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NOTA PREVIA

As areas de montado do Pais eram em 1980,segundo dados do Insti-
tuto Nacional de Estatistica,de 535 000 ha de azinheira (Quercus ilex 1. )
e 644 000 ha de sobreiro (Quercus suber L.).

0s frutos da azinheira (bolota) e do sobreiro (glande) comstitu-
em uma importante fonte energética para a alimentacao de animais maatides
em pastoreio na época de Outono-lInverno.

€ incerto o conhecimento relativo quer as densidades dos povoa-
mentos actualmente existentes quer as produgoes medias de frutos:apesar de
alguns autores referirem densidades de 15 a 50,e mesmo 70,arvores por hec-
tare,parece ser mais realista considerar povoamentos meédios de 15 a 30 ar-
vores,sendo os povoamentos de Quercus suber L. os mais densos.No que con-
cerne a produgao de frutos (bolota e glande) a informagao exixtente e ain-
da mais incerta:as variagcoes nas condi¢oes edafo-climaticas,a variedade e
tamanho dentro de cada especie,os sistemas de poda praticados e os facto~
res nosologicos representam,entre outras,variaveis que afectam a produti -
vidade dos montados em frutos.Embora as Gltimas estatisticas = publicadas
refiram produgoes de 160,5 x 106 1itros (120,2 x 106 Kg),e possivel que os
quantitativos possam ser significativamente maiores ou menores em fungao
dos factores de variacao acima referidos.Seja como for a bolota e a glande
constituem uma das principais fontes emergéticas para os animais (suinos ,
ovinos e bovinos) mantidos em pastoreio nos cobertos de azinheiras e so-
breiros durante o periodo de Outubro-Fevereiro.

Apesar do reconhecido valor energético da glande,e principalmen-
te da bolota,a sua pobreza em proteina e riqueza em polifenois taninos pa-
recem criar,em variadas situacoes,problemas nutricionais.Assim,o conheoci -
mento das influéncias que os taninos da glande e da bolota podem exercer
sobre a utilizagao digestiva da dieta,particularmente da proteina, repre-
senta um objectivo de interesse fundamental e aplicado.

Por comodidade de exposigao utilizar-se-a,no discurso do presen-

te trabalho,o termo bolota para referir indistintamente os frutos de Quer~

cus ilex L. e de Quercus suber L..
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ABREVIATURAS

ABS - Absorvancia da luz emitida

ADAP - Acido Diaminopimelico

ADF - "“"Acid Detergent Fiber' ( Fibra Insoluvel em Detergente Acido -
- Van Soest -)

ADFI - ADF Indigestivel

ADIN - "Acid Detergent Insoluble Nitrogen' ( Azoto Insollivel em Deter-

gente Acido - Van Scest -)

AEP - Acido Aminoetilfosfonico

AGV - Acidos Gordos Volateis

ARN - Acido Ribonucieico

ATP - Acido Adenosinotrifosforico

DMO - Digestibilidade da Matéria Organica

DNA - Acido Desoxiribonucleico

EDTA - Acido Etilenodiaminotetracéetico

EE - Extracto Etereo

EM - Energia Metabolizavel

ENA - Extractivos nao Azotados

ENL - Energia Limpa de Lactagao

FAD - Flavinadeninadinucleotido

FB - Fibra Bruta

LDH - Desidrogenase Lactica

M - Concentracao Molar

MO - Matéria Organica

MS - Matéria Séca

N - Azoto

N-ADF - Azoto Ligado ao '‘ADF!

NDF - "Neutral Detergent Fiber' (Fibra Insolivel em Detergente Neutro -
Van Soest-)

NDFI - ''NDF" indigestivel

N-DNA - Azoto no DNA

NNA - Azoto nao Amoniacal

NNP - Azoto nao Proteico

N-RNA

Azoto no RNA




PB - Proteina Bruta (Nx6,25)
PEG - Polietilenogiicol

PG - Produgao de Gas

(P/P) - (Peso/Peso)

(P/V) - - (Peso/Volume)

PVP - Polivinilpirrolidona

RNA - Acido Ribonucleico

SES - Substancias Solluveis em Eter ‘

TDN - "Total Digestible Nutrients' (Nutrientes Digestiveis Totais)
T:P - Relagao Tanino:Proteina

(Volume/Volume)

(v/v)
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INTRODUCAO

0 termo tanino foi utilizado originalmente para substancias com
a capacidade de tanarem o couro. Actualmente o termo aplica-se a compos-
tos fenolicos de origem vegetal, com peso molecular suficientemente ele-
vado (500 a 3 000), e com um numero de grupos hidroxilicos suficientemente
grande(100 a 200 de peso molecular), para formarem 1igagoes eficazes com
a proteina e outras moléeculas (Swadin, 1979). Muitos compostos polifenoli-
cos reagem a muitos testes quimicos usados para os taninos, mas nao sao
taninos porque nao precipitam a proteina, acontecendo o mesmo com os fe-
nois simples.

