quimicas e técnica de produgdo de gases: angico -
Anadenanthera macrocarpa, aroeira - Astronian urundeuva, catingueira - Caesalpinia
bracteosa, jucazeiro - Caesalpinia ferre, jurema preta - Mimosa hostilis, leucena -
Leucaena leucocephala, malva branca - Sida cordifolia, manigcoba - Manihot
pseudoglaziovii, pau branco - Auxemma oncocalyx e sabia - Mimosa caesalpinifolia.
No segundo e terceiro capitulos, foram testados métodos de secagem e aplicagao
de solugdes alcalinas (cinzas de madeira e hidroxido de calcio) e de polietileno glicol
para reducao dos efeitos dos taninos. Os resultados obtidos pela avaliacdo da
composi¢cdo quimica nas trés regides demonstraram que as espécies estudadas
representam uma importante reserva de forragem para os ruminantes e que o teor
de compostos fendlicos deve ser monitorado, uma vez que algumas dessas
espécies apresentam altos teores destes compostos. Os métodos de secagem
testados nao foram eficientes para minimizar a acdo dos taninos e os tratamentos
com solugdes alcalinas e com PEG foram eficazes para reduzir a concentragao dos
taninos, quando medida pela analise quimica. O tratamento com PEG resultou uma

resposta na diminuicdo da atividade dos taninos no bioensaio.

Palavras-chave: analises de taninos, fenadis, polietileno glicol, leguminosas tropicais,

producao de gases.



ABSTRACT

NOZELLA, E. F Nutritional value of plants from caatinga and the use of physical
and chemical treatments to reduce tannin levels 2006. 99 f. Thesis (Doctoral) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
2006.

The typical vegetation of the semi-arid region of northeast Brazil is considered an
important source of protein for the animals, mainly during the dry season. However,
the chemical composition of the plants, as fiber, protein and secondary compounds
change during the year with the different stage of the plants. The tannin
concentration varies according to climatic and geographic conditions. The aims of
this study were: (i) to evaluate the chemical composition of plants of three regions in
the northeast Brazil; (ii) to verify the effect of tannins on gas production; (iii) to use
detanification methods to improve the nutritional value of those plants. The study
contains three chapters. In the first chapter, the following species of plants from
Pernambuco, Bahia and Ceara were evaluated by chemical analysis and gas
production: angico - Anadenanthera macrocarpa, aroeira - Astronian urundeuva,
catingueira - Caesalpinia bracteosa, jucazeiro - Caesalpinia ferre, jurema preta -
Mimosa hostilis, leucena - Leucaena leucocephala, malva branca - Sida cordifolia,
manicoba - Manihot pseudoglaziovii, pau branco - Auxemma oncocalyx and sabia -
Mimosa caesalpinifolia. In the second and third chapters various detanification
methods were tested, as drying processes and application of alkaline solutions (wood
ash and calcium hydroxide) and polyethylene glycol application. The chemical
analysis showed that all the plants studied could be used as animal feed, but the
phenolics contents could be a detrimental factor and should be monitored. The drying
methods were not efficient to minimize tannin effects as showed using the gas
production. The treatment with wood ash, calcium hydroxide and polyethylene glycol
resulted in a decrease of tannins concentration, but only polyethylene glycol

treatment decreased tannins activity during the gas production.

Keywords: tannin assays, phenolics, polyethylene glycol, tropical legumes, gas

production.
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1 INTRODUCAO GERAL

A falta de alimentos volumosos para os rebanhos bovinos, caprinos e
ovinos, durante o periodo de baixa precipitacdo pluviométrica, principalmente, em
zonas aridas e semi-aridas € uma realidade que se repete todos os anos no
nordeste brasileiro e em outras regides do pais. Isto reflete a baixa produtividade na
exploracao de ruminantes nessas zonas, causando fortes transtornos econémicos,
gerando aflicdo e apreensao para os pecuaristas, além de causar sérios problemas
sociais.

O processo de desenvolvimento econdmico do semi-arido brasileiro
depende do aumento das condicbes da produtividade da pecuaria, pois, as
condicbes climaticas nao suportam, em quase toda a area, uma economia
fundamentada unicamente na agricultura.

Em fungcdo dos conhecimentos adquiridos, de conceitos estabelecidos e
de analises técnicas, econOmicas e sociais, admite-se como verdadeiro o
pressuposto de que um dos principais e mais eficazes instrumentos para auxiliar no
combate a pobreza na regido é a melhoria da producdo pecuaria, por meio da
utilizagao racional dos recursos forrageiros nativos e exéticos adaptados.

A pecuaria brasileira €& caracterizada pela utilizacdo de recursos
forrageiros como fator preponderante na redugdo de custos da alimentagcdo de
ruminantes. Na regido semi-arida, as espécies forrageiras arbustivas e arbéreas
constituem-se as mais importantes fontes de alimento para o rebanho.

O interior do nordeste apresenta varias sub-regides, como agreste, cariri e

sertdo, perfazendo o semi-arido nordestino. Nestas éareas, a vegetacéo
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predominante € a caatinga, que se caracteriza por apresentar plantas de baixo ou
médio porte (herbaceo-arbustivo-arbéreo), xerdfilas, e, em sua maior parte,
caducifélias, com predominancia de leguminosas.

Os pequenos ruminantes, como caprinos e ovinos, representam uma das
fontes de renda na regido, e a criacdo é de responsabilidade de toda a familia,
incluindo mulheres e criancas. Poucas pesquisas tém sido feitas para a preservacao
e manejo das fontes locais de alimentos para os animais durante a estagdo seca,
mesmo tendo-se conhecimento de que os caprinos utilizam extensivamente a
vegetacdo existente (arvores e arbustos) na época das chuvas. Dados de
composi¢cao quimica e digestibilidade das espécies arbustivas e arboreas também
sdo poucos. O desconhecimento dos reais potenciais forrageiros das diversas
espécies nativas tem dificultado a realizagdo de um manejo racional dos pastos
naturais, o que tem concorrido para a erradicagao de espécies desejaveis do ponto
de vista forrageiro.

As leguminosas nativas do semi-arido nordestino constituem importante
fonte de proteina para o rebanho da regiao, especialmente durante a estagado seca.
Contudo, a composigao dessas plantas apresenta variagdes ao longo do ano, em
funcao do ciclo fenolégico, e compostos antinutricionais, como taninos, podem estar
presentes nessas plantas.

O conteudo de taninos nas plantas pode variar de acordo com as
condicbes do solo, local, clima, espécie, idade da planta e apresenta uma
composi¢cao quimica variada sendo, muitas vezes, pouco conhecida. Esses
compostos, quando em alta concentracdo, podem afetar o aproveitamento dos
nutrientes pelos animais. O efeito direto desses compostos inclui a inibicdo da

fermentagcdo no rumen pela formagado de complexos com as proteinas e fibras,
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tornando-as resistentes a digestdo, ou indiretamente, pela ligagdo com enzimas
digestivas, inibindo sua agédo catalitica. O efeito adverso dos taninos pode ser
minimizado pelo uso de agentes como polietileno glicol (PEG) e polivinilpoli-
pirrolidona (PVPP), que formam complexos com os taninos.

O presente trabalho foi apresentado em trés capitulos. O primeiro refere-
se a caracterizagao e avaliagao nutricional in vitro de plantas arbéreo-arbustivas de
trés regides do nordeste brasileiro.

O segundo e o terceiro descrevem a aplicagao de tratamentos fisicos e
quimicos para reduzir o teor de taninos dessas plantas.

Objetivou-se com o presente estudo: (i) avaliar a composi¢ao quimica de
plantas de trés estados do nordeste brasileiro (Bahia, Ceara e Pernambuco); (ii)
verificar o efeito dos taninos na producdo de gases; e (iii) testar métodos de

detanificacdo, para melhorar o valor nutritivo dessas plantas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas quimicas dos taninos

Os fendis comuns em plantas ndo sao considerados téxicos em
quantidades e condi¢cdes normais, com excec¢ao dos fendis poliméricos denominados
taninos, que possuem a habilidade de complexar e precipitar proteinas de solucdes

aquosas (SALUNKHE; CHAVAN; KADAM, 1990).
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Os taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes
do metabolismo secundario das plantas (BUTLER et al., 1984) e sédo definidos como
polimeros fendlicos soluveis em agua que precipitam proteinas (HASLAM, 1989).
Taninos sao polifendis de ocorréncia natural, em plantas, que exercem grande
influéncia no valor nutritivo de forragens. Os taninos apresentam alto peso
molecular, entre 500 a 3000 Daltons (MANGAN, 1988) e contém grupos hidroxila-
fendlicos em quantidade suficiente para permitir a formagao de ligagdes cruzadas
estaveis com proteinas (DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE, 1986).

Os taninos também sdo caracterizados pela sua capacidade de se
combinarem com proteinas da pele animal inibindo a putrefagdao, processo este
conhecido como curtimento do couro (DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE,
1986). Esses compostos sao considerados potentes inibidores de enzimas devido a
complexacao com proteinas enzimaticas (NACZK et al., 1994).

Os taninos podem ser classificados em dois grupos: 1) taninos
hidrolisaveis (TH), que, apds hidrolise, produzem carboidratos e acidos fendlicos; e
2) taninos condensados (TC), que séao resistentes a hidrélise e sdo oligdmeros dos
grupos flavan-3-ols ou flavan 3,4-diols (SALUNKHE; CHAVAN; KADAN, 1990). Os
taninos hidrolisaveis sdo unidos por ligagbes éster-carboxila, sendo prontamente
hidrolisaveis em condi¢cbes acidas ou basicas (HAGERMAN; BUTLER, 1981). A
unidade basica estrutural desse tipo de tanino €& usualmente formada por uma
D-glucose com seus grupos hidroxilas esterificados pelo acido galico (galotaninos)
ou pelo acido hexadihidroxifénico (elagitaninos).

Os taninos condensados (TC), ou proantocianidinas, sdo constituidos por
unidades de flavanol: flavan 3,4-diols (leucoantocianidina) ou flavan-3-ols

(catequina). Eles estao presentes em maior quantidade nos alimentos normalmente
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consumidos (DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE, 1986; SALUNKHE; CHAVAN;
KADAN, 1990). Os TC podem conter de duas a cinquenta unidades de flavandides,
possuem estruturagcdes complexas, sado resistentes a hidrolise, mas podem ser
soluveis em solventes organicos aquosos, dependendo de sua estrutura.

Nas plantas, os taninos estdo localizados em vacuolos celulares nas
folhas e na testa das sementes. As principais enzimas envolvidas na sintese desses
compostos e armazenamento sdo a chalcone sintetase (CHS), chalcone isomerase
(CHI), flavondide-3’-hidroxilase (F3'H), flavanona-3-hidroxilase (F3H), dihidroflavanol
redutase (DFR), leucoantocianidina redutase (LAR), antocianidina sintetase (ANS),
favanol-UDP-glicosil transferase (FGT), glutationa trans-membrana (GHS), enzima
de condensacgao (CE), inter-vacular flavan-3,4-diol (LC) e flavan-3-ol transportadora
(C) (AERTS; BARRY; McNABB, 1999).

Além da capacidade dos taninos em precipitar proteina, eles também sao
capazes de interagir com outras macromoléculas, como carboidratos, membrana

celular das bactérias e ions metélicos (LEINMULLER; KARL-HEINZ, 1991).

2.2 Taninos na nutricdo animal

Os taninos sao classificados na nutricdo animal como um fator
antinutricional. Os efeitos dos taninos sdo mais proeminentes nos animais
monogastricos e os teores acima de 1% de taninos condensados na dieta destes

animais podem trazer prejuizos para produgao, afetando principalmente o consumo
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e a digestibilidade da proteina e dos aminoacidos essenciais (McDONALD et al.,
1995).

Os ruminantes sdo mais tolerantes aos taninos devido a ag¢ao dos
microrganismos do rumen que diminuem os efeitos negativos destes compostos,
pois s&o capazes de degradar diversos fatores antinutricionais em compostos mais
simples e nao téxicos (SELINGER; FOSBERG; CHENG, 1996).

Os compostos fendlicos glicosilados como os flavondides séao
metabolizados no rumen por meio de hidrélise acida ou enzimatica do glicosideo e
posterior quebra do anel aromatico. Os produtos da degradacédo dos flavondides
incluem acetato, butirato, mono e dihidroxifendlicos e floroglucinol (McSWEENEY et
al., 2001).

Pesquisas foram feitas com o objetivo de estudar o valor nutritivo e o
consumo voluntario de plantas tipicas da flora do sertdo nordestino (ARAUJO;
VIEIRA, 1987a; 1987b; 1990), e concluiu-se que os fenos de plantas nativas como a
orelha de onga (Macroptilium martii), camaratuba (Cratylia mollis), jitirana (Merremia
aegyptia) e mororé (Bauhinia cheilantha) poderiam servir de alimento para caprinos.

Muitos trabalhos citados na literatura mostram que quantidades
moderadas de taninos condensados (10 a 40 g kg’ MS) podem prevenir o
timpanismo, aumentar o fornecimento de proteina “by-pass” (proteina né&o
degradada no rumen) para digestao no intestino delgado, e melhorar a utilizagao de
aminoacidos essenciais da dieta (BRANDES; FEITAS, 1992).

O complexo tanino-proteina é formado a partir da mastigagcéo de plantas
que contém taninos. Este é estavel em variacdo de pH entre 3,5 — 7,0. Isso faz com
que a proteina fique protegida da hidrélise microbiana e da deaminagao no rumen,

uma vez que o pH deste 6rgao encontra-se geralmente nessa faixa, aumentando o
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fluxo de proteina do alimento disponivel para a digestdo e absorgao pds-rimen
(AERTS; BARRY; McNABB, 1999).

Ha poucos estudos da degradacédo de taninos pela microbiota ruminal.
Alguns dados sugerem que o acido galico (MURDIATI; McSWEENEY; COWRY,
1987) e oligoflavandis podem ser degradados pelos microrganismos do rumen
(DESCHAMPS; LEBEAULT, 1985; DESCHAMPS, 1985). Os oligoflavandis inibem
as atividades proteoliticas, ureoliticas e celuloliticas do rumen (LOHAN et al., 1983).
Mueller-Harvey et al. (1987) verificaram que a atividade da celulase in vitro variou de
2 a 70% com a adigao (ao meio de incubagao) de extratos de compostos fendlicos
de diversas plantas. Os resultados mostraram que taninos condensados podem
reduzir a digestibilidade da fibra e alterar a cinética da fermentacao de leguminosas
tropicais. Esses efeitos podem ser minimizados ou eliminados pela adicdo do PEG
(polietileno glicol).

Os efeitos adversos dos taninos incluem: reducdo no consumo; baixa
digestibilidade; inibicdo de enzimas digestivas; perda de proteinas enddgenas, e
efeitos sistémicos como resultados de produtos degradados de taninos hidrolisaveis
no trato gastrointestinal (GETACHEW; MAKKAR; BECKER, 2000b).