Os taninos estao presentes em muitas forragens, sub-produtos da
agro-industria e folhas de arvores,normalmente utilizados em alimentagao
animal. A utilizacao de tais alimentos pode conduzir a morte dos animais,
principalmente em periodo de escassez de erva em que os animais sao leva-
dos a consumir quantidades anormalmente grandes de alimentos ricos em ta-
nino. Existem varias referencias relatando a morte de animais,consequente
a ingestao de glandes,na Europa (Wolteﬁ, 1974), America (Sandusky et al.,
1977; Keelen et al.,1978) e Africa do Sul (Naser et al.,1982). A inexora-
vel escassez de matérias primas para racoes de animais nos paises menos
desenvolvidos tem levado a incorporagao,nas ragoes,de quantidades mais ou
menos importantes de produtos e sub-produtos ricos em taninos. Apesar do
enorme esforgo de pesquisa nos ultimos anos para ultrapassar os proble-
mas nutricionais surgidos com a utilizacao do sorgo rico em tanino
(E.U.A.) e bagaco de sementes de Shorea robusta (India) na alimentagdo a

nimal, principalmente de ruminantes, a informagao relativa a influencia

dos taninos de outros produtos e sub-produtos € ainda escassa e surge a-




penas episodicamente na literatura cientifica (Mc Leod, 1974; Prnice e

Butlen, 1980; Kumar e Singh, 1984).

COMPOSICAO QUIMICA, CLASSIFICAGAO E OCORRENCIA

A quimica destes compostos foi recentemente revista por Haslam
(1966), Swain (1975], Swain (1979) ¢ Hastam (1981). |

0 peso molecular dos taninos condensados varia entre 5 800-
= 13 200 em leguminosas (Jones et al.,1976); entre 1 700 - 2 000 para as
procianidinas polimericas do grao de sorgo (Gupta e Haslam, 1978) e 2 000
- 4 000 para os taninos das leguminosas comestiveis mais vulgares (Foo et
al., 1982).

A afinidade do tanino para a protefna aumenta regularmente,
nas series polifendlicas, dos pesos moleculares mais baixos (576) para os
mais elevados (1 134) (Bate-Smith, 1973).0 peso molecular minimo necessa-
rio para precipitar a proteina e de cerca de 350, o que corresponde, nas
series condensadas, aos flavonois diméricos (Butfexr, 1982). Nos taninos
hidrolizaveis o minimo tedrico seria duas unidades precursoras de acido
Vgéfhico ou uma de acido elagico. Quando o peso molecular € muito grande
(>5 000) os taninos condensados tornam-se pouco sollveis em solucoes fi-
siologicas e exibem fraca accao tanante ou adstringente.

-0s taninos podem ser divididos em dois grupos,condensados e hi-
drolizaveis, que podem ser diferenciados pela estrutura e reactividade
com agentes hidroliticos (Haslam, 1966). Os taninos hidrolizaveis possuem
um alcool polihidrico (glucose), como nicleo, envolvido por acidos po-

lifenolicos (nomeadamente acido galhico e correlacionados),que sao esteri-

ficados pelo alcool central. Como o nome sugere, e devido ao tipo
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de estrutura (poliester) este tipo de tanino €& facilmente hidroliza-

vel por acidos, bases, ou certas enzimas. Como exemplo tipico de um ta-

nino hidrolizavel encontra-se um possivel isomero do tanino obtido da su-
magreira (Rhus typhine ou R. coriaria) (Estrutura |) (citado por Price e
Butlen, 1980). 0s taninos hidrolizaveis podem ainda ser subdivididos em
galhotaninos e elagitaninos consoante o acido fenol-carboxilico componen-
te. Por hidrolise os galhotaninos produzem acido galhico,e os elagitani -
nos produzem acido hexahidroxidiféenico, o qual se isola sob a forma da sua

dilactona estavel, o acido elagico.

COOH
O
COOH HO OH c—0 OH
H
HO OH HO e
HO -

OH HO OH COOH %

Acido galhico Ac. hexahidroxifenico Ac. elagico

(dilactona)

0s taninos condensados, tambem designados procianidinas, ( an-
tigamente designados leucoantocianidinas, porque muitos deles formam cia-
nidinas por hidrolise acida) sao polimeros de flavan-3-0is (ex: Estrutu-
ra Il1}) e flavan-3,4-diois (ex: Estrutura l1l). 0 tratamento com acido
promove a condensacao, ou a hidrolise e formagcao de antocianidinas.A es-
trutura IV € tipica dos taninos condensados do grao de sorgo e da uva
(Haslam, 1977).

No Quadro n®. 1.1. representam-se alguns produtos e sub-produ-

tos que contém taninos.




Quadro 1.1. Alguns alimentos que contem taninos.

Alimento Referencias

Leguminosas de pastagens

Lespedeza sp. (Lespedeza Buwws (1966); Osbowwn et at., (1971);
cuneata G. Don) Bell et al., (1965)

Luzerna (Med. sativa L.) Mitic (1972 a ¢ b);Bate-Smith (1973)

Sanfeno (Onobrychis vi- Jones et al., (1976); Osbowwn et al.,

etaefolia Scop.) (1971); Jones e Mangan (1977); Foo et
al., (1982)

Erva coelheira (Lotus Bary e Fornss (1983); Kuman e Singh

pedunculatus Cav.) (1984)

Crownvetch (Coronilla Bell et ak., (1965); Bwws e Cope

varia L.) (1974) ;Bate-Smith e Lernen (1954)

Frutos de leguminosas

Feijao (Phaseolus vul- Ronnenkamp  (1977); Ma e BLiss (1978)
garis L.)
Fava (Vieia faba L.) Martin-Tanguy et al., (1977)

Ervilha (Pisum sativum L.)  Lindgren (1975)

Shorea robusta Wah et al., (1977); Kumar (1980)
A¥farroba (Ceratonia si- Nachtomi e Alumot (1963) ; Joslyn
liqua) et al., (1968)
Outros frutos (especialmente
verdes)
Colza (Brassica campes- Durnkes (1971)
tris L.)
Cartamo (Carthamus tinto- Wah et al., (1977)
rius L.)

Glandes de Quercus pedun- Singleton (19871)
culata
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Glandes de Quercus incana

n 14 n 7 Obu r

" " " tlex
Banana (Musa sapientum)
Uva (Vitis vinifera)

Cafe (Coffea arabica L.)
Cacao (Theabromo cocoa)

Marmelo (Aegle marmelos)

Diospiros (Diospyros Kaki
L.)

Tamara (Phoenixz dactyli-
fera L.)

Maga (Malus domestica
Borkh)

Espinheiro (Crataegus mo-

nogyna)

Ameixa (Prunus domestica
L.)

Grao de cereais
Cevada (Hordeum sativum)

Milho miudo (Fleusine co-

racana)

Sorgo (Sorghum vulgare L.)
(Sorghum bicolor (L) Moench)

Folhas de avores e arbustos
Acacia catechu
Albizia lebbek
Aegle marmelos

Bauhinia variegata

Viffan e Katiyan (1973)
Haslam (1966)
Lozano et al., (1983)
Goldstein e Swain (1963)

" " "
Hof4 e SingLeton (1977)
Haslam (1966); Quesnell (1968)
Lohan et ak., (1980)
Golstein e Swain (1963)

Leoyd (1911) - cit.por Price e Butlen
(1950) |

Prnice e Butlen (1980)

Haskam (1977;1980)
(1980)

Goldstein e Swain (1963)

Eggum e Christensen (1975)
Ramachandna et al., (1977)

Stwmeyern e Malin (1975)

Gupta e Haslam (1978); Price et al.,
(1979b)

Lohan et ak., (1980)

" n n n
n 14 n n

n n n n




Eugenia jambalana Lohan et al., (1980)

Ficus benghalensis neenoon "

Ficus glomerata ren oo "

Grewia optiva reomooon "

Morus alba meonmoon "

Leucaena leucocephala meenoon "

Quercus sp. Feeney (1968);Lohan et ak.,(1980)
Terminalia bellirica Lohan et al., (1980)
Zizyphus nummularia Daniel et al.,(1978)-citado por

Kumarn e Singh,(1984).

Pteridium aquilinum Bate-Smith e Lernen (1954)

11




INTERACCAO TANINO-PROTEINA

Os taninos reagem com a proteina formando complexos tanino-pro-
tefna insollveis. Parecem participar, na formac3o de tais complexos, qua-
tro tipos de ligag6es; ligagoes hidrogénio entre os grupos fendlicos do
tanino e cetoimida das proteinas (Haslam, 1974); ligagoes ibnicas entre
o aniao fenolato e o sitio catidnico da molécula proteica (Loomis, 1974);
ligacoes covalentes formadas por oxidacao dos polifenois em quinonas e
subsequente condensagao com um grupo nucleofilico ( -NH, , -SH, -OH ) na
proteina (Loomis, 1974; Hasfam, 1979), e interaccoes hidrofébicas entre a
estrutura ciclica, aromatica, dos compostos fenolicos e as regioes hidro-

fobicas das proteinas (Loomis, 1974; Oh, 1978; Hagerman e Butler, 1980b).

- MECANISMOSDAS INTERACCOES TANINO-PROTEINA

0 conhecimento actual das interaccoes tanino-proteina teve ori-
gem na indistria de cortumes. Inicialmente o processo tanante era consi-
derado como sendo resultante da interaccao entre os grupos hidroxilo dos
taninos e os ''sitios activos'' da molécula de colagéneo. A natureza desses
'"'sitios activos'' tem sido objecto de muita pesquisé. Estudo com colageneo
modificado e com polimeros sintéticos indicam que as ligacoes peptideo
(ou amida) sao envolvidas na formagao de complexos entre taninos e pro-
tefnas. Os produtos de condensacdo da ureia com formaldeido, possuindo
uma estrutura do tipo ( =CH, -NH -CO -NH -CH, -)n, que possuem a |igagao
peptideo como o Unico grupo reactivo de alguma importancia, precipitam