Os taninos podem reduzir a ingestdo por diminuicdo da aceitabilidade e
por afetar negativamente a digestdo. A aceitabilidade é reduzida por causa dos
taninos serem adstringentes. Adstringéncia € a sensacgéo causada pela formacgao de
complexos entre os taninos e glicoproteina salivar, e pode aumentar a salivagao e
diminuir a aceitabilidade (REED, 1995). Quanto menor a aceitabilidade, menor a

ingestao de alimento e, assim, a produtividade animal.
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Métodos para inativagao e/ou remocdo dos taninos

Alguns métodos para inativagdo e/ou remogao dos taninos séo indicados:
remocao fisica dos taninos por extragdo ou moagem: através do uso de solugéo
aquosa de alcalis ou mesmo agua, na qual as plantas ou sementes sao
colocadas por algum tempo. A moagem das plantas ou sementes &€ um processo
que pode auxiliar a extracdo dos taninos, antes do tratamento com liquido
(BUTLER, 1989);
adicdo de agentes como metionina ou colina na dieta de aves diminui o dano
causado por produtos secundarios do metabolismo dos taninos (RAYUDU et al.,
1970);
inativacdo dos taninos por tratamento com hidroxido ou carbonato de calcio
(SALUNKHE; CHAVAN; KADAN, 1990);
selecdo de variedades de plantas com teores mais baixos de taninos (PRICE;
BUTLER, 1980).

Foram feitos esforgcos para melhorar a utilizagdo das plantas taniniferas

pelos os ruminantes por meio de redugdo do teor de tanino por tratamentos

quimicos, fisicos ou biolégicos (MAKKAR, 2003a). Uma técnica amplamente estudada é

a adicao de polietileno glicol (PEG), que se liga aos taninos e pode reduzir seu efeito negativo

(BARRY; McNABB, 1999; PRIOLO et al., 2000; VILLALBA; PROVENZA; BANNER, 2002;

MAKKAR, 2003a).

Polietileno glicol (PEG) € um polimero sintético pelo qual os taninos tém

uma maior afinidade que por proteinas. O rompimento do complexo tanino-proteina

aumenta disponibilidade de proteina para a microbiota do rumen o0 que ocasiona
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beneficios ao animal. O uso do PEG como um agente neutralizante do tanino para
melhorar o valor nutritivo de alimentos taniniferos tem sido estudado (BEN SALEM et
al., 2002; SILANIKOVE; PEREVOLOTSKY; PROVENZA, 2001; MAKKAR, 2003b).
Embora esta técnica de incorporagao de PEG seja bastante efetiva, sucesso na sua
adocao por fazendeiros depende da relagédo de custo-beneficio.

Os complexos formados com taninos e proteinas e/ou carboidratos podem ser
guebrados sob condi¢des de alta acidez (pH < 3,5) ou alcalinidade (pH > 7,5) (BEN SALEM,;
SAGHROUNI; NEFZAQOUI, 2005). Estudos mostraram que tratamento de plantas taniniferas
com fontes alcalinas (uréia, hidroxido de sédio, hidréxido de potassio, etc.) e agentes oxidantes
(dicromato de potassio, permanganato de potassio, etc.) diminuiu a concentragéo de fendis,
taninos totais e taninos condensados (RUSSELL; LOLLEY, 1989; MAKKAR; SINGH, 1992).
Porém, a desvantagem principal destes tratamentos quimicos foi a perda de nutrientes soluveis
(BEN SALEM; SAGHROUNI; NEFZAQUI, 2005).

Uma boa fonte de alcali, representada pelas cinzas de madeira, pode ser
facilmente obtida em condicbes de campo e praticamente sem custo. Experimentos
mostram que uma solugédo 10% de cinzas de madeira de carvalho reduziu os teores
de fendis, taninos condensados e a capacidade de precipitacao de proteinas em 66,
80 e 75% em folhas de carvalho, enquanto que para as cinzas de pinus esses
valores foram 69, 85 e 80%, respectivamente (MAKKAR; SINGH, 1992). O uso de
solugdes de cinzas tem também trazido resultados positivos no tratamento de sorgo
e milheto para consumo humano.

Os efeitos do armazenamento e adigdo de uréia foram investigados por
Makkar (2001) que constatou que o tratamento dos alimentos pela adi¢ao de 4% de
uréia (armazenamento a 30°C e 55% de umidade) pode levar a redugao no teor de

fendis totais e taninos condensados de 88 a 100%.
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A secagem de folhas de carvalho sob diferentes condigdes (90°C por
24 h, 60°C por 48 h, secagem a sombra por 24, 48 ou 72 h e secagem ao sol por 24
ou 48 h), ndo teve efeitos nos niveis de fendis totais, taninos condensados e na
capacidade de precipitagcao de proteinas. Entretanto, para folhas de mandioca e de
leucena, a secagem a 90°C por 24 h reduziu o conteudo de taninos (MAKKAR,

2001).

2.4 Métodos de quantificacdo dos taninos

A quantidade e o tipo de tanino sintetizado pelas plantas variam
consideravelmente, dependendo da espécie da planta, dos cultivares, do tecido, do
estagio de desenvolvimento e das condi¢des ambientais. Portanto, os estudos dos
efeitos nutricionais dos taninos, em animais, exigem a quantificagdo dos taninos
presentes na dieta. Devido a complexidade dos taninos, varios métodos tém sido
desenvolvidos para a sua quantificacdo. Nenhum deles, porém, € completamente
satisfatorio.

Os métodos mais citados na literatura para a determinacéo de taninos em
forragens sao os métodos colorimétricos.

A preparagao das amostras tem grande influéncia na determinagao de
taninos e na relagdo com os polifendis das plantas (REED, 1995).

As amostras para determinacdes de taninos devem ser de preferéncia
frescas e transportadas em baixa temperatura (no gelo ou diéxido de carbono) e

devem ser secas ao ar (a sombra) ou, nos tropicos umidos, recomenda-se logo apos
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a coleta, a pré-secagem das amostras em estufa a temperatura de 40°C (MUELLER-
HARVEY, 2001).

Outros métodos para a determinagao de taninos incluem a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, na sigla em inglés), métodos de ligacéo e
precipitacdo com proteinas. A dificuldade dessas analises e suas interpretacdes
ocorrem porque a maioria dos métodos mede taninos nao em termos absolutos, mas
em relagao a padrdes, por exemplo, acido tanico ou acido galico.

A extragdo dos taninos dos tecidos vegetais é dificil porque eles podem
estar ligados a carboidratos, proteinas, parede celular ou sao insoluveis
(SALUNKHE; CHAVAN; KADAN, 1990).

Os métodos gravimétricos foram desenvolvidos para tentar resolver o
problema do uso de padrées (MAKKAR et al., 1993), mas também dependem da
eficiéncia da extracao.

Ha atualmente uma grande tendéncia no uso de técnicas in vitro, como a
producao de gases, para avaliar forragens e efeitos dos taninos na fermentagao no

ramen (GETACHEW, 1999).

2.5 Producao de gases in vitro

A técnica de produgdo de gases € baseada na simulagdo das
fermentagdes ruminais em frascos de vidro inoculados com microrganismos do
rumen. A produgao de gases pode ser medida em tempos pré-determinados para a

descricdo da cinética de fermentacdo e, apds 96 horas de incubacido, o material
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residual é filtrado para a determinacdo da matéria organica digerida (MOD)
(THEODOROWU et al., 1994).

Algumas metodologias foram criadas para a utilizagdo da técnica de
producao de gases, com o uso de seringas de vidro, ou garrafas de vidros, ou ainda
utilizando aparelhos mais sofisticados. A base desta técnica € a mesma,
independente da metodologia usada. Certa quantidade de amostra € colocada em
um recipiente hermeticamente fechado, contendo uma solugao tampao, uma solucao
de macro e micro-minerais € um indculo (microrganismos ruminais) (BUENO, 1998).

Outra possibilidade apresentada por esta metodologia € a determinagao
da degradabilidade da matéria seca e/ou organica durante a producdo de gases.
Isso permite que melhor se interprete a cinética fermentativa comparando a taxa de
desaparecimento de material, semelhante ao que é feito pela técnica in situ de
degradabilidade ruminal desenvolvida por @rskov e McDonald (1979).

Alguns modelos matematicos sao utilizados para expressar os dados da
cinética fermentativa, sendo que os mais comumente usados nos trabalhos
cientificos sdo o de drskov e McDonald (1979) e o de France et al. (1993). O modelo
de France et al. (1993), representa melhor o perfil sigmoidal da cinética fermentativa,
do que o modelo de @rskov e McDonald (1979) por ser a técnica de produgao de
gases mais sensivel que a técnica das sacolinhas.

A técnica de produgao de gases in vitro, para estudos da acgao de fatores
antinutricionais, apresenta varias vantagens sobre outros métodos como a
digestibilidade in situ ou in vitro que séo baseados na determinagado gravimétrica de
residuos (GETACHEW et al., 1998).

A produgao de gases tem sido utilizada por muitos pesquisadores, com a

finalidade de estudar o efeito de algumas forrageiras que possuem fatores
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antinutricionais na fermentagcdo ruminal e digestibilidade da matéria seca. A
utilizagdo desta metodologia com a adigdo de agentes ligantes de taninos, como o
polietileno glicol, para avaliar os efeitos dos taninos nos processo digestivo dos
ruminantes vem sendo estudada por varios pesquisadores (MAKKAR; BLUMMEL;

BECKER, 1995a; GETACHEW; MAKKAR; BECKER, 2000a).
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3 CARACTERIZACAO NUTRICIONAL E AVALIACAO IN VITRO DA
ATIVIDADE BIOLOGICA DOS TANINOS DE PLANTAS DE TRES
ESTADOS DO NORDESTE BRASILEIRO

Resumo

No presente trabalho objetivou-se (i) avaliar a composicdo quimica de plantas
(angico - Anadenanthera macrocarpa, aroeira - Astronian urundeuva, catingueira -
Caesalpinia bracteosa, jucazeiro - Caesalpinia ferre, jurema preta - Mimosa hostilis,
leucena - Leucaena leucocephala, malva branca - Sida cordifolia, manigoba -
Manihot pseudoglaziovii, pau branco - Auxemma oncocalyx e sabia - Mimosa
caesalpinifolia) de trés estados do nordeste brasileiro (Pernambuco, Bahia e Ceara);
(i) verificar o efeito dos taninos na producao de gases. Polietileno glicol (PEG) foi
adicionado ao meio de fermentacdo (1 g PEG 6000 g substrato) para avaliar os
efeitos dos taninos na producdo de gases. Observou-se grande variagdo na
composi¢cado quimica, nos compostos fendlicos e na produgcédo de gases nas plantas
estudadas. A analise quimica indicou que todas as amostras apresentaram alto
contetido de PB (102,4 a 197, 3 g kg™"). Malva branca e pau-branco foram as plantas
que apresentaram teores mais altos de FDN (P<0,05) em comparagao com as
outras plantas investigadas. Os resultados mostraram que a concentragao de fendis
totais (FT), taninos totais (TT) e taninos condensados (TC) variaram
significativamente entre as espécies. O conteudo de TC na catingueira, jucazeiro,
malva branca e pau branco foram baixos, dentro da faixa considerada segura para
os animais (30 a 40 eg-g leucocianidina kg'MS). Aroeira e jurema preta
apresentaram teores de FT, TT e TC elevados. Angico, aroeira, jurema preta e sabia
apresentaram os maiores incrementos de gases com a adigado do polietileno glicol
(PEG), o que pode estar relacionado a atividade biolégica dos taninos. Os aumentos
de porcentagem de produgdo de gases na presengca de PEG variaram de -1,9 a
131,1 %. O pequeno efeito do PEG na produgdo de gases para catingueira,
jucazeiro, malva branca e pau branco, foi provavelmente, devido a baixa
concentracdo de TC nessas plantas. Nas trés regides estudadas as plantas
apresentaram alto teor em PB e algumas espécies tiveram conteudo de compostos
fendlicos considerado prejudicial aos animais.

Palavras-chave: caatinga, forrageiras, antinutricional, produgédo de gases, polietileno

glicol.
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NUTRITIONAL CHARACTERIZATION AND IN VITRO EVALUATION OF TANNINS
BIOLOGICAL ACTIVITY OF BROWSES FROM THREE BRAZILIAN NORTHEAST
STATES

Abstract

The aims of the present study were: (i) to evaluate the chemical composition of plants
of northeast of Brazil. The plants studied were: angico - Anadenanthera macrocarpa,
aroeira - Astronian urundeuva, catingueira - Caesalpinia bracteosa, jucazeiro -
Caesalpinia ferre, jurema preta - Mimosa hostilis, leucena - Leucaena leucocephala,
malva branca - Sida cordifolia, manigcoba - Manihot pseudoglaziovii, pau branco -
Auxemma oncocalyx and sabia - Mimosa caesalpinifolia and they were collected
from Pernambuco, Bahia and Ceara states; (ii) to study the effect of tannins on gas
production. Polyethylene glycol (PEG) was added to the fermentation medium (1 g
PEG 6000 g™ substrate) to evaluate the effects of tannin on gas production. A wide
variation on chemical composition and gas production was observed. All the plants
had high crude protein (CP) content (102.4 a 197.3 g kg™'). Malva branca and pau
branco showed the highest values of neutral detergent fiber (NDF) (P<0.05). Total
phenol (TP), total tannins (TT) and condensed tannins (CT) showed a large variation
among species. CT content of catingueira, jucazeiro, malva branca and pau branco
was within the range considered as safe for animal nutrition (30 a 40 eqg-g
leucocyanidin kg'MS). TP, TT and CT were high for aroeira and jurema preta. The
highest increases on gas production with PEG were for angico, aroeira, jurema preta
and sabia indicating high tannin bioactivity. Catingueira, jucazeiro, malva branca and
pau branco showed low CT content and low effect of PEG on gas production. The
plants in the three regions presented high CP content and some species showed

high concentration of phenolics.

Keywords: caatinga, forage, anti-nutritional, gas production, polyethylene glycol.



28

3.1 INTRODUCAO

A utilizagao de folhas de arvores e arbustos como alimento para animais é
uma pratica comum que tem crescido nos ultimos anos. O reconhecimento do
potencial de folhas de arvores para produzir quantidades consideraveis de biomassa
de alto teor protéico tem conduzido ao desenvolvimento de sistemas de pecuaria
que integram o uso de folhas de arvores e arbustos com outros alimentos mais
convencionais. Folhas e arbustos tém sido fontes de alimento de alta qualidade para
ruminantes, especialmente como fontes de proteina e energia em condi¢des severas
e aridas (OTCHERE; NURU, 1988; AHN et al., 1989; DEVENDRA, 1990).

A vegetacdo nativa do nordeste brasileiro, denominada caatinga, €
composta de plantas xerodfilas, lenhosas, deciduas, em geral espinhosas, com um
padrao de arbdreo a arbustivo ou herbaceo estacional (VASCONCELOS, 1997). Por
sua abundancia e resisténcia a seca, essa vegetacdo tem sido historicamente
utilizada para alimentagcdo animal, constituindo, muitas vezes, a unica fonte de
proteina e energia para os animais da regiao. Cerca de 70% das espécies lenhosas
de alguns sitios ecologicos participam da dieta de bovinos, caprinos e ovinos
(ARAUJO FILHO; GADELHA; SOUZA, 1993).