quantitativamente os taninos. Batzer e Weissenbengen (1951) observaram que

poliamidas do tipo nylon, ( -NH,, -(CH)n -Co -)n, reagiam similarmente

12




com taninos. Tendo em consideragao a disponibilidade de grupos reagentes
das protefinas, Gustavson (1954) sugeriu quatro sitios possiveis de liga-
cao: (1) ligagoes peptidicas, (2) grupos ionicos, tais como os grupos
€ -amino da lisina, os grupos guanidil da arginina, e os grupos carboxi-
lo dos acidos aspértieo e glutamico, (3) os grupos hidroxilo da serina
e hidroxiprolina, e (4) os grupos amida da glutamina e asparagina. Estu-
dos ulteriores de Gustavson (1956) demonstraram que a Polivinilpirrolido-
na (PVP), tanto soldvel como insolldvel, formava complexos estaveis com ta

ninos, em grau quase tao elevado como o ''hide powder' e nylon hidratado.

- CH - CH, -
|
/”\
PVP 0 = i fHZ
0
CH2
n

A formagcao de pontes protonicas entre os radicais hidroxilo
dos taninos e os radicais carboxilo dos peptideos das proteinas foi evi-
denciada igualmente por Cannon (1955} Loomis e Battaile (1966) e Van Bu-
nen e Robinson(1969).

0s complexos tanino-proteina poderiam ser, pelo menos parcial-
mente, dissociados por certos solventes organicos tais como: acetona,este-
res, dimetilformamida, N-metilpirridiona e dimetilsulfoxido (Loomis,1969),
detergentes (Goldstein e Swain, 1965), alcalis e cafeina (Mejbaum-Katze-
nellenbogen, 1963) e polietilenoglicol (PEG) 4 000 (Toyama e Kamiyama,
1972).

Embora seja geralmente aceite que a ligacao hidrogenio consti-

tui o mecanismo predominante nas interacgoes tanino-proteina, outras for-

cas parecem estar envolvidas (Oh, 1978), inclusivé ligacoes mais estaveis




{Loomis e Batfaile, 1966). Estes autores sugeriram que se poderiam formar
ligagoes covalentes estaveis em consequencia da oxidagao dos fendis em
quinonas e subsequente copolimerizagcao das quinonas com a proteina. Uma
vez que os extractos comerciais de taninos sao usualmente sujeitos a con-
dicoes oxidativas, durante a extracgao e armazenamento, € possivel  que
contenham grupos reactivos suficientes para formarem tais ligacoes esta-
veis (Van Sumenre et al., 1975). Para além das ligagoes hidrogénio, Oh
{1978) evidenciou que em muitas condicoes a ligacao hidrofobica pode
constituir a principal forgca de ligacao tanino-proteina: uma larga frac-
¢ao de grupos hidrofobicos estao localizados na superficie de varias pro-
teinas, estando assim disponiveis para interagirem com o solvente, e com
outros constituintes, no ambiente aquoso. Alem disso, uma vez gque as ca-
deias laterais de acidos aminados sao bastante compridas, comparadas com
a ligagao peptidica, € 10gico pressupor que estas cadeias,juntamente com
o volume das proteinas, poderao estar envolvidas na formagao de complexos
entre os taninos e as proteinas. Chibben et al., (197§ ) sugeriram que a
fracgao 'Kafirina' do sorgo, fraccao altamente hidrofébica, alcool-solG-
vel, se associa predominante e fortemente aos taninos atraveés de interac-
¢oes hidrofobicas.

0 processo da formagao de complexos (resultante em parte de 1i-
gagoes hidrogénio e em parte de ligagoes hidrofobicas) € normalmente re-
versivel, e tanto as proteinas como os polifenois podem em principio ser
recuperados do complexo; contudo,se as proteinas e os polifencis interac-
tuarem sob certas condigoes (por exemplo: pH alcalino, 02) entao os poli-
fenois podem ser oxidados em quinonas, e a forma oxidada pode entao for-
mar ligacoes covalentes com a proteina, tornando a associagao irreversi-

vel (Van Sumere, 1975; Haslam, 1980).

Utilizando poliamida e colageneo, Guatavson (1954; 1956)demons-




trou respostas ao pH marcadamente diferentes entre taninos hidrolizaveis
e condensados. Os taninos condensados ligaram-se quase independentemente
do pH, abaixo de 7-8, e a ligagao diminuiu marcadamente a pH superior a 8.
Em contraste, os taninos hidrolizaveis ligaram-se fortemente a pH 3-4,
tendo diminuido a ligacao a pH superior a 5. Estes fenomenos foram inter-
pretados como significando que no caso dos taninos condensados, a liga-
c3o envolveria radicais hidroxilo fenolicos nao ionizados, uma vez que um
fenol ionizado nao poderia servir como dador de protoes para a ligagao hi-
drogénio. A valores de pH superiores a 9 os grupos fenolicos comegam a
ionizar-se, com formacao de fenolato, passando a haver menos radicais hi-
droxilo disponiveis para ligacao as proteinas. No caso de alguns taninos
hidrolizaveis, os efeitos do pH foram atribuidos a fortes ligagoes hidro-
génio, formadas pelos grupos carboxilo, nao ionizados, dos taninos a pH
abaixo de 5, e ligacoes hidrogénio mais fracas pelos grupos hidroxilo fe-
n6licos nao ionizados (Loomis e Battaile, 1966).Contudo, esta interpreta-
c30 nao pode ser valida para os taninos hidrolizaveis do tipo do acido
tanico que nao contém grupos carboxilo livres.

Van Buren e Robinson (1969) verificaram que a interaccao maxima
entre acido tanico e gelatina ocorreu no ponto isoelectrico da proteina.
No que diz respeito ao tipo de proteina, a gelatina,cujos acidos aminados
nao polares (prolina, hidroxiprolina e glicina) constituem mais de 50% da
protefna, ligou quantidades invulgarmente grandes de taninos por unidade
de peso, comparada com outras proteinas (Singfeton, 1967).

A especificidade da interacgdo seria, segundo Hagerman e Butler
(1981), uma func3o inversa do tamanho, conformagdo, e carga da molécula
proteica. As proteinas ricas em prolina exibiriam elevada afinidade para
os taninos devido 2a sua conformagao aberta e as suas capacidades para

formarem fortes ligagoes hidrogenio.
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Hasfam (1974) observou que a formacdo de complexos polifendis-
-taninos resultava de interligacoes entre moléculas proteicas separadas e
os fenois, e que a capacidade tanante residual, embora relacionada com o
tamanho molecular, dependia principalmente do nimero de sitios separados
na molecula capazes dé se associarem com a proteina. Os possiveis sitios
separados nos polifendis naturais seriam os nicleos 0O-dihidroxi e trihi-
droxifenolicos, os quais seriam capazes de se associarem as proteinas. Os
grupos fenolicos isolados nao seriam importantes neste contexto.

Refira-se igualmente que os taninos condensados e hidrolizaveis
apresentam muitas similaridades estruturais tais como nicleos O-dihidroxi
e trihidroxi,que se projectam para a superficie exterior da estrutura mo-

lecular.

EFEITOS NUTRICIONAIS DOS TANINOS

0s efeitos nutricionais mais aparentes dos taninos, quando in -
geridos a niveis nao superiores aos que ocorrem, por exemplo, no grao de
sorgo (1-2%) { Price et al.,1979%) ,sao depressdo no crescimento e dimi-
nuicao da eficiéncia da utilizacdo do alimento (Price e Butler, 1980 ).
Tais depressoes tem sido observadas em rétinhos, pintos, patinhos, porcos,
novilhos e borregos. Decréscimos na produgdo de leite de vacas foram tam-
bém observados. A par daqueles efeitos, outros se tém verificado, casual
ou concomitantemente, como lesoes hepaticas e renais, lesoes da mucosa
gastro-intestinal, perturbagao na excrecido de certos catides, bioqueio da
absorcao de certos elementos como o Fe++, aumento da excregao de proteina
e acidos aminados, e anormalidades nos membros em aves e vitelos.Niveis

de tanino proximos de 5% (taninos hidrolizaveis) podem provocar a morte.
P p p
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Algumas dificuldades se deparam ao procurar estabelecer compa-
ragoes dos diferentes ensaios realizados: (1) 0 teor em tanino referencia-
do depende da tecnica utilizada. Price e Butler (1977) deram recentemente
enfase a algumas causas comuns de erro e ma interpretacao;(2) 0 nivel pro
teico da dieta influencia marcadamente a expressao do efeito deletéreo
dos taninos,ja que grandes quantidades deste nutriente aleviam o efeito
depressivo dos taninos (Price e Butler, 1980;Kumar e Singh,1984) , e, por
altimo, (3) alguns autores utilizaram o acido tanico como modelo de tani-
no.0s resultados observados nao sao extrapolaveis para situacoes em que

se confrontam taninos condensados (v.g. do sorgo,uva,colza...).

Ratinhos. - A adicao de tanino a dieta de ratinhos tem efeitos compa-
raveis aos referidos para as aves,no que respeita ao crescimento e efi-
ciéencia de utilizacao alimentar.(GLick e Joslyn,1970a)verificaram severa
depressao no crescimento de ratinhos quando se adicionou acido tanico a
dieta até niveis de 4%. A 8%, 9 em cada 10 ratinhos morreram em 4-6 dias.
Estes autores demonstraram que a depressao na ingestao alimentar consti-
tuiu o principal factor depressivo nos primeiros dias da experiéncia. Os
animais adaptaram-se parcialmente as dietas ao fim de alguns dias,apos os
quais os controles exibiram maior ganho de peso que os alimentados com a
dieta rica em tanino. Com uma dieta de elevado teor proteico (40% de ca-
sefna), o acido tanico, mesmo ao nivel de 5% nas dietas,nao afectou a ve-
locidade de crescimento nem a ingestao (GLick e Josfyn,1970a) ;com 20% de