Apesar do seu potencial como recurso de alimento para ruminantes, a
maioria dos arbustos tropicais contém niveis altos de fatores antinutricionais como
os taninos. Em teores elevados, os taninos podem ter efeitos prejudiciais, reduzindo
a aceitabilidade, pelos animais, o consumo e a digestibilidade (WAGHORN et al.,
1987; SALUNKHE; CHAVAN; KADAM, 1990; KUMAR; D'MELLO, 1995).

Taninos sdao compostos polifendlicos que ocorrem nas plantas e que
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possuem a habilidade de formar complexos com proteinas, carboidratos e outros
nutrientes (LOWRY; McSWEENEY; PALMER, 1996). A formagdo de complexos,
especialmente com proteinas, leva a menor absor¢do de nutrientes, agravando
ainda mais o quadro de deficiéncia nas regides tropicais.

Os principais efeitos negativos encontrados por Lemmuller; e Karl-Heinz
(1991), em estudos in vitro, foram no metabolismo dos carboidratos (diminuigdo dos
acidos graxos volateis, da digestibilidade da matéria organica e da produgao de
gases) e no metabolismo das proteinas (redugcédo dos conteudos de aménia, inibigao
de atividade da urease e da protedlise da caseina).

Os efeitos negativos na fermentacdo ruminal podem ser estudados por
meio da técnica in vitro de produgao de gases, pois estes efeitos sao refletidos no
volume dos gases produzidos. Os resultados deste tipo de estudo podem ser mais
eficientes que a analise quimica dos taninos, pois este se baseia em padrbes que
podem apresentar efeitos biolégicos diferentes dos fatores antinutricionais presente
nos alimentos. (GETACHEW et al., 1998).

O polietileno glicol (PEG) é um polimero sintético pelo qual os taninos tém
uma afinidade mais alta que pelas proteinas. O uso de PEG como um agente
neutralizante dos efeitos dos taninos para melhorar o valor nutritivo de alimentos
taniniferos tem sido reportado (BEN SALEM et al., 2002; SILANIKOVE;
PEREVOLOTSKY; PROVENZA, 2001; MAKKAR, 2003b).

O bioensaio, metodologia desenvolvida por Makkar, Blummel e Becker
(1995a), tem como base o uso de PEG na determinagao dos efeitos dos taninos
condensados na produg¢ao de gases in vitro. A afinidade das moléculas de taninos
pelo PEG resulta em acréscimos na produgao de gases e, por meio de diferengas, é

possivel avaliar a atividade dos taninos presentes nos alimentos.
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Os objetivos deste trabalho foram (i) investigar a composi¢cao quimica e a
cinética de fermentacao de varias plantas de trés estados do nordeste brasileiro; e
(i) estudar os efeitos da adigdo de PEG para minimizar a agdo dos taninos no

processo fermentativo.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Descricdo da area e coleta das plantas

Foram coletadas plantas de trés estados do nordeste brasileiro:
Pernambuco, Bahia e Ceara. As descrigcdes das areas de coletas e da amostragem

feita encontram-se a segquir:

Pernambuco

As coletas das amostras foram realizadas na regido semi-arida (Agreste)
do Estado de Pernambuco (latitude 8°4’S e longitude 34°53’0), no Centro de
Treinamento e Profissionalizagdo em Caprino-Ovinocultura de Sertania, da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), no municipio de Sertania. Esta
regido apresenta duas estagdes distintas, baseadas na precipitagdo anual: a estagao
de inverno (periodo das chuvas), com duragdo de 3 a 5 meses, que ocorre entre
abril e agosto e a estagao de verao (periodo da seca), com duragédo de 7 a 9 meses,

mas que pode se prolongar por 18 meses ou mais. As chuvas, quando ocorrem, sao
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geralmente torrenciais e irregulares. Embora o nivel de precipitacdo, em valores
absolutos, ndo seja muito baixo (300 — 600 mm/ano), as altas taxas de evaporagéao
(2000 mm/ano) causam balango negativo de agua. A umidade relativa do ar é, em
média, de 50% e a temperatura média anual oscila entre 25 e 34°C.

Estas coletas foram feitas em abril de 2002 (estacdo chuvosa) e as
espécies coletadas foram: angico (Anadenanthera macrocarpa), aroeira (Astronian
urundeuva), jurema preta (Mimosa hostilis), malva branca (Sida cordifolia) e

manigoba (Manihot pseudoglaziovii).

Bahia

As plantas foram coletadas no semi-arido (Agreste) do Estado da Bahia
(latitude 09°24’S e longitude 40°26°'0O), na Estagdo Experimental de Caraibas. A
precipitacdo média nessa regido é de 512 mm e a época chuvosa dura 3 a 6 meses,
entre janeiro e junho. A umidade relativa do ar é de aproximadamente 62%. A
temperatura dessa regido oscila entre 21,0°C e 32,5°C (média 26,5°C).

As amostragens foram realizadas no periodo das chuvas (abril-2003) e
foram coletadas cinco espécies com potencial forrageiro: catingueira (Caesalpinia
bracteosa); jurema preta (Mimosa hostilis); leucena (Leucaena leucocephala); malva

branca (Sida cordifolia) e manigoba (Manihot pseudoglaziovii).

Cearé
As amostras foram coletadas no Centro Nacional de Pesquisa de
Caprinos (EMBRAPA-Caprinos), na regido semi-arida (Agreste) de Estado de Ceara,
(latitude 3°72' S e longitude 40°39' O), na Estacado Experimental de Sobral. A meédia

pluviométrica nesta regido € de 722 mm, o que corresponde a 95,15% da média total
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do ano. A umidade relativa do ar € de aproximadamente 69%. A temperatura dessa
regidao oscila entre 25°C e 35°C (média de 28°C).

As amostras foram coletadas no periodo das chuvas (abril-2004). Cinco
espécies com potencial forrageiro foram selecionadas: catingueira (Caesalpinia
bracteosa); jucazeiro (Caesalpinia ferrea); jurema preta (Mimosa hostilis); pau

branco (Auxemma oncocalyx) e sabia (Mimosa caesalpinifolia).

Coleta de amostras

A coleta das amostras foi realizada do mesmo modo nas trés regides. Nas
areas de coletas foram selecionados trés pontos diferentes e nesses locais o
material foi coletado de cinco plantas de cada espécie, num total de
aproximadamente 3 kg de matéria verde, para cada uma. A amostragem foi feita
simulando o pastejo dos animais, sendo coletadas as folhas e ramos com no
maximo 6 mm de espessura. As arvores apresentavam altura aproximada de 2 m.

As amostras foram secas em estufa a 40°C, com circulacéo de ar forcada
por 48 h. Todo o processo de secagem foi realizado no proprio local de trabalho,
sendo que por varias vezes as plantas foram revolvidas para uma secagem
homogénea.

Depois de realizada essa primeira etapa, as amostras foram colocadas
em sacos de papel, identificadas e transportadas para o Laboratério de Nutricao
Animal (LANA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), em
Piracicaba, SP, onde foram realizadas as analises.

Foi feita a moagem das amostras em moinho Wiley, usando peneiras de
perfuracdo de 1 mm para as analises quimicas e para a técnica in vitro e de 0,25 mm

para determinacao de compostos fendlicos. O material moido foi armazenado em
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potes plasticos e armazenado em temperatura ambiente, em local arejado e escuro,
para evitar a degradagao dos taninos.

Essas plantas foram selecionadas porque estudos anteriores mostraram
que sao importantes fontes alimentares para caprinos e ovinos na caatinga
(ARAUJO FILHO, 1990; BARROS; SOUZA; ARRUDA, 1997; ARAUJO FILHO;

CARVALHO, 1998).

3.2.2 Andlises quimicas

As plantas foram caracterizadas quimicamente segundo a A.O.A.C.
(1995) (MS — matéria seca; MM — matéria mineral; MO — matéria organica; e PB —
proteina bruta). Os teores em fibra em detergente neutro (FDN) e em detergente
acido (FDA) foram determinados segundo Mertens (2002). Os conteudos de fendis
totais e taninos totais foram analisados pelo método Folin-Ciocalteu e taninos
condensados (proantocianidinas) pelo método butanol-HClI (MAKKAR, 2000),

conforme descricdo a seguir.

3.2.2.1 Determinacio de fendis totais, taninos totais e taninos condensados

Extracdo das fracGes soluveis

Para a extragao das fragdes a serem analisadas, 200 mg de amostra seca
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e moida (0,25 mm) foram adicionados a 10 ml de solugao agua:acetona (30:70, v/v)
e submetidos a banho ultra sénico (KERRY ULTRASONICS LIMITED — MODELO
250), por 20 min. Os contetidos foram centrifugados por 10 min (3000 xg) a 4°C

(centrifuga IEC CENTRA — 7R). O sobrenadante foi coletado e conservado em gelo.

Curva padréao e reagentes para determinacédo de fendis e taninos totais
A curva padrao (Quadro 3.1) para fendis e taninos foi feita utilizando-se
solugdo padrdo de acido tanico (Merck) — 0,1 mg ml" e a leitura foi feita em

espectrofotdbmetro, em absorbancia, a 725 nm.

Quadro 3.1 — Curva padrao de acido tanico

Reagente

o PR laa  Fin o ORGER)T Acidonic
(1) ) (mi)

T0 0 500 250 1,25 0

T1 20 480 250 1,25 2

T2 40 460 250 1,25 4

T3 60 440 250 1,25 6

T4 80 420 250 1,25 8

T5 100 400 250 1,25 10

O reagente Folin Ciocalteu (1 N) foi preparado utilizando-se o reagente
comercial Folin Ciocalteu (2 N) (Merck) diluido 1:1 (v/v) com agua destilada. A
solugéo de carbonato de sodio (Na,COs) foi preparada a partir de solugdo contendo

18,53 g de Na,COg dissolvidos em 250 ml de agua destilada (solu¢ao 20 % p/v).

Determinacdo de fenois totais
Para a analise de fendis e taninos, varias diluicbes das amostras foram

testadas previamente, dependendo da concentragdo presente nas amostras. A
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melhor diluigdo foi aquela na qual os resultados ficaram na faixa mediana da curva
padréao.

Em tubos de ensaio, foram adicionados: 50 ul do sobrenadante referente
a cada amostra (em duplicata), 450 ul de agua destilada, 250 ul do reagente Folin
Ciocalteu (1 N) e 1,25 ml de solugéo de carbonato de sddio a (20%). Os tubos foram
agitados e, apdés 40 min, foi feita a leitura em espectrofotdbmetro (DU — 64
BECKMAN), em absorbancia a 725 nm. O teor de fendis totais (FT) foi calculado em
equivalente de acido tanico, pela curva de calibracdo, e expresso com base na

matéria seca.

Determinacao de taninos totais

Foram pesados 100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) (SIGMA P-6755)
em tubos de ensaio e, nestes tubos, adicionados 1 ml de agua destilada e 1 ml do
sobrenadante resultante da extragao descrita anteriormente. Apos agitacao, os tubos
foram colocados em geladeira por 15 min e em seguida, agitados novamente. Os
tubos foram centrifugados a 3000 xg por 10 min a 4 C (centrifuga IEC CENTRA —
7R) e o sobrenadante foi coletado. Do sobrenadante, 100 ul foram pipetados em
tubos de ensaio (em duplicata), e aos tubos foram adicionados 400 ul de agua
destilada, 250 ul do reagente Folin-Ciocalteu (1 N) e 1,25 ml de solugdo de
carbonato de sodio a (20%). Apos 40 min, foi feita a leitura em espectrofotémetro,
em absorbancia a 725 nm. Obteve-se assim a concentragédo de fendis simples.

Para a obtencao dos taninos totais, foi feita a diferenga entre o teor de

fendis totais e fendis simples.
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Determinacao de taninos condensados

Os reagentes utilizados para a determinagdo dos taninos condensados
foram butanol-HCI (95:5 v/v), preparado com 950 ml n-butanol em 50 ml HCI
concentrado (37%), e reagente férrico (16,6 ml HCI 2 N e 2,0 g sulfato férrico de
amoénio).

Foram adicionados, em trés tubos de ensaio, 0,5 ml do sobrenadante,
3 ml de reagente butanol-HCI e 0,1 ml de reagente férrico, sendo posteriormente
agitados. Dois tubos foram colocados em banho-maria a 100°C, por 1 h. Um dos
tubos foi mantido sem aquecimento sendo considerado branco, cujo valor foi
subtraido dos tubos aquecidos.

Decorrido o tempo necessario, os tubos foram esfriados e as leituras
foram feitas através de espectrofotometro em absorbancia a 550 nm. Os valores de
taninos condensados, expressos como equivalente-grama de leucocianidina kg™ MS
foram calculados pela formula:

(A 550nm x 78,26 x fator de diluicdo*) / (g kg™ MS) * fator de diluicéo igual a 1.

Essa formula assume que o coeficiente E'” ' ™ 950" ge |eucocianidina é

460 (PORTER; HRSTICH; CHAN, 1986).

3.2.3 Producéao de gases e bioensaio

A técnica de produgdo de gases e o bioensaio foram conduzidos de
acordo com Mauricio et al. (1998) e Bueno et al. (2005).

O indculo constituiu-se de material do riumen coletado de ovinos machos
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adultos, castrados, da raca Santa Inés, providos de canula permanente de riumen e
alimentados a pasto com a suplementagdo diaria de 500 g de concentrado
comercial.

Para o preparo do in6culo, as fragcdes liquida e sélida do conteudo ruminal
foram coletadas separadamente e misturadas na proporgéo de 50% de material da
fase sélida e 50% da fase liquida, sendo homogeneizadas em um liquidificador por
10 s. Isto foi feito para a recuperagdo dos microrganismos celuloliticos que se
aderem fortemente a fracido sélida. O material resultante foi filtrado em trés camadas
de tecido de algodéo (fralda). As fragbes filtradas foram misturadas e mantidas em
banho-maria a 39°C, com dioxido de carbono insuflado sobre o inéculo
continuamente.

Os seguintes horarios foram usados para medida de pressdo dos gases
produzidos: 3, 6, 9, 12, 16, 24, 36, 48, 72 e 96 h apds inoculagao, que foi feita por
meio de um transdutor - medidor de pressao (PDL800, LANA/CENA-USP,
Piracicaba/SP) (THEODOROU et al., 1994). A quantidade de gases foi estimada
através da formula: V=0,1171p*+4,7659p (NOZELLA et al., 2006) onde V é o volume
de gases (ml) e p é a pressdo medida (psi).

De cada leitura de pressao, foi subtraido o total produzido pelas garrafas
sem substrato (branco), referente a cada amostra.

O bioensaio foi feito para avaliar os efeitos dos taninos nas plantas
utilizando-se PEG. As amostras foram colocadas em garrafas de vidro de 160 ml,
previamente identificadas e nestas, foi colocado cerca de 1 g de amostra sendo que
em duas garrafas foi adicionado 1 g de PEG de acordo com Makkar, BlUmmel e
Becker (1995a). Também foram preparadas quatro garrafas sem substrato, usadas

como branco (duas com PEG e duas sem PEG). A cada garrafa foram adicionados
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90 ml de solugéao nutritiva e 10 ml de inéculo. As garrafas foram fechadas com rolhas
de borracha, homogeneizadas e em seguida levadas a incubadora a 39°C. Este foi

considerado o tempo zero. O periodo de incubacgao foi de 24 h.