caseina e 5% de acido tanico observaram uma significativa depressao no

crescimento. Noutro trabalho (GLick e Joslyn,1970b), os mesmos autores




administraram 3 tipos de taninos condensados (de semente de uva, quebra-
cho e mimosa) e 2 tipos de taninos hidrolizaveis (acido tanico comercial
e acido taratanico), atraves do alimento, a niveis que variavam 2-10%. A
depressao no crescimento foi maior com o acido tanico que com os taninos
condensados do quebracho ou da mimosa,ambos administrados ao nivel de 1%,
Schaggent et al., (1974)observaram ganhos de peso e eficiencia alimentar
inferiores quando ratinhos foram alimentados com dois genotipos diferen-
tes de grao de sorgo ricos em taninos,comparado com dois genotipos de bai-
x0 teor em tanino. As diferencas nao foram contudo significativas quando
se adicionou 15% de farinha de soja a dieta. Jambunathan e Mertz (1973)
observaram maiores ganhos de peso,ao fim de 10 dias, em ratinhos alimen-
tados com 3 dietas a base de grao de sorgo de baixo teor em tanino, que
nos ratinhos alimentados com dietas baseadas em trés variedades de grao
mais rico em tanino (35,29 e 20 g vs 7,1 e 12 g, respectivamente). Os
ratinhos com dietas com elevado teor em tanino, que aumentaram em média
12 g no peso vivo, consumiram mais alimento que os alimentados em dietas
de baixo teor em tanino,os quais aumentaram 20 g. Oswalt (1973} comparou
os ganhos de peso em ratinhos alimentados com sorgos de elevado e baixo
teor em tanino,em dietas isoproteicas, sendo a dieta a base de sorgo de
baixo teor em tanino a que permitiu maiores ganhos de peso. Direyer e Van
Nienkenk ( 1974 ) trabalhando com ratinhos , e utilizando varios geno-
tipos de sorgo, verificaram que a correlagao entre velocidade de cresci-
mento e digestibilidade da proteina foi maior que a encontrada entre ve-
locidade de crescimento e teor em taninos, o que levou aqueles autores a
sugerirem a digestibilidade da proteina como o melhor indice das proprie-
dades depressoras do crescimento,do grao de sorgo.Ronnenkamp (1977)refe-
re menores velocidades de crescimento e piores eficiéencias de conversSo

alimentar em ratinhos alimentados com dietas a base de feijao (Phaseolus
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vulgaris) e correlaciona-os com o conteldo em tanino.

Aves - crescimento - Um grande numero de trabalhos realizados com a fina-

lidade de determinar os efeitos nutricionais dos taninos, utilizaram aves
como unidades experimentais {(Price e Butlen, 1980).

Fullen et al .,(1966) concluiram que era necessario um nivel de
tanino, na dieta, superior a 0,64%-0,84% para retardar o crescimento de
pintos. Vohna et al., (1966) verificaram depressao no crescimento de pin-
tos alimentados com uma dieta contendo 0,5% de acido tanico, e 70% de mor
talidade no efectivo experimental, entre o 72 e 112 dia de experiéncia,
quando o teor daquele tanino atingiu os 5%.Glick e Josfyn (1970b)compara-
ram os efeitos do acido tanico e de extractos tanantes de casca de casta-
nheiro, quebracho e acacia, sobre o crescimento de ratinhos. Ao nivel de
1% o acido tanico foi o mais eficaz como depressor do crescimento e da in-
gestao alimentar, nao tendo os taninos condensados afectado significati-
vamente o peso médio das unidades experimentais. Aqueles autores observa-
ram ainda maior mortalidade em pintos que em ratinhos alimentados com die-
tas contendo 3%-7% de acido tanico. Em contraste, Kratzen et al.,(1975) re-
feriram que os taninos (hidrolizaveis e condenSados) inibiam o crescimen-
to de pintos em grau similar, numa base de igual conteudo fenolico total.
Segundo Pottern e Fullern (1968) e Rayudu et al.,(1970a) o pirocatecol e o
pirogathol,metabolitos do acido tanico, exerceriam um efeito depressivo
mais severo sobre o crescimento de pintos que o proprio tanino. Chang e
Fuller (1964) observaram que o tanino, ao nivel de 0,1%, nao provocava
qualquer efeito negativo, mas que deprimia o crescimento a niveis de 0,5%

e 2%. Também Rostagno et al., (1973) observaram diminuigcoes na velocidade
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de crescimento e do indice de conversao alimentar com niveis de 1%-2% de
tanino na dieta. O tanino estava contido no sorgo, tal como nas experiéen-
cias de Aumstrhong et al., (1973) que observaram os mesmos efeitos. Nestas
experiencias o controle foi sorgo pobre em tanino.

Embora quantidades maiores de proteina possam atenuar a depres-
sao no crescimento de ratinhos, provocada pelo tanino alimentar,{GLick ¢
Joskyn,1970a; Schagpert et al., 1974) e suinos (Combs e Wallace, 1976 -
- citado por Price e Butlen, 1980), Aumstrong et al.,(1973) registaram um
ritmo de crescimento 15% inferior em pintos alimentados com sorgo rico em
tanino,mesmo com niveis de 20% de protefna na dieta.Martin-Tanguy et al.,
(1977) encontraram uma correlacao negativa significativa entre ganho de
peso de patinhos e teor em tanino de dietas a base de diferentes varieda-
des de fava com diferentes teores em tanino. Marquarndt et al.,{1977) ve-
rificaram perda de peso em pintos a cuja dieta foi adicionado tanino pu-
rificado de fava (3,9%). Outros efeitos, nomeadamente anormalidade dos
membros (Swain, 1965} tem sido observados em pintos alimentados com sorgo
rico em tanino.