3.2.4 Anadlise estatistica

Os resultados das analises de caracterizagao quimica, da produgao de
gases e do bioensaio das plantas foram submetidos a delineamento estatistico
inteiramente casualizado, tendo como fonte de variagdo as cinco plantas em
triplicata (n = 15).

Os resultados referentes aos teores de FT, TT, TC e ao incremento de
gases foram analisados apds transformagao logaritmica [log (x+10)]. A analise de
variancia foi realizada utilizando o PROC GLM do programa estatistico SAS (SAS,
2000). O nivel de probabilidade para aceitagao ou rejeicdo no teste de hipotese foi
de 5%. As médias corrigidas foram comparadas pelas diferengas minimas

significativas obtidas utilizando o teste Duncan ao nivel de probabilidade de 5%.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Andlises quimicas
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Os resultados das analises quimicas das plantas avaliadas nas trés
regides estao apresentados na Tabela 3.1. Observa-se que para as plantas, nas trés

regides, houve uma grande variagdo na composi¢ao quimica.

Tabela 3.1 — Médias das composicdes quimicas em g kg’ MS, das plantas
estudadas nos trés estados do nordeste brasileiro

Regides Plantas PB FDN FDA FT* TT* TC**
Pernambuco angico 102,4° 486,0 239,8° 1194° 111,2> 11,3°
aroeira 108,3° 440,7°° 327,2*® 171,9° 157,2° 29.4°

jurema preta  160,8% 556,72 428,8° 156,6° 140,2*° 49,0°
malva branca 115,0°° 649,1% 341,9%® 11,4¢ 7,9¢ 0,1°

manicoba 135,4° 401,5° 306,3° 41,8° 33,6° 18,2°
EP 796 4536 3370 7,25 6,91 2,76
Bahia catingueira 138,8° 468,9° 277.4° 129,5°° 1250  0,8°
juremapreta  141,8° 4384° 289,7° 174,3° 1483® 60,3°
leucena 197,3% 490,0° 2934° 110,8° 951° 66,5°
malva branca 114,9° 731,6° 405,8* 154¢ 10,7  0,3°
manicoba 172,7° 476,3° 356,3%° 50,4°  40,3° 20,1°
EP 6,69 2428 2878 1144 10,79 7,86
Ceara catingueira 142,17 598,0° 2982° 153,9° 1495  42°
jucazeiro 152,0° 585,3° 3525 130,1° 125,0° 1,3

jurema preta  148,0° 636,0° 440,5° 2835° 217,8* 945°

pau branco 156,82 673,08 433,6° 52,9° 429° 0,2°

sabia 162,2° 698,97 5655 1552° 110,5° 121,8°
EP 13,66 19,67 27,48 19,67 17,23 14,59

* fenois totais (FT) e taninos totais (TT), em equivalente-grama &cido tanico kg' MS; ** tanino
condensado, em equivalente-grama leucocianidina kg'1 MS;

abcd para cada regido, médias seguidas por sobrescritos diferentes, nas colunas, diferem entre si

(teste Duncan, P<0,05)

EP, erro padrao das médias
Os valores de FDN e FDA apresentaram diferengas estatisticas (P<0,05)
nas trés regides. Esses valores foram superiores aos encontrados na literatura para

0 mesmo periodo (margo-abril) (BEELEN, 2002; VASCONCELOS, 1997). As

diferencas podem ter sido causadas pela formacdo de complexos taninos-proteina,
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que nao sendo solubilizados durante a analise de FDN, podem ter levado a
superestimagao do conteudo em parede celular (TERRILL et al., 1994).

Shayo e Udén (1999) observaram também em espécies arboreas, usadas
na alimentagcdo animal e coletadas no periodo das chuvas, altos teores de FDN e
FDA.

Os teores de PB nos trés estados variaram de 102,4 a 197,3 g kg™ MS.
Os contetidos em PB foram elevados (maiores que 100 g kg~ MS) para todas as
plantas e foram semelhantes aos observados por Rittner e Reed (1992) e Hove et al.
(2001).

Em Pernambuco, a jurema preta apresentou teor de PB de 160,8 g kg™
MS, destacando-se das demais (P<0,05). No Estado da Bahia, os teores de PB para
leucena e manicoba foram os mais elevados (197,3 e 172,7 g kg' MS,
respectivamente). No Ceara néo houve diferengas entre o conteudo de PB entre as
plantas e o valor médio foi de 152,2 g kg™ MS.

Os resultados deste estudo e os observados por Rittner e Reed (1992) e
por Makkar e Becker (1998) mostram que espécies tropicais apresentam altos teores
de PB e que podem ser usadas para suplementar animais em pastagens de baixa
qualidade.

Houve diferengas relativamente grandes entre as espécies quanto a
concentragao de compostos fendlicos para as trés regides (Tabela 3.1).

Amostras de malva branca coletadas em Pernambuco e na Bahia
apresentaram os teores mais baixos de FT, TT e TC. A jurema preta, nas trés
regides, foi a planta que teve maior concentragdo de compostos fendlicos,
principalmente no Ceara. A manigoba apresentou teores considerados moderados

com relacdo aos FT, TT e TC.
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Diversos autores citam que, para os TC, o limite considerado seguro para
o0s ruminantes encontra-se na faixa de 30 a 40 eqg-g leucocianidina kg™' MS (BARRY;
MANLEY; DUNCAN, 1986). De acordo com esses autores, nessa faixa, o efeito é
benéfico devido a protegcao contra a degradagdo microbiana, podendo aumentar a
quantidade de proteina ndo degradada que chega ao intestino.

Observando-se os valores de TC nas plantas estudadas, pode-se verificar
que jurema preta, leucena e sabia representam certo risco para os animais, quando
fornecidas como uma unica fonte de alimento.

Os resultados de FT, TT e TC encontrados por Vitti et al. (2005) para
leucena coletada na regido de Piracicaba, estdo bem abaixo (25,7 e 21,6 eq-g acido
tanico kg MS para FT e TT, respectivamente e 12,7 eg-g leucocianidina kg™ MS
para TC) daqueles observados na leucena da Bahia, o que pode estar refletindo

principalmente as diferentes condigdes de solo e clima entre as duas regides.

3.3.2 Producdao gases e bioensaio

Na Tabela 3.2, sdo mostrados os principais pardmetros do modelo de
France et al. (1993) e outras variaveis usadas para auxiliar na compreenséo da
cinética da fermentacado e dos efeitos de plantas ricas em taninos na produgcao de
gases: produgao potencial de gases (A), tempo de colonizagao (L), tempo gasto para
atingir metade do valor de A (T'%2), R1, razédo entre a produ¢cdo acumulada de gases
apos 48 e 96 h de incubacao (G48 e G96, respectivamente) e R2, razdo entre a

producao de gases apds G96 e a producao potencial de gases (A).
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Tabela 3.2 — Producdo potencial de gases (A, ml g MS), tempo de colonizagao (L,
h), tempo gasto para atingir metade do valor de A (T'%, h), R1 e R2
apos 96 h de incubacgao das plantas estudadas nos trés estados do
nordeste brasileiro

Regides Plantas A L T2 R1 R2
Pernambuco angico 102,2° 2,46% 39,9 0,68° 0,88°
aroeira 108,8° 1,96% 54,120 0,61 0,75°

jurema preta 67,3¢ 4,172 62,8° 0,55° 0,70°
malva branca  139,7° 3,50% 24 1° 0,862 0,99?

manigoba 179,22 1,31° 27 ,1°¢ 0,792 0,962
EP 8,40 0,668 5,35 0,028 0,037
Bahia catingueira 120,8a 0,80a 33,6ab 0,73b 0,90ab
jurema preta 84,4b 2,05a 42,2a 0,66b 0,84b
leucena 125,6a 1,72a 38,7a 0,72b 0,87ab
malva branca 112,7a 1,65a 19,4b 0,90a 0,99a
manigoba 122,7a 1,98a 21,3b 0,88a 0,99a
EP 6,12 0,563 5,25 0,03 0,04
Ceara catingueira 126,1a 0,82a 32,1b 0,73bc 0,89ab
jucazeiro 105,2b 2,58a 36,3b 0,71c 0,85b
jurema preta 52.,6¢ 0,79a 26,0b 0,79ab 0,95ab
pau branco 57.,5¢ 1,10a 59,1a 0,57d 0,73c
sabia 34,8d 1,84a 22,5b 0,84a 0,98a
EP 3,13 0,773 4,47 0,025 0,034

abcd para cada regiao, médias seguidas por letras diferentes, nas colunas, diferem entre si (teste de

Duncan, P<0,05)
EP, erro padrdao das médias

A producdo potencial de gases (A) apresentou diferengas significativas
(P<0,05) entre as plantas para as trés regides.

A jurema preta, para os trés locais estudados, apresentou baixa produg¢ao
potencial de gases (P<0,05) em relacdo as demais plantas estudadas em cada
regido. No Ceara, o pau branco e sabia também resultaram em baixa produgao
potencial de gases. Catingueira, malva branca e manigcoba foram as plantas que
apresentaram os maiores valores de produgédo potencial de gases nas regides em

que foram estudadas.
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Os resultados mostram que os efeitos dos compostos fendlicos na PG sao
complexos, variam entre espécies de plantas, e que os taninos presentes nas
plantas podem ser mais importantes que as fibras, limitando a fermentacgao in vitro. e
Larbi et al. (1998) observaram correlagao positiva entre o conteudo de PB e a taxa
de PG e correlagao negativa entre FDN ou FDA e a taxa de PG. O efeito negativo do
conteudo de parede de celular na PG pode ser pela reducao da atividade microbiana
por aumentar as condigdes adversas do meio com o progresso da incubagao.

Os baixos potenciais de produgdo de gases da jurema preta e do sabia
podem ser relacionados aos elevados teores de taninos, conforme mostrado na
Tabela 3.1. Os taninos presentes nessas plantas poderiam estar ligados a
carboidratos ou causarem inibicdo de enzimas ou microrganismos (GRIFFITHS,
1986), levando a baixa produgao potencial de gases. Ja, a baixa producgao potencial
de gases obtida para o pau branco poderia estar relacionada com os teores
elevados em FDN e FDA (Larbi et al., 1998), pois as concentragdes de FT, TT e TC
s&o consideradas baixas.

O tempo de colonizagdo nao foi significativamente diferente entre as
espécies, exceto para jurema preta e manigcoba em Pernambuco. Este parametro
relaciona-se a facilidade com que os microrganismos iniciam a degradagao dos
alimentos. Os valores obtidos sao considerados baixos comparados com gramineas
tropicais, de acordo com Bueno et al. (2000) (7,0 a 8,3 h). Isto evidencia que essas
plantas possuem alguma fonte de energia prontamente disponivel (carboidratos
soluveis).

Os parametros R1 e T’ foram introduzidos para compreender e comparar
os alimentos do ponto de vista fermentativo. O R1 representa proporcionalmente

quanto da producao total de gases determinada no ensaio (96 h) foi realizada até
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48 h de incubacgao e o T2 mostra o tempo gasto para atingir metade do valor da
producao potencial de gases (A). Sendo assim, assumindo-se uma taxa de escape
(ko) tedrica de 0,0208 h™', o tempo médio de retencdo no rdmen seria de
aproximadamente 48 h. Portanto, seria desejavel que a maior parte da fermentacgao
ocorresse dentro desse periodo, ou seja, 0 R1 deveria ser o mais proximo de 1 e os
valores de TV estivessem em torno de 25 h, para que o alimento seja considerado
de boa qualidade do ponto de vista fermentativo.

O T'2 mostrou que algumas plantas foram de dificil fermentabilidade, pois
os valores foram acima de 25 h. A jurema preta foi a planta que teve os valores mais
altos em duas regides (62,8 e 42,2 h, em Pernambuco e na Bahia, respectivamente).

Para R1, foram observadas diferengcas (P<0,05) entre as plantas nas trés
regides estudadas. Os valores de R1 ficaram muito abaixo de 1, com isso, pode-se
dizer que a maioria das plantas ndo seria de boa qualidade do ponto de vista
fermentativo. A malva branca e a manigoba, na Bahia, foram as plantas que
apresentaram um valor de R1 mais préoximo de 1.

A malva branca e a manicoba apresentaram valores de FT, TT e TC mais
baixos comparados a outras plantas, dentro de cada regido, o que pode ser um fator
que resultou em maior R1. Embora o sabia possua alta concentracdo de compostos
fendlicos o valor R2 foi elevado, o que pode estar relacionado a sua baixa
fermentabilidade, que foi alcancada durante a incubacéo.

Para R2, foram observadas diferengcas (P<0,05) entre as plantas nas trés
regides estudadas. R2 € um parametro usado para estimar se o ensaio de produgao
de gases foi longo o suficiente para exprimir o potencial fermentativo do alimento o
que implica em saber se havia dados suficientes para o modelo de France et al.

(1993) conseguir ajustar adequadamente os resultados. O ideal seria que esse
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parametro fosse proximo a 1. Nas diferentes regides, a malva branca, manicoba e

sabia foram as que apresentaram R2 mais proximo de 1.

Tabela 3.3 — Bioensaio (ml g' MS) das plantas, incubadas com e sem polietileno
glicol (PEG) por 24 h de incubacdo das plantas estudadas nos trés
estados do nordeste brasileiro

Regides Plantas S/PEG C/PEG Incremento (%)
Pernambuco angico 34,9 80,3° 129,5°
aroeira 34,5° 77,3° 125,0°
jurema preta 17,9° 26,5° 48,3°
malva branca 91,42 97,42 6,1°
manigoba 100,32 111,12 12,3°
EP 4,87 5,15 8,90
Bahia catingueira 61,6b 70,6¢d 14,8b
jurema preta 28,0c 55,3d 101,7a
leucena 58,6b 80,4bc 40,0b
malva branca 94,2a 92,6ab -1,9¢
manigoba 92,0a 107,5a 17,3b
EP 5,62 6,13 10,23
Ceara catingueira 66,6a 73,6a 10,4b
jucazeiro 44,8b 49,2b 9,5b
jurema 31,2¢c 69,0a 122,1a
pau branco 18,1d 18,7b 8,8b
sabia 19,9d 45,5b 131,1a
EP 2,68 2,73 12,4

2b¢ hara cada regido, médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem entre si (teste de

Duncan, P<0,05)
EP, erro padrao das médias

Os resultados do bioensaio s&o apresentados na Tabela 3.3. Em
Pernambuco e na Bahia, malva branca e manigcoba resultaram em um baixo
incremento na PG na presenga de PEG. Também a catingueira, jucazeiro e pau
branco mostraram baixo incremento da PG. Como observado na Tabela 3.1 essas

plantas apresentaram baixas concentra¢des de TC.



46

As plantas angico, aroeira, jurema preta e sabia resultaram em
incrementos maiores que 100%. Essas plantas contém altos teores de FT, TT e TC,
com excegao de angico e aroeira que tem valores considerados dentro do limite
seguro de TC para ruminantes.

O PEG é um composto que se liga fortemente aos taninos, e pode
cancelar seus efeitos adversos, disponibilizando os nutrientes, como proteina, para
os microrganismos (MAKKAR; BLUMMEL; BECKER, 1995b; MAKKAR, 2000).

Os resultados observados dos incrementos estdo de acordo com os
trabalhos de Getachew, Makkar e Becker (2000b), por Baba, Castro e drskov (2002)
e por Vitti et al. (2005). Diferentes respostas observadas no presente experimento
quanto aos incrementos e teores de taninos sédo possivelmente relacionados com a
atividade bioldgica dos taninos.

A literatura mostra que plantas contendo similares teores de taninos
podem apresentar respostas variadas tanto in vitro como in vivo, e isto deve-se a
conformagao quimica das moléculas, resultando em diferentes atividades bioldgicas

(VITTI et al., 2005).

3.4, CONCLUSOES

Nas trés regides estudadas as plantas apresentaram alto teor em PB e
algumas espécies tiveram conteudo de compostos fendlicos considerado prejudicial
aos animais. Do presente estudo conclui-se que a manigoba pode ser indicada como

uma planta com potencial forrageiro.
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4 EFEITOS DE METODOS DE SECAGEM NO VALOR NUTRICIONAL E NA
ATIVIDADE BIOLOGICA DOS TANINOS MEDIDA PELA TECNICA DE
PRODUCAO DE GASES

Resumo

Objetivou-se com o presente estudo (i) avaliar o nivel e a variagdo sazonal de
taninos em importantes plantas do semi-arido do nordeste do Brasil, (ii) investigar os
efeitos de diferentes métodos de secagem (em estufa, ao sol ou a sombra) na
composi¢cao quimica, e (iii) investigar a atividade bioldgica in vitro dos taninos, pela
técnica de produgdao de gases e bioensaio com a presenga do polietileno glicol
(PEG). As espécies selecionadas foram angico (Anadenanthera macrocarpa),
aroeira (Astronian urundeuva), jurema preta (Mimosa hostilis), malva branca (Sida
cordifolia) e manigoba (Manihot pseudoglaziovii). Houve diferengas significativas
(P<0,05) nos conteudos de PB, FDN, FDA, FT, TT e TC entre as épocas de chuva e
seca. Os valores de FDN e FDA foram mais elevados na estagao chuvosa, mas as
concentragdes de FT, TT e TC foram mais altas na seca. Os resultados dos métodos
de secagem (estufa, sol e sombra) estudados n&o apresentaram diferengas
significativas (P>0,05) nos valores de PB, FDN e FDA e compostos fendlicos (FT, TT
e TC). Também nao houve diferencas significativas (P>0,05) na cinética de
producdo de gases (A, L) e nos parametros estudados (T'2, R1e R2). O baixo
incremento na produgdo de gases devido a presenga do polietileno glicol (PEG),
como medida da atividade bioldgica dos taninos, na malva branca e manigoba foi
devido a baixa concentragao de taninos. O aumento na producao de gases devido a
presenca do PEG para angico, aroeira e jurema preta, mostraram uma maior
atividade bioldgica dos taninos. Os métodos de secagem nao foram eficientes para

alterar os teores e a atividade bioldégica dos taninos.

Palavras-chave: caatinga, forrageiras, antinutricional, in vitro, polietileno glicol.
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EFFECTS OF DRYING METHOD ON THE NUTRIENT AVAILABILITY AND ON
BIOLOGICAL ACTIVITY OF TANNINS USING GAS PRODUCTION TECHNIQUE

Abstract

The purposes of this experiment were to examine the nutritive value of some
browses collected from the Northeast of Brazil in dry and wet season. In addition, to
study the effect of sun, oven (40 C) and shade drying methods on chemical
composition, tannin bioassay and kinetics of gas production. The selected browses
were angico (Anadenanthera macrocarpa), aroeira (Astronian urundeuva), jurema
preta (Mimosa hostilis), malva branca (Sida cordifolia) and manigoba (Manihot
pseudoglaziovii).There were significant differences among the investigated tropical
plants in the CP, NDF, ADF, TP, TT and CT contents in wet and dry season. The
NDF and ADF content were highest in wet season but the TP, TT and CT were
highest in dry season. The results of drying methods showed that there were no
significant differences in chemical NDF, ADF, CP and secondary compounds (TP,
TT, CT). Also, there were no significant differences among these browses in kinetics
of gas production (A, L, T1/2) and in R1 and R2. The low increment in gas production
due to the presence of PEG as measurement of the tannin bioactivity in malva
branca and manicoba is indicator of low tannin content. Jurema preta, angico and
aroeira resulted in an increase in gas production due to the presence of PEG
indicating high tannin bioactivity. Also, the results showed that there were no
significant differences among different drying methods of browses when tannin
bioactivity was measured. The drying methods were not efficient to produce changes

on tannins concentration and activity.

Keywords: caatinga, forage, anti-nutritional, in vitro, polyethylene glycol.
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4.1 INTRODUCAO

O ecossistema semi-arido é caracteristico do nordeste brasileiro. O tipo
de vegetacao dessa regiao é chamado de caatinga e consiste em arvores e arbustos
resistentes a seca e que possuem um valor relativamente alto de proteina bruta
(200 g kg™' MS) (ARAUJO FILHO; CARVALHO, 1998). Essas plantas sdo utilizadas
por pequenos ruminantes como fontes de proteina e energia (ARAUJO FILHO,
1990) e constituem o grupo forrageiro mais importante, compondo em até 90% da
dieta dos ruminantes, principalmente durante os periodos criticos de seca (PETER,
1992). Apesar do elevado teor em proteina, a digestibilidade destas espécies
arboéreas é considerada baixa, sendo que um dos fatores que contribuem para isto é
o alto teor em taninos (LIMA, 1989). Alguns taninos podem produzir efeitos toxicos e
antinutricionais causando a reducdo no consumo voluntario, diminuicdo da
digestibilidade aparente da matéria seca e da disponibilidade da proteina (LOWRY;
McSWEENEY; PALMER 1996). Estes efeitos podem ocorrer dependendo do tipo e
da concentracdo de taninos presentes na planta. E também demonstrado que a
concentracdo de taninos depende da fertilidade do solo e condigdes ambientais
(BARRY; FORSS, 1983). Segundo Araujo Filho e Carvalho (1997), poucas
pesquisas tém sido feitas para avaliar e conservar os recursos de alimentos locais
para estacao seca, embora sabendo que caprinos pastam extensivamente durante a
estacdo chuvosa. Algumas plantas taniniferas podem ser utilizadas efetivamente
como alimento para ruminantes utilizando processos de detanificagao simples e
economicamente viaveis baseados em tratamentos com alcali e secagem

(DOLLAHITE; HOUSHOLDER; CAMP, 1966; MURDIATI et al., 1990; MAKKAR;
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SINGH, 1991; MUKURU et al., 1992).

Os objetivos do presente estudo foram: (i) avaliar o nivel e a variagao
sazonal de taninos em importantes plantas do semi-arido do nordeste do Brasil, (ii)
investigar os efeitos de diferentes métodos de secagem (em estufa, ao sol ou a
sombra) nos teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), proteina bruta (PB), concentracao de fendis totais (FT), taninos totais (TT) e
taninos (TC), e (iii) investigar a atividade bioldgica in vitro dos taninos, pela técnica

de produgao de gases e bioensaio com a presenca do polietileno glicol (PEG).

4.2 MATERIAL E METODOS

421 Local e coletade amostras

As coletas foram realizadas na regidao semi-arida (Agreste) do estado de
Pernambuco (latitude 8°4’ S e longitude 34°53’ O), no Centro de Treinamento e
Profissionalizagdo em  Caprino-Ovinocultura de  Sertania, da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), no municipio de Sertania.

Esse estudo foi feito no ano de 2002 e as espécies coletadas foram:
angico (Anadenanthera macrocarpa), aroeira (Astronian urundeuva), jurema preta
(Mimosa hostilis), malva branca (Sida cordifolia) e manigoba (Manihot
pseudoglaziovii). Essas plantas foram selecionadas porque estudos mostraram que

elas sédo fontes alimentares importantes para caprinos e ovinos na caatinga
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(ARAUJO FILHO, 1990; BARROS; SOUZA; ARRUDA, 1997; ARAUJO FILHO;
CARVALHO, 1998).

As amostragens foram realizadas no periodo das chuvas (maio) e no
periodo das secas (outubro), em area de 826 ha. Essa area foi dividida em trés sub-
areas para a coleta das amostras. O material foi coletado de cinco plantas, de cada
espécie, nas trés sub-areas, num total de aproximadamente 3 kg de matéria verde,
para cada uma. A amostragem foi feita simulando o pastejo dos animais, sendo
coletadas as folhas e ramos com no maximo até 6 mm de espessura. As arvores
apresentavam uma altura aproximadamente de 2 m e, no tempo das coletas, em
maio, as plantas estavam no estagio fenolégico de vegetagao plena a inicio de
floracdo e, em outubro, no estagio fenoldgico inicial de dorméncia (queda das
folhas).

O material coletado foi conservado em caixas de isopor contendo gelo e
transportado o mais rapido possivel para o laboratério na Estacdo Experimental da
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA).

O material coletado para cada espécie foi dividido em trés partes para os
tratamentos (secagem em estufa, ao sol ou a sombra) sendo entéo picados (< 3 cm).
As amostras controle foram secas em estufa a 40°C, com circulagédo de ar forcada
por 48 h. Para a secagem ao sol, as plantas picadas foram colocadas em bandejas
de papelao e expostas ao sol por 72 h. As amostras secas a sombra também foram
colocadas em bandejas de papeléo e secas a sombra por 72 h. Todo o processo de
secagem foi realizado no préprio local de trabalho, sendo que por varias vezes as
plantas foram revolvidas para uma secagem homogénea.

Depois de realizada essa primeira etapa as amostras foram colocadas em

sacos de papel, identificadas e transportadas para o Laboratorio de Nutricdo Animal



52

(LANA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP) em Piracicaba,
SP, onde foram feitas as analises.

Foi feita a moagem das amostras em moinho Wiley, usando peneiras de
perfuracdo de 1 mm para as analises quimicas e técnicas in vitro e de 0,25 mm para
determinacao de compostos fendlicos e taninos. O material moido foi armazenado
em potes plasticos a temperatura ambiente, em local arejado e escuro, para evitar a

degradacéao dos taninos.

4.2.2 Andlises quimicas

As plantas foram caracterizadas quimicamente segundo A.O.A.C. (1995)
(MS — matéria seca; MM — matéria mineral; MO — matéria organica; e PB — proteina
bruta). Os teores em fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA) foram determinados segundo Mertens (2002). Os conteudos de fendis totais e
taninos totais foram analisados pelo método Folin-Ciocalteu e taninos condensados

(proantocianidinas) pelo método butanol-HCI (MAKKAR, 2000).

4.2.3 Técnicade producédo de gases e bioensaio

A técnica in vitro de producao de gases foi utilizada para caracterizagao

das plantas com o tempo de incubacgao de 96 h e o bioensaio (por apenas 24 h) para
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avaliar os efeitos dos taninos presentes nas amostras apés os tratamentos.

Foi feito o ensaio com as plantas coletadas no periodo da chuva, e
submetidas, aos diferentes métodos de secagem.

A técnica de produgao de gases foi conduzida de acordo com Mauricio et
al. (1998) e modificada por Bueno et al. (2005).

A metodologia para o bioensaio foi a mesma utilizada para a produgao de
gases, por um periodo de 24 h de incubacéo utilizado o polietileno glicol.

Cerca de 1 g de cada amostra foi colocado em garrafas de vidro,
previamente identificadas, em quadriplicatas, sendo que em duas garrafas foi
adicionado 1 g de PEG de acordo com MAKKAR; BLUMMEL; BECKER (1995a).
Também foram preparadas quatro garrafas sem substrato, usadas como branco

(duas com PEG e duas sem PEG).

424 Andlises estatisticas

Para este experimento, foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco plantas e trés repeticoes. As analises de variancia foram
feitas utilizado o PROC GLM do programa estatistico SAS (SAS, 2000). O nivel de
probabilidade para aceitagcédo ou rejeicao no teste de hipdtese foi de 5%.

Para o primeiro ensaio, no qual foram estudadas as composi¢oes
quimicas das plantas em duas diferentes épocas (chuva e seca) (n=30), as médias
foram comparadas pelo teste de t de Student, usando o seguinte modelo estatistico:

Yij = u + Ei + (E*P); + €5, onde Yj; € a variavel dependente; y, a média geral; E;, efeito
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da época (i = 1 a 2); (E*P);, a interagéo entre a época e as plantas (j=1a5); e gj, 0
residuo. Para o segundo ensaio, no qual foram estudadas as composi¢cdes quimicas
das plantas coletadas na estacdo das chuvas e submetidas a trés métodos de
secagem (estufa, sol e sombra) (n=45), as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey, usando o seguinte modelo estatistico: Y;; = p + T; + (T*P); + €, onde Y; é a
variavel dependente; y, a média geral; T;, efeito do tratamento (método de secagem)
(i =1 a 3); (T*P);, a interagdo entre os tratamentos e as plantas (j = 1 a 5); e gj, 0
residuo. Ambos os modelos ndo contemplaram o efeito das plantas (Pj), pois este

nao foi o objetivo deste ensaio.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Andlise nutricional das plantas

Os resultados das analises quimicas das plantas coletadas nas estacdes
seca e chuvosa e que foram secas em estufa (40°C) sdo apresentados na Tabela
4.1. Na estagdo seca, manigoba e angico ja estavam no estagio de dorméncia (sem
folhas) o que nao permitiu a coleta dessas duas espécies. Das outras trés espécies,
quando possivel, foi feita uma coleta mais seletiva, o que pode ter vindo a influenciar
nos valores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA)
desta estacao (seca) em relagao a chuvosa.

O teor de FDN foi significativamente menor na seca comparado com o0s
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valores da época chuvosa para a malva branca (P<0,05) e o teor de FDA apresentou
diferenga entre as épocas para a jurema preta (P<0,05). Teores maiores de FDN e
FDA em amostras na estacdo chuvosa tém sido observados em arvores e arbustos

(LARBI et al., 1998; SHAYO; UDEN, 1999; VENTURA et al., 2004).