Em contraste com as observadas depressoes no crescimento de a-
nimais que ingeriram tanino, outros autores nao confirmaram tais observa-
¢oes quando utilizaram sorgo, rico e pobre em tanino, na dieta de pintos,
ao nivel de 55% {Halloran e Maunder,1971) e 60% (Stephenson et al., 1967;
1968). Ringrose e Morngan (1970) ,citados por Paice e Butler (1980),nao ob-
servaram diferengas na eficiéncia de utilizacao alimentar, em pintos ali-
mentados com dietas contendo 2% de acido tanico, embora tenha havido de-
pressao no crescimento. A substituigao de 50% do milho por sorgo (Damiom
et al., 1968), ou a substituicao do sorgo pobre pelo rico em tanino (Step-
henson et al., 1968), nao provocaram efeitos depressivos no crescimento e

na eficacia de utilizacao alimentar, em pintos. No entanto estes autores
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utilizaram racoes com elevado teor proteico, o qual podera ter mascarado
os efeitos dos taninos (Schaffent et al., 1974; Combs e Wallace, 1976 -
citados por Pralce e Butler, 1980).

Apesar dos problemas referentes a falta de uniformidade das
condicoes experimentais, parece-nos indiscutivel poder concluir que os
taninos, tanto condensados (grao de sorgo) como hidrolizaveis (acido ta-
nico) exercem efeitos depressivos, a niveis superiores a 0,5-1%, sobre o

crescimento e eficiéncia de utilizacao alimentar de aves.

Aves - producdo de ovos. Pottern et al., (1967) referiram uma ligeira di-

minuicao na producao de ovos quando galinhas foram alimentadas com uma

dieta contendo 1% de acido tanico, e uma diminuigéo um pouco maior com 2%.
A este nivel de acido tanico também verificaram um aumento no numero de
ovos com coloracao verde da gema e com gema matizada. Lindgren (1975) en-
controu uma correlacao de-0,82 entre os coeficientes de digestao da pro-
teina bruta e o teor em taninos, quando galinhas poedeiras foram alimen -
tadas com dietas a base de diferentes variedades de fava ou ervilha con -
tendo varias quantidades de tanino, mas nao observou nenhum efeito sobre
a produgao de ovos. Martin-Tanguy et al., (1977) verificaram que favas
ricas em tanino deprimiam o peso dos ovos e reduziam o ritmo de postura,
embora nao tenham apresentado dados estatisticos. Guillaume e Bellec(1977)
verificaram uma relagao inversa entre peso dos ovos postos diariamente e
teor em taninos da racao.Sell et al., (1983) observaram baixa produgao de
ovos e reduzida eficiéncia alimentar em aves alimentadas com dietas a ba-
se de sorgo e com 11,5% ou 14,5% de PB. Com 14,5% de PB na dieta a perda

de peso das aves foi menor.0 peso dos ovos nao foi afectado pelo tanino.
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Suinos - As referéencias na bibliografia nao estao de acordo no que se re-
fere aos efeitos dos taninos nas dietas para suinos. Duas referéncias
(Hillien et ak., 1959; Thrashern et al., 1975) indicam diminuicao na ve-
locidade de crescimento e piores conversoes alimentares em suinos alimen-
tados com dietas a base de grao de sorgo rico em tanino,quando comparadas
com dietas contendo grao de sorgo pobre em tanino.Trés outras referéncias
(Campabadal et al., 1976; Combs ¢ Wallace, 1976; Hammel e Johnson, 1976)
indicam nao ter havido diferencas significativas na velocidade de cresci-
mento, ou na eficiencia da conversao alimentar, quando se compararam die-
tas a base de sorgo rico e pobre em tanino. E possivel que a quantidade
de proteina utilizada nestas dietas (14-16%) tenha sido suficientemente
elevada para diminuir os efeitos deletéreos do tanino,tal como foi obser-
vado por Schafgent et al., (1974) com ratinhos, quando adicionaram 15% de
farinha de soja as dietas. As digestibilidades da Mateéria Seca (MS)e
Proteina Bruta (PB), em porcos alimentados com sorgo rico em taninos fo-

ram significativamente inferiores as observadas para o sorgo pobre em ta-
ninos (Thwashen et al., 1975; Campabadal et al., 1976).Ferveina(1984), re-
ferindo trabalhos de autores espanhois, conclui que o tanino da bolota e-
xerce efeitos depressivos no crescimento de suinos quando aquela € incor-
porada nas ragoes a niveis superiores a 30%. Segundo Kondos e Foale (1983)
o sorgo pobre em tanino € nutricionalmente superior ao rico em tanino,pa-

ra suinos.

Ruminantes - 0 problema dos efeitos dos taninos sobre ruminantes e bem mais
complexo devido ao ecossistema reticulo-ruminal.Muito embora se tivessem
observado efeitos depressivos, principalmente sobre a ingestao, em rumi-
nantes pastoreando leguminosas ricas em tanino (Mcleod, 1974),algumas es-

perancgas foram colocadas na utilizacao dos taninos na protecgao da protei-
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na contra a desaminacao no rumen (Zeﬂte& et aﬁ.; 1970); e na prevengao do
timpanismo devido a sua acgao anti-espumante no rumen {Jones et al., 1970).

As proteinas podem tornar-se mais resistentes a degradagao no
rumen, sem pefda de digestibilidade no intestino,mediante tratamento tér-
mico moderado (Church, 1979), cobertura da proteina com compostos inertes
e 1ipidos (Chalupa, 1975), ou através de tratamentos quimicos, nomeadamen-
te com aldeidos (Ferguson et al., 1967) e tanino (Zelter et ak., 1970;
Drniedgen e Hatfield, 1972).

A estabilidade do complexo tanino condensado-proteina esta 1i-
gada ao pH (Jones e Mangan, 1977), sendo insollivel e estavel na gama de
pH compreendida entre 3,5-7,0, mas dissociando-se e libertando a proteina
apH<3.0epH>8.5. A presenca de taninos condensados em forragens
verdes deveria assim, teoricamente, reduzir a taxa de degradagao ruminal
da proteina no rumen (pH 5,8-6,8) permitindo no entanto a sua solubiliza-
¢ao e libertacao no abomaso (pH 2,5-3,5) e intestino delgado (pH 7,5-8,5).
John e Lancashine (1981), confirmaram isto com cultivares de Lotus cor-
niculatus contendo 2,5 e 14,5 g de tanino condensado/Xg de MS, e Bavwy e
Manley (1984) com Lotus pedunculatus contendo 46 e 106g de tanino conden-
sado/Kg de MS. Sabe-se, contudo, que nem todos os complexos tanino-pro-
teina tém o mesmo pH Optimo para maxima ligacao (Hagerman e Butlenr,197§).
Varias experiencias sugerem que o tanino pode bfoteger parcialmente a pro-
teina da desaminagao ruminal. Leroy et al.,(1964) mostraram que a adigao
de uma solugao aquosa de tanino (preparada a partir de um pé,extraido de
madeira de castanheiro, que continha 70% de tanino puro) a bagagos de
amendoim e de soja, aquando da incubagao <n vitro com suco de rumen,
provocava uma diminui¢cao na libertacao de amonfaco sem afectar o poder
celulolitico da microflora do rumen. As doses minimas de extracto tanan-

te a utilizar foram definidas, para diferentes proteinas, por Zeltern et

al.,(1970) (Quadro 1.2).Estes autores propuseram doses de 6 a 15% de ta-
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nino de castanheiro visando a reducao, a menos de 10%, da desaminagao do
azoto proteico no meio ruminal <n vitro. As quantidades variaram com a
natureza do tanino utilizado, o tipo de produto e a natureza da proteina,

mas parecem independentes do teor em azoto.

Quadro 1.2 Doses minimas de extracto tanante necessarisas
para impedir a desaminacao de diferentes pro-

teinas pelas bactérias do rumen { Zelter et

al., 1970).

N,%Z M.S. Tanino, % do

produto seco
PO de leite 6,08 16
Torta de colza 6,67 12
Torta de girassol 7,58 15
Torta de linho 6,46 6
Torta de amendoim 9,01 15
Torta de soja 8,42 ' 8

Para Drniedgen e Hatgield {1972) o tratamento com 10% de acido
tanico, (1g de acido tanico, 10g de bagaco de soja) protege perfeitamen-
te durante 8 horas de incubacdo em rumen artificial e apos 12 horas a

proteccdo é ainda de 90% (em relacao ao tempo t=0).
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Fig. 1.1. Influencia do tempo de incubacao e da intensi-
dade do tratamento de um bagago de soja tanado

sobre a produgaoc de amoniaco no rumen in Vitro
(Drniedgen e Hatgield, 1972).

Contudo, nem todos os autores sao unanimes em reconhecer que o
emprego dos taninos melhora a utilizacao do azoto nos ruminantes. N{shi-
muta et al., (1973) observaram que, apesar da diminuicao da amoniogenese
ao nivel do rumen e da excrecao do azoto urinario, a excregao do azoto
fecal aumentou, e a retengao azotada nao melhorou, nos borregos alimenta-
dos com bagagco de soja tratado com 9% de acido tanico. No decurso de um
estudo ulterior, estes mesmos autores (1974) nao verificaram,em novilhos,
nenhum efeito da tanagem do bagaco sobre a quantidade de proteinas ali-
mentares que chegafam ao intestino delgado. Alguns destes resultados po-
der-se-iam explicar pelo facto de os complexos tanino-proteina serem
capazes de se dissociar em pH acido, e de se reformarem quando o pH se
eleva ao nivel do intestino