Tabela 4.1 — Médias das composi¢des quimicas em g kg™ MS, das plantas secas em
estufa (40°C) coletadas em duas épocas do ano (chuva e seca)

Plantas Epoca FDN FDA PB FT* TT* TC*
angico chuva 486,0 239,8 102,4 119,4 11,2 11,3
seca nd nd nd nd nd nd
EP nd nd nd nd nd nd
P nd nd nd nd nd nd
aroeira chuva 440,7 327,2 108,3 171,9 157,2 29,4
seca 429.,6 327,7 120,8 210,0 188,9 83,3
EP 28,35 26,15 9,37 12,96 12,44 4 67
P 0,796 0,991 0,399 0,187 0,146 0,001
jurema preta chuva 556,7 428.,8 160,8 156,6 140,2 49,0
seca 501,8 359,3 107,1 182,0 165,4 106,7
EP 21,91 13,52 5,67 17,48 16,40 9,22
P 0,151 0,022 0,003 0,362 0,339 0,012
malva branca chuva 649,1 341,9 115,0 11,4 7,9 0,1
seca 616,2 340,8 98,0 18,1 12,5 0,4
EP 8,28 17,09 6,85 1,31 1,09 0,07
P 0,048 0,968 0,154 0,023 0,041 0,065
manigoba chuva 401,5 306,3 135,4 41,8 33,6 18,2
seca nd nd nd nd nd nd
EP nd nd nd nd nd nd
P nd nd nd nd nd nd

* fenois totais (FT) e taninos totais (TT), em g. equivalente-grama acido tanico kg MS ; ** tanino
condensado, em equivalente-grama leucocianidina kg'1 MS;

teste T de Student (P<0,05); EP, erro padrdo das médias; P, probabilidade e nd, ndo determinado
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O contetido de PB variou de 103 a 161 g kg"' MS. A jurema preta
apresentou valor de PB mais alto na estagdo chuvosa que na seca (161 e 107 g kg™
MS, respectivamente; P<0,05).

Ventura et al. (2004) verificaram teores médios relativamente altos para
PB (160 g kg™' MS) para espécies da caatinga. No entanto, Barros, Sousa e Arruda
(1997) observaram valores de 127 e 120 g kg”' MS de PB para jurema preta e
manigoba. Durante o estagio de frutificacédo, os valores de PB foram em média 159 g
kg MS para espécies da regido da caatinga (ARAUJO FILHO; CARVALHO; SILVA,
2002). Algumas das plantas do nordeste do Brasil, que perdem as folhas na estagéo
seca, tendem a ter valores mais altos de PB quando as folhas novas aparecem na
estacdo chuvosa (ARAUJO FILHO; CARVALHO; SILVA, 2002).

Com relagdo aos compostos fendlicos, a aroeira apresentou
concentracdes mais altas de fendis totais (FT) (171,9 eqg-g acido tanico kg™ MS) e
taninos totais (TT) (157,2 eq-g acido tanico kg™’ MS), seguindo-se a jurema preta e o
angico (Tabela 4.1). As concentragcdes de FT e TT n&o apresentaram diferengas
significativas entre as duas estag¢des (P>0,05) para aroeira e jurema preta, sendo
significativa (P<0,05) apenas para malva branca. Para a malva branca, tanto para os
FT como para TT, os teores foram maiores na estagao seca (18,1 e 12,5 eq-g acido
tanico kg”' MS respectivamente para FT e TT) que na chuvosa (11,4 e 7,9 eg-g &cido
tanico kg'1 MS respectivamente para FT e TT). As concentragbes de taninos
condensados (TC) apresentaram diferengas significativas entre as duas estagdes
(P<0,05) para a aroeira e jurema preta, sendo nao significativas (P>0,05) apenas
para malva branca.

Os resultados observados para de TP, TT e TC estao de acordo com os

obtidos por Araujo Filho e Carvalho (1998) e Araujo Filho, Carvalho e Silva (2002).
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Esses autores observaram que os valores mais altos ocorrem na estagdo seca,
quando a maioria das plantas esta na fase de frutificacdo. De acordo com os
autores, a jurema preta apresentou valores de taninos mais altos durante a fase de
frutificacdo do que durante a fase de vegetagao plena e floragéo.

Mesmo existindo varios trabalhos descrevendo a composig¢ao
bromatolégica das principais leguminosas do semi-arido nordestino, poucos estudos
avaliaram os taninos. As concentragdes de TT variaram de 16,9 a 26,6% no feno de
jurema preta (VASCONCELOS, 1997); de 31% nas folhas de jurema preta
(BEELEN, 2002). Por outro lado, a diversidade de metodologias e a falta de padrbes
confiaveis dificultam a comparacdo entre os valores ja apresentados na literatura
para as espécies estudadas.

As concentracbes de TT apresentadas nas estacbes chuvosa e seca
respectivamente, nas plantas, aroeira (157 e 189 eqg-g &cido tanico kg™ MS), jurema
preta (140 e 165 eq-g acido tanico kg™ MS) e no angico (111 eg-g acido tanico kg™
MS) na estagao chuvosa, sdo consideradas altas pela literatura.

Nas plantas estudadas, a concentracdo de TC variou de 0,4 a 107 eq-g
leucocianidina kg™ MS e é comparavel com outras plantas (LOPEZ et al., 2004). De
acordo com literatura, valores de TC acima de 60 eg-g leucocianidina kg™ MS sao
considerados elevados (LONGLAND et al., 1995; McNEILL et al., 1998; BALOGUN,;
JONES; HOLMES, 1998; ECHEVERRIA; BELMAR; SANTOS-RICALDE, 2002;
FONDEVILA; NOGUEIRA FILHO; BARRIOS-URDANTES, 2002). Porém, variagdes
no método analitico podem conduzir a grandes variagées nos resultados obtidos
(STEWART; MOULD; MUELLER-HARVEY, 2000; SCHOFIELD; MBUGUA; PELL,
2001; MAKKAR, 2003b). Apesar dos niveis relativamente altos de taninos em

algumas das plantas da caatinga, elas fazem parte da dieta de caprinos e ovinos,
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principalmente durante periodos secos, quando outras vegetagcdes estdao dormentes
(BARROS; SOUSA; ARRUDA, 1997). Durante a estacédo seca, folhas de arbustos
perenes sao importante fonte de proteina para os animais. Os animais na regiao de
caatinga sao, principalmente, os caprinos da raga Moxoté adaptados, através de
selecdo natural, para as condi¢cbes severas (BARROS; SOUSA; ARRUDA, 1997).
Esses caprinos adaptados estdo mais capacitados a utilizar plantas contendo
taninos que os outros animais ndo adaptados que vivem na regido (SPRINKLE;

GRUMBLES; MEEN, 2002).

4.3.2 Efeitos dos tratamentos na composicao quimica das plantas

Os resultados das analises quimicas das amostras coletadas nas
estacdes chuvosa e seca e tratadas por meio de varios métodos de secagem estéo
apresentados na Tabela 4.2.

Os teores de FDN e FDA nao variaram entre os tratamentos (P>0,05)
para aroeira € manigoba. Para angico, jurema preta e malva branca os teores de
FDN e FDA foram maiores para a secagem ao sol comparada com a secagem em
estufa (P<0,05).

Os teores de PB né&o variaram entre os tratamentos (P>0,05) para malva
branca e manigoba. No entanto, houve aumento no teor de PB no tratamento seco
ao sol (P<0,05) para angico e aroeira, sendo que, para a jurema preta, ocorreu uma
diminuicao no teor de PB no tratamento seco ao sol em comparagdo aos secos em

estufa e a sombra (P<0,05).
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Tabela 4.2 — Médias das composi¢des quimicas em g kg™ MS, das plantas secas em
estufa (40°C), ao sol e a sombra, coletadas na estagdo chuvosa

Plantas Secagem FDN FDA PB FT* TT* TC*
angico estufa 486,0° 239,8° 102,4° 1194 1112* 11,3°
sol 524 5% 2086% 1539 936 88,0° 13,7°
sombra 516,4%° 32142 104,2° 137,5% 127,77 12,42
EP 7,95 7,56 9,96 1220 11,96 0,76
aroeira estufa 440,72 327,22 108,3° 171,9% 157,22 29,42
sol 476,6° 357,8 151,6° 189,52 176,5° 34,3°
sombra 467,6° 362,6° 1184° 19747 178,1% 37,5°
EP 11,81 18,28 5,24 13,67 13,42 6,27
jurema preta  estufa 556,7° 428,8° 160,8° 156,67 140,2° 49,0°
sol 736,1° 520,5° 110,5° 1456% 1275 58,2°
sombra 590,0° 450,9®® 166,6° 169,57 147,88 61,5°
EP 28,23 19,49 4,13 9,46 10,17 3,50
malva branca estufa 649,1° 3419° 1150% 11,4° 7,92 0,1°
sol 742.9° 383,4% 109,92 9,52 6,2° 0,42
sombra 741,9° 3853 126,92 8,6° 5,42 0,2%
EP 5,53 9,40 5,96 1,09 0,90 0,05
manigoba estufa 401,5° 306,3° 1354% 41,8° 33,6° 18,22
sol 4428 333,0° 1255° 36,2®® 299* 135
sombra 582,87 424,8% 157,77 274° 228° 8,9°
EP 58,44 4024 13,19 2,09 1,94 2,07

* fendis totais (FT) e taninos totais (TT), em equivalente-grama &cido tanico kg' MS; ** tanino
condensado, equivalente-grama leucocianidina kg'1 MS

ab para a mesma planta, médias seguidas por letras diferentes, nas colunas, diferem entre si (teste de
Tukey; P<0,05)

EP, erro padrao das médias

Os tratamentos nao apresentaram diferengas significativas (P>0,05) para
FT, TT e TC para angico, aroeira e jurema preta, sendo que na malva branca

também nao houve diferencas para FT e TT, ja para TC houve aumento significativo
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(P<0,05) no tratamento seco ao sol em relacdo ao em estufa.

Manicoba apresentou uma diminuicdo nos valores de FT, TT e TC no
tratamento seco a sombra comparado com as amostras secas em estufa (P<0,05),
sendo que, entre as secagens ao sol e em estufa ou entre a sombra e ao sol nédo
foram verificadas diferengas significativas (P>0,05) para FT, TT e TC.

Os resultados mostraram que os tratamentos secos ao sol e a sombra
apresentaram mudangas significativas nos teores de FDN, FDA e PB comparados
ao tratamento seco em estufa (Tabela 4.2). Porém, para FT, TT e TC nao foram
observadas mudangas nas concentragdes (P>0,05) entre os trés tratamentos na
maioria das plantas. Esse resultado foi diferente do encontrado por Makkar e Singh
(1991), que observaram diminuicdo na concentragao de taninos em Leucaena
leucocephala ap6s secagem ao sol. De acordo com esses autores, a umidade
desempenha um papel importante na inativagdo de taninos durante o processo de
secagem. Esses mesmos autores observaram que folhas maduras de carvalho (40%
de umidade) secas ao sol e a sombra ndo apresentaram diferengas nos niveis de FT
e TC. Por outro lado, secando ao sol folhas de mandioca e leucena (65% de
umidade) houve diminui¢do do teor de taninos. A diminuicdo dos valores analisados
de taninos ap6s secagem pode ser devido a complexagao entre tanino e proteina,

polimerizagao e oxidagao dos taninos (BEN SALEM et al., 1997; MAKKAR, 2003b).

4.3.3 Producédo de gases e bioensaio

Os resultados da produgao de gases (PG) estdo apresentados na Tabela
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4.3. A produgao potencial de gases (A) nado apresentou diferenca significativa

(P>0,05) entre os tratamentos para todas as plantas.

Tabela 4.3 — Producdo potencial de gases (A, ml g MS), tempo de colonizagao (L,
h), tempo gasto para atingir metade do valor de A (T4, h), R1 e R2 das
plantas secas em estufa (40°C), secas ao sol e secas a sombra,
coletadas na estagao chuvosa

Parametros
Plantas Secagem
A L T1/2 R1 R2
angico estufa 102,22 2,52 39,9° 0,68° 0,88°?
sol 92,3? 2,22 39,0° 0,68° 0,88°?
sombra 107,72 1,92 44 12 0,65° 0,83
EP 8,40 0,65 3,31 0,03 0,02
aroeira estufa 108,8° 2,0% 54,12 0,612 0,75°
sol 114,72 1,22 51,42 0,63? 0,76°
sombra 100,72 0,92 48,62 0,65° 0,772
EP 11,70 0,65 5,29 0,02 0,04
jurema preta estufa 67,3° 4,22 62,8° 0,55% 0,70°
sol 61,0? 6,12 68,8° 0,55° 0,68°
sombra 63,22 6,22 67,3° 0,512 0,68°
EP 11,71 1,37 13,01 0,07 0,09
malva branca estufa 139,72 3,52 24 12 0,86° 0,99?
sol 133,92 2,3b 23,12 0,86° 0,99?
sombra 123,92 1,8b 22,8° 0,85° 0,98?
EP 5,29 0,26 1,03 0,01 0,00
manigoba estufa 179,2° 1,3° 27,1° 0,79° 0,96°
sol 171,42 2,1° 29,62 0,77% 0,952
sombra 156,22 3,62 34,9° 0,71IO 0,93°
EP 6,64 0,33 1,65 0,02 0,01

*® médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05; teste de Tukey)
EP, erro padrao das médias

O tempo de colonizag&o (L) n&o apresentou diferenga (P>0,05) entre os

tratamentos para angico, aroeira e jurema preta. Malva branca apresentou um menor
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tempo de colonizagao (P<0,05) nas amostras seca ao sol e a sombra comparado a
amostra seca em estufa. Manigcoba nao apresentou diferengca (P>0,05) entre a
amostra seca ao sol e em estufa, no entanto, apresentou um aumento no tempo de
colonizagao (P<0,05) no tratamento seco a sombra comparado ao em estufa.

R1 é um parametro para auxiliar a compreender e comparar as plantas.
R1 representa, proporcionalmente, quanto da producéao total de gases determinada
em 96 h foi realizada nas primeiras 48 h de incubagado. Seria desejavel que a maior
parte da fermentagdo ocorresse dentro desse periodo, ou seja, R1 deve ser o mais
proximo de 1, para que o alimento seja considerado de boa qualidade do ponto de
vista fermentativo. Angico, aroeira, jurema preta e malva branca nao apresentaram
diferenca entre os tratamentos (P>0,05).

Manicoba teve uma diminuicdo no valor de R1 para o tratamento seco a
sombra (0,71) comparado ao tratamento seco em estufa (0,79) (P<0,05), que
também foi refletido no T2 que foi maior.

Em relacdo ao R1, angico, aroeira, jurema preta e manigoba nao
apresentaram uma boa qualidade do ponto de vista fermentativo (0,68; 0,61; 0,55 e
0,79 respectivamente para as amostras secas em estufa), pois os valores foram
considerados baixos.

Malva branca foi a planta que apresentou o maior valor de R1 (0,86) e
também um menor tempo para atingir metade do potencial (T'2 = 23,5 h), sendo a
planta que apresentou a melhor qualidade, do ponto de vista fermentativo.

O parametro R2 estima se o ensaio de produgdo de gases foi longo o
suficiente para exprimir o potencial fermentativo do alimento e/ou se o modelo de
France conseguiu ajustar os dados, portanto quanto mais préximo de 1, indica que o

potencial de producdo de gases foi atingido durante o ensaio. Como a produgao
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potencial de gases (A) € um valor assintotico estimado, nem sempre é atingido
durante este periodo. Todas as plantas ndo apresentaram diferengas (P>0,05) entre
os ftratamentos para R2. Malva branca e manigoba foram as plantas que
apresentaram os maiores valores de R2 (0,99 e 0,96 respectivamente), ou seja, 99%
do seu potencial fermentativo pode ser expresso durante o ensaio, e nao
apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre os tratamentos.

Os dados da produgado de gases das amostras incubadas sem e com
PEG por 24 h e a porcentagem de incremento de gases estdo apresentados na
Tabela 4.4.

As amostras nao apresentaram diferengas (P>0,05) entre os tratamentos
com e sem PEG no volume de gases produzidos por 24 h, apenas para manigoba
houve diferenga (P<0,05) entre os tratamentos secos a sombra e em estufa com a
adicao de PEG, sendo que, houve diminuigdo no volume de gases para o tratamento
seco a sombra em relagdo ao em estufa (87 e 111 ml g MS, respectivamente).

A porcentagem de incremento na producdo de gases apos 24 h de
incubacao das plantas devido a adicao de PEG teve variagédo (P<0,05) apenas para
jurema preta que mostrou um aumento na amostra seca ao sol de 113% e de 48%
para amostra seca em estufa. Para as outras plantas ndo houve diferenga (P>0,05)
entre os tratamentos.

Esse resultado para jurema preta mostra que, mesmo nao havendo
alteracao nos valores de FT, TT e TC nos tratamentos (Tabela 4.2), o tipo de
secagem pode ter alterado a atividade dos taninos, pois a porcentagem de
incremento com a adigao de PEG na amostra seca ao sol foi bem maior que na seca

em estufa.
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Tabela 4.4 — Bioensaio (ml g”' MS) das plantas secas em estufa (40°C), secas ao sol

e secas a sombra, coletadas na estagcdo chuvosa e incubadas com e
sem polietileno glicol (PEG) por 24 h

Plantas Secagem S/PEG C/PEG Incremento (%)
angico estufa 34,97 80,3 129,5%
sol 31,6° 73,42 134,62
sombra 32,42 74,92 131,22
EP 2,23 4,51 7,62
aroeira estufa 34,52 77,32 125,02
sol 39,9° 76,82 95,0?
sombra 32,5° 73,12 130,9°
EP 3,96 3,97 16,67
jurema preta estufa 17,9° 26,5° 48,3°
sol 12,92 27,3° 112,72
sombra 14,02 25,3° 81,1%
EP 1,17 2,28 10,81
malva branca estufa 91,42 97 42 6,12
sol 96,42 97 42 1,0°
sombra 88,72 88,2° -0,9°
EP 6,04 8,08 4,05
manigoba estufa 100,3? 111,12 12,32
sol 75,4° 103,4%° 47,8°
sombra 61,2 87,2° 46,5°
EP 10,59 3,96 19,65

*® médias seguidas por letras diferentes, na coluna, diferem entre si (P<0,05; teste de Tukey)
EP, erro padrao das médias

4.4 CONCLUSOES

A variagcdo sazonal afetou o valor nutritivo das plantas estudadas bem

como a concentracdo de taninos. O nivel de tanino foi mais alto na estacido seca que
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na estagao chuvosa.

Como nao houve diferengas entre os métodos de secagem para as
concentragbes de taninos, recomenda-se a secagem das plantas ao sol como
método de conservacao de alimento para a época da seca, pela sua praticidade e

baixo custo.
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S EFEITO DOS TRATAMENTOS COM CINZAS, HIDROXIDO DE CALCIO E
POLIETILENO GLICOL NO VALOR NUTRICIONAL E NA ATIVIDADE
BIOLOGICA DOS TANINOS PELA TECNICA DE PRODUCAO DE GASES

Resumo

Os objetivos deste estudo foram: (i) investigar os efeitos de diferentes tratamentos
(polietileno glicol, hidroxido de calcio e cinzas de madeira) na composi¢do quimica
de plantas com potencial forrageiro do nordeste brasileiro, e (ii) avaliar a atividade in
vitro dos taninos, pela técnica de produgao de gases (bioensaio) com a presencga do
polietileno glicol (PEG). As espécies selecionadas foram angico (Anadenanthera
macrocarpa), aroeira (Astronian urundeuva), jurema preta (Mimosa hostilis), malva
branca (Sida cordifolia) e manigoba (Manihot pseudoglaziovii). As plantas foram
tratadas com solugéo de PEG (2g PEG: 1g TC), cinzas de madeira (10%) e hidréxido
de calcio (10%). Houve grande variagao entre as plantas nos valores de proteina
bruta (PB), fibora em detergente neutro (FDN), fibora em detergente acido (FDA),
fendis totais (FT), taninos totais (TT) e taninos condensados (TC). Os tratamentos
com PEG, cinzas e hidroxido de calcio diminuiram os teores de PB (P<0,05) para
angico, aroeira e malva branca, mas resultaram em aumentos nos teores de PB para
jurema preta e manigoba. Os teores de FDN apresentaram uma redugao na jurema
preta tratada com PEG e cinzas e na malva branca com o tratamento cinzas, mas
houve aumento significativo de FDN (P<0,05) para manicoba em todos os
tratamentos. Os tratamentos diminuiram (P<0,05) as concentragées de taninos
condensados para todas as espécies estudadas. A técnica de produgdo de gases in
vitro, utilizando o PEG foi usada para avaliar a atividade dos taninos nas plantas e
fornecer informagbes da atividade biolégica dos taninos. O aumento proporcional
mais elevado na producdo de gases com a adicdo de PEG indica uma atividade
mais elevada dos taninos. Os aumentos da produgao de gases na presenca do PEG
foram 3,9; 19,5; 91,4; 121,0 e 138,6% para malva branca, manigoba, jurema preta,
aroeira, e angico, respectivamente. As plantas tratadas com PEG mostraram uma
diminuicdo (P<0,05) na atividade bioldgica dos taninos, indicando que este
tratamento foi o mais efetivo para detanificagdo comparado com os tratamentos
cinzas e hidroxido de calcio. Os tratamentos com cinzas e hidroxido de calcio foram
eficientes apenas para a jurema preta e isto pode ser atribuido a alta concentragéo
em taninos condensados comparada com as outras plantas.

Palavras-chave: caatinga, forrageiras, antinutricional, in vitro, taninos condensados.
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EFFECTS OF WOOD ASH, CALCIUM HYDROXIDE AND POLYETHYLENE
GLYCOL TREATMENTS ON THE NUTRIENT AVAILABILITY AND ON THE
BIOLOGICAL ACTIVITY OF TANNINS USING GAS PRODUCTION TECHNIQUE

Abstract

The objectives of this study were to investigate different treatments on the chemical
composition and tannin bioassay for some tanniniferous plants from the Northeast of
Brazil through the wet season. The selected browses were angico (Anadenanthera
macrocarpa), aroeira (Astronian urundeuva), jurema preta (Mimosa hostilis), malva
branca (Sida cordifolia) and manigoba (Manihot pseudoglaziovii). These browses
were treated with polyethylene glycol (PEG), wood ash and calcium hydroxide (10%).
There was a wide variation among the browses in crude protein (CP), neutral
detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), total phenol (TP), total tannins (TT)
and condensed tannins (CT). The PEG, wood ash and calcium hydroxide treatments
were decreased the CP (P< 0.05) in angico, aroeira and malva branca but increased
the CP content in jurema preta and manigoba. The NDF content was declined
(P<0.05) in jurema preta with PEG or wood ash treatments and malva branca but
increased (P<0.05) in manicoba with all treatments. The treatments were significantly
decreased the condensed tannins in all of the investigated browses. The in vitro gas
method, together with use of a tannin-inactivating agent such as PEG has been used
to evaluate tannin activity in browses and provides useful information on the
biological activity of tannins in the rumen and the whole gastrointestinal tract. The
highest proportional increase in gas production with addition of PEG, indicates the
highest tannin activity. The increases on gas production in the presence of a tannin-
inactivating agent, PEG, were 3.9, 19.5, 91.4, 121.0 and 138.6 % for malva branca,
manicoba, jurema preta, aroeira, and angico, respectively. The treated browses with
PEG showed the lowest (P<0.05) tannin bioactivity indicating that this treatment was
the most effective approach in deactivation of the tannins in comparison to wood ash
or calcium hydroxide treatments. The wood ash and calcium hydroxide treatments
were effective only in the case of jurema preta, and this may be attributed to high CT
content in jurema preta comparing to other browses.

Keywords: caatinga, forage, anti-nutritional, in vitro, condensed tannins.
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5.1 INTRODUCAO

A principal limitacdo para producido animal, especialmente de ruminantes,
em muitas regides tropicais € a nutricdo pobre que é caracterizada pela deficiéncia
em proteina e alto conteudo de fibras, presentes em pastagens nativas e restos de
culturas, que geralmente constituem a dieta desses animais. Muitas leguminosas
forrageiras tém altos teores de proteina e sdo potencialmente promissoras para
superar deficiéncias de nutrientes, mas normalmente elas também apresentaram
alguns fatores antinutricionais como taninos e outros compostos secundarios (WINA;
TANGENDJAJA; SUSANA, 2005).

Taninos sdo compostos polifendlicos que ocorrem nas plantas que
possuem a habilidade de formar complexos com proteinas, carboidratos e outros
nutrientes (LOWRY; McSWEENEY; PALMER, 1996). A formagdo de complexos,
especialmente com proteinas, leva a menor absor¢do de nutrientes, agravando
ainda mais o quadro de deficiéncia nas regides tropicais.

Além disso, alguns taninos sao téxicos, causando problemas, mais graves
aos animais, como lesdes no trato gastrintestinal (ZHU et al., 1995).

Os complexos formados com taninos e proteinas e/ou carboidratos podem ser
guebrados sob condigdes de alta acidez (pH < 3,5) ou alcalinidade (pH >7,5) (BEN SALEM,;
SAGHROUNI; NEFZAQOUI, 2005). Estudos mostraram que tratamento de plantas taniniferas
com fontes alcalinas (uréia, hidroxido de sédio, hidréxido de potassio, etc.) e agentes oxidantes
(dicromato de potassio, permanganato de potassio, etc.) diminuiu a concentragéo de fendis,
taninos totais e taninos condensados (RUSSEL; LOLLEY, 1989; MAKKAR; SINGH, 1993).

Porém, a desvantagem principal destes tratamentos quimicos foi a perda de nutrientes soluveis



69

(BEN SALEM; SAGHROUNI; NEFZAQUI, 2005).

Foram feitos esforcos para melhorar a utilizacdo das plantas taniniferas pelos os
ruminantes por meio de reducdo do teor de tanino por tratamentos quimicos, fisicos ou
biolégicos (MAKKAR, 2003a). A técnica mais amplamente estudada é a adigao de polietileno
glicol (PEG), que se liga aos taninos e pode reduzir seu efeito negativo (BARRY; McNABB,
1999; PRIOLO et al., 2000; VILLALBA et al., 2002; MAKKAR, 2003a). Embora esta técnica
de incorporacédo de PEG seja bastante efetiva, sucesso de sua adogao por fazendeiros
depende da relagcdo de custo-beneficio. Outros métodos como tratamentos térmicos,
aquosos e alcalinos também foram investigados para reduzir taninos em sementes ou
cereais para consumo humano (BETA; ROONEY; TAYLOR, 2000; MARTINEZ et al., 2001;
MAKKAR; SINGH. 1991, 1992, 1993).

A quantificacdo dos taninos geralmente é feita por métodos quimicos,
mas, um grande numero de fatores pode interferir nos resultados, como método de
secagem, moagem, solventes utilizados na extragao, tipos de padrdes. O efeito dos
taninos para a nutricdo animal ndo pode ser avaliado pela simples analise quimica
(MLAMBO; MAKKAR, 2005).

Estudos in vitro mostraram que alguns taninos sdo mais ativos que outros
(AERTS et al., 1999; OSBORNE; McNEILL, 2001, SCHOFIELD; MBUGUA; PELL,
2001; ANDRABI et al., 2005). O uso da técnica de producdo de gases (MAKKAR;
BLUMMEL; BECKER, 1995a; MAKKAR, 2005) associada as andlises quimicas e
outras técnicas, como radio-ensaio com albumina marcada com '?°l (SILANIKOVE et
al., 1996), tem auxiliado na determinagao da atividade dos taninos.

Os objetivos do presente estudo foram (i) investigar os efeitos de
diferentes tratamentos (polietileno glicol, hidréxido de célcio e cinzas) nos teores de

matéria mineral (MM), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
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(FDA), proteina bruta (PB), concentracao de fendis totais (FT), taninos totais (TT) e
taninos condensados (TC), e (ii) avaliar a atividade in vitro dos taninos, pela técnica

de produgdo de gases (bioensaio) com a presenga do polietileno glicol (PEG).

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Local e coleta de amostras

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Nutricdo Animal
(LANA) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba, SP.

As espécies utilizadas foram: angico (Anadenanthera macrocarpa),
aroeira (Astronian urundeuva), jurema preta (Mimosa hostilis), malva branca (Sida
cordifolia) e manigoba (Manihot pseudoglaziovii). Essas espécies foram coletadas no
Centro de Treinamento e Profissionalizagdo em Caprino-Ovinocultura de Sertania,
da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), no municipio de
Sertania, localizado no sertdo pernambucano, no periodo das chuvas (maio).

Foram colhidos, de cada espécie, aproximadamente 3 kg matéria verde,
em trés pontos distintos e a amostragem foi feita simulando o pastejo dos animais;
coletadando as folhas e ramos com até 6 mm de espessura.

As plantas foram colocadas em bandejas de papeldo e secas ao sol, até
peso constante. Apés a secagem parte das amostras foi moida (antes de serem

aplicados os tratamentos — controle) em moinho Wiley, usando peneiras de
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perfuragdo de 1 mm para analises quimicas e técnicas in vitro e 0,25 mm para
determinacdo de compostos fendlicos. O material moido foi armazenado a
temperatura ambiente, num local arejado e escuro, para evitar a degradagao dos

taninos.

5.2.2 Tratamentos

Os tratamentos consistiram de aplicagdo de solugdo de polietileno glicol
(PEG), solugao de cinzas de madeira e solugédo de hidréxido de calcio. Para cada

planta foram feitas 3 repeti¢cdes por tratamento.

5.2.2.1 Tratamento com a aplicacdo de PEG

Para este tratamento foi utilizado o PEG 4000 (VETEC) na proporg¢ao de
2 g PEG para 1 g de tanino condensado presente na planta. Essa proporgao foi
baseada no trabalho de Ben Salem et al. (1999) e foi feita a determinacao prévia dos
taninos condensados para cada planta estudada.

Em cada aplicagdo, foi utilizada 100 g de amostra de matéria seca.
Preparou-se 30 ml da solucdo de PEG na proporgao indicada, para cada amostra
(30 ml de agua destilada mais PEG). Essa solugao foi borrifada sobre cada amostra

tendo-se o cuidado de misturar bem, umedecendo todo o material.



72

Apds 30 minutos, foi feita secagem das amostras em estufa a 40°C por
24 h, seguindo-se moagem a 1 mm para analises quimicas e técnicas in vitro e

0,25 mm para determinacdo de compostos fendlicos.

5.2.2.2 Tratamento com solucdo de cinzas de madeira

O tratamento com cinzas foi feito segundo Makkar e Singh (1992). As
cinzas foram obtidas em uma olaria localizada a aproximadamente 8 km de
Piracicaba. As cinzas foram retiradas dos fornos desta olaria, onde haviam sido
incineradas madeiras de pinus e/ou eucalipto. Esse material foi peneirado para a
retirada de impurezas e particulas maiores.

Preparou-se solugcéo de cinzas 10% e esta solugédo foi agitada por 20
minutos a temperatura ambiente, aguardando-se em seguida a decantagdo do
material. O sobrenadante foi filtrado utilizando pano de algodao para remover as
impurezas e o pH desta solugao foi entdo medido (pH=11,37).

Amostras de 100 g de cada planta testada foram misturadas com 1 litro
desta solucdo, permanecendo embebidas por 6 horas. Apds este periodo as
amostras foram retiradas, por filtragdo com pano de algodéo, lavadas em um balde
com 1 litro de agua e secas a 40°C por 24 h, seguindo-se moagem a 1 mm para
analises quimicas e técnicas in vitro e 0,25 mm para determinacido de compostos

fendlicos.
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5.2.2.3 Tratamento com solucdo de hidréxido de calcio

Os procedimentos dos tratamentos das amostras com hidroxido de calcio
(comercial) foram os mesmos ja descritos anteriormente para o tratamento com

cinzas. O valor do pH desta solucao foi de 12,25.

5.2.3 Analises quimicas

As plantas foram caracterizadas quimicamente segundo A.O.A.C. (1995)
(MS — matéria seca; MM — matéria mineral; MO — matéria organica; e PB — proteina
bruta). Os teores em fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido
(FDA) foram determinados segundo Mertens (2002). Os conteudos de fendis totais e
taninos totais foram analisados pelo método Folin-Ciocalteu e taninos condensados

(proantocianidinas) pelo método butanol-HCI (MAKKAR, 2000).

5.2.4 Bioensaio

A metodologia para o bioensaio € a mesma utilizada na producédo de
gases (MAURICIO et al., 1998) e foi utilizada para avaliar a atividade dos taninos

apos os tratamentos.
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Para este ensaio, foram comparadas as plantas secas ao sol (usadas
como controle) com as tratadas com as solugbes de polietileno glicol (PEG), de
cinzas de madeira 10% e de hidréxido de calcio 10%.

Cerca de 1 g de cada amostra foi colocado em garrafas de vidro de 160
ml, previamente identificadas, em quadriplicatas, sendo que em duas garrafas foi
adicionado 1 g de PEG de acordo com Makkar, Blummel e Becker (1995a). Também
foram preparadas quatro garrafas sem substrato, usadas como branco (duas com
PEG e duas sem PEG). A cada garrafa foi adicionado 90 ml de solugao nutritiva e 10
ml de in6culo. As garrafas foram fechadas com rolhas de borracha, homogeneizadas
e em seguida levadas a incubadora a 39°C. Este foi considerado o tempo zero. O
periodo de incubagao foi de 24 h. Os seguintes horarios foram usados para medida
de pressao dos gases produzidos: 3, 6, 9, 12, 16, 24 h apds inoculagao, por meio de
um transdutor - medidor de pressao (PDL800, LANA/CENA-USP, Piracicaba/SP)

(THEODOROU et al., 1994),

5.2.5 Analise estatistica

Para este experimento, foi adotado o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco plantas e trés repeticoes. As analises de variancia foram
feitas utilizado o PROC GLM do programa estatistico SAS (SAS, 2000). O nivel de
probabilidade para aceitagéo ou rejeicao no teste de hipdtese foi de 5%.

As 15 amostras foram secas ao sol e submetidas a trés tratamentos

(PEG, cinzas e cal), sendo as amostras secas ao sol consideradas como controle.
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As médias das variaveis (n=60) foram comparadas pelo teste de Dunnett, sendo os
tratamentos comparados individualmente ao controle, usando o seguinte modelo
estatistico: Y; = p + T; + (T*P); + €, onde Yj é a variavel dependente; y, a média
geral; T;, efeito do tratamento (i = 1 a 4); (T*P);, a interagdo entre os tratamentos e
as plantas (j = 1 a 5); e g, o residuo. O modelo ndo contemplou o efeito das plantas

(Pj), pois este nao foi o objetivo deste ensaio.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Analises quimicas

Os resultados das analises quimicas estdo apresentados na Tabela 5.1.
De um modo geral, o efeito dos tratamentos na composi¢cdo quimica variou entre as
plantas testadas. Todas as plantas apresentaram um alto teor de PB, mostrando que
sao fontes potenciais que podem ser utilizadas como recurso alimentar,
especialmente nas regides carentes de alimentos para os animais.

Houve decréscimo (P<0,05) do teor de PB para o angico e aroeira para os
trés tratamentos. Essa reducao correspondeu a aproximadamente 30% em relagéo
as plantas sem tratamento. Os teores de PB para malva branca e manigoba nao
apresentaram efeitos dos tratamentos e jurema preta apresentou um aumento de PB
nos tratamentos com cinzas e com cal. Ben Salem, Saghrouni e Nefzaoui (2005)

observaram um aumento nos teores de PB em relacdo ao controle para plantas
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tratadas com cinzas.

Tabela 5.1 — Médias das composi¢des quimicas em g kg~ MS, das plantas secas ao
sol, tratadas com PEG, cinzas e cal, coletadas na época das chuvas

Plantas Tratamento MM FDN  FDA PB FT' TT' TC?

angico controle 56,1 5245 2986 153,9 93,6 88,0 13,7
PEG 55,9 552,3 3329 1058* 1234 112,7 11,3
cinzas 59,8 569,99 3124 103,8* 1125 1058 8,5*
cal 60,8 563,17 364,1 1157 94,0 85,7 5,4*
EP 164 19,48 47,05 857 18,18 16,93 0,99
aroeira controle 48,0 4766 357,8 1516 1895 1765 34,3
PEG 47,3 558,7 3778 101,1* 1818 1582 8,0*
cinzas 63,4 489,8 390,9 110,6* 137,0 117,7* 10,7*
cal 57,1 558,8 388,6 111,8* 1251* 112,5* 7,1*
EP 448 23,63 4482 456 13,32 12,89 3,97

jurema preta controle 339 736,11 520,5 110,5 1456 127,5 58,2

PEG 31,8 544,7* 416,9* 1404 1270 1076 7,5*
cinzas 39,0 610,9* 4744 171,9* 87,6 71,0 12,6*
cal 36,6 6794 547,3 152,2* 857* 69,9 11,0
EP 201 2038 16,32 963 13,16 11,59 1,73

malva branca controle 58,7 7429 383,4 109,9 9,5 6,2 0,4

PEG 61,4 7121 3832 1110 104 6,6 0,5
cinzas 74,8 658,1* 378,2 91,9 5,7 3,5 0,1*
cal 58,1 723,5 394,7 911 5,3 3,3 0,1*
EP 443 10,28 14,55 6,64 1,52 1,11 0,07

manigoba controle 79,8 4428 333,0 1255 36,2 29,9 13,5

PEG 86,0 604,9* 453,5* 1345 31,1 25,2 5,2*
cinzas 95,5 583,8* 437,0* 1499 156" 12,3* 1,6*
cal 89,1 639,5* 4654* 1442 11,0* 8,3* 1,1*
EP 1,96 20,69 18,34 8,50 2,94 2,37 1,09

" fenois totais (FT) e taninos totais (TT), em g kg” MS equivalente-g AT; * tanino condensado (TC), g
kg'1 MS equivalente-g leucocianidina;

EP, erro padrdao das médias

* médias seguidas por asterisco, na coluna, diferem do controle (P<0,05; teste de Dunnett)
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Mesmo com essas alteracbes no teor de PB, os valores s&o altos em
relacdo a outras forragens, podendo essas plantas constituirem de fontes protéicas
aos animais.

Também algumas alteragdes nos teores de FDN e FDA foram observadas
para jurema preta, malva branca e manigoba, mas, foram muito variadas,
impossibilitando uma explicacdo conclusiva.

Houve decréscimo significativo (P<0,05) nos teores de TC para os
tratamentos com cinzas e com cal para todas as plantas estudadas.

Para FT e TT, aroeira, jurema preta e manigcoba responderam
significativamente (P<0,05) aos tratamentos com cinzas e com cal. Wina,
Tangendjaja e Susana (2005) observaram decréscimo de mais de 70% nas
concentragdes de FT e TT para o tratamento com cal e de 52% para os teores de
TC. Os dados da Tabela 5.1, mostram que a redugédo nos TC foi maior que 50%,
concordando com os autores acima. A redugao nos teores de FT, TT e TC obtidos
no presente experimento € também relatada por outros autores (MAKKAR; SINGH,
1992). Esse decréscimo deve-se provavelmente a oxidacdo dos taninos pela
alcalinidade (TAO et al.,, 1998) das solugdes de cinzas de madeira e hidroxido de
célcio. Conforme relatado nos itens (5.2.2.2 e 5.2.2.3) do material e métodos, os
valores de pH das solugdes de cinzas de madeira e hidroxido de calcio foram 11,37
e 12,25, respectivamente.

No presente experimento o PEG n&o alterou os teores de FT e TT, para
todas as plantas estudadas. Para os teores de TC, angico e malva branca nao
responderam significativamente (P>0,05) ao tratamento com PEG.

Os beneficios do uso do PEG como agente neutralizante de taninos para

melhorar os valores nutricionais de plantas taniniferas tém sido descritos
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(SILANIKOVE; PEREVOLOTSKY; PROVENZA, 2001; MAKKAR, 2003a). Ben
Salem, Saghrouni e Nefzaoui (2005) observaram uma diminuigao nas concentragdes
de FT, TT e TC para acacia e carvalho com o tratamento PEG.

A acdo do PEG da-se pela ligagdo com os taninos condensados,
liberando as proteinas, que ficam disponiveis para os microrganismos e enzimas da
digestao.

Para Ben Salem et al. (1999), a quantidade de 2 mg PEG mg™' TC foram
suficientes na extracdo de TC da acacia. No presente experimento, a mesma
quantidade de PEG foi usada, mas, provavelmente nao foi suficiente para cancelar a
agao dos TC no angico e malva branca.

As diferentes respostas obtidas no presente trabalho com relacéo aos FT,
TT e TC podem também estar relacionadas as conformacdes moleculares em que
os fendis encontram-se nas plantas e que podem afetar a atividade desses

compostos.

5.3.2 Bioensaio

A Tabela 5.2 mostra para os tratamentos, em relagdo ao controle, os
incrementos (%) da produgao de gases (PG) quando se adiciona o PEG ao meio de
incubacdo. O PEG é usado como agente que se liga aos taninos inibindo seus

efeitos bioldgicos.
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Tabela 5.2 — Bioensaio (ml g MS) dos tratamentos das plantas secas ao sol,
coletadas na época das chuvas incubadas com e sem polietileno
glicol (PEG) por 24 h

Plantas Tratamentos S/ PEG C/PEG Incremento (%)
angico controle 30,2 71,4 138,6
PEG 471 66,3 40,9*
cinzas 26,3 58,9 124,9
cal 28,0 55,6 100,4
EP 1,53 1,31 11,46
aroeira controle 34,8 74,3 121,0
PEG 48,2 65,4 36,1*
cinzas 27,6 59,5 115,5
cal 27,8 61,0 120,1
EP 2,45 1,82 15,58
jurema preta controle 18,7 35,4 91,4
PEG 25,2 26,3 5,5*
cinzas 25,8 34,2 33,1*
cal 20,5 27,5 36,1
EP 2,08 1,93 11,18
malva branca  controle 89,7 93,2 3,9
PEG 82,0 85,8 4.8
cinzas 64,2 67,2 54
cal 62,2 61,1 -1,0
EP 5,05 4,72 4,38
manigoba controle 80,4 95,9 19,5
PEG 67,3 72,0 6,9*
cinzas 59,7 64,0 71
cal 48,9 59,4 21,2
EP 2,98 4,31 3,05

* médias seguidas por asterisco, na coluna, diferem do controle (P<0,05; teste de Dunnett);
EP, erro padrao das médias
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A adicao de PEG ao meio de fermentacéo in vitro na presencga de plantas
ou alimentos contendo taninos, deve provavelmente levar a um aumento na PG
(MAKKAR; BLUMMEL; BECKER, 1995a; GETACHEW; MAKKAR; BECKER, 2000b).
Esse aumento é expresso como porcentagem da relagao entre a PG na auséncia e
na presenca de PEG. Assim, quanto maior for o incremento maior sera a atividade
dos taninos presentes, e, portanto menos efetivo o tratamento.

Na Tabela 5.2, observa-se que, para o tratamento com PEG, o incremento
foi menor (P<0,05) em relagdo ao controle indicando a eficiéncia deste tratamento
em diminuir a atividade dos taninos, o que estda de acordo com Ben Salem,
Saghrouni e Nefzaoui (2005).

Com excecgao da jurema preta, os tratamentos com cinzas e com cal nao
foram efetivos quando comparados ao controle, porque as demais plantas contém
baixos teores de TC. Observou-se que para jurema preta o aumento na PG em
relagdo ao controle foi aproximadamente 37%.

A baixa efetividade dos tratamentos com cinzas e com cal foi verificada
por Wina, Tangendjaja e Susana (2005).

Comparando-se os resultados da PG com os dados das analises
quimicas, principalmente para TC, ha uma controvérsia pois, nas analises quimicas
todos os tratamentos reduziram os valores de TC mas, na produgdo de gases
apenas o tratamento com PEG se mostrou eficiente. O que pode ter ocorrido é que
os taninos complexados, nao detectados nas analises quimicas, podem ter afetado o
processo de fermentacdo, uma vez que durante a mesma podem ter sido liberados
(MAKKAR, 2003a).

Outra causa da redugao da producgédo de gases pode ter sido a remogao

de nutrientes fermentesciveis como carboidratos soluveis e outras fontes de energia



81

durante a aplicagao dos tratamentos com cinzas e com cal (MARTINEZ et al., 2001;

WINA, TANGENDJAJA, SUSANA, 2005).

5.4 CONCLUSOES

Os tratamentos foram eficazes para redugao da concentragao de taninos
condensados avaliada pela analise quimica.
No entanto, apenas o tratamento com polietileno glicol apresentou efeito

na diminui¢ao na atividade dos taninos das plantas, com excegao da jurema preta .
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As plantas nativas da caatinga constituem uma alternativa real para a
pecuaria do semi-arido nordestino, principalmente devido a adaptacdo dessas
espécies as severas condi¢des climaticas. Contudo, o valor nutricional aparece
como limitante por varias razdes e entre elas, a alta concentracdo em compostos
fendlicos parece ser de fundamental importancia, como ficou caracterizado ao longo
desse trabalho.

A época do ano e a distribuicdo geografica sdo fatores que alteram as
concentracdes de taninos.

Tratamentos quimicos podem minimizar os efeitos dos fatores
antinutricionais, como os taninos condensados, presentes nas plantas.

A secagem ao sol € um método efetivo e simples que pode ser aplicado
no campo.

Estudos devem ser feitos utilizando-se outros tratamentos e avaliacéo

com ensaios in vivo é recomendada.
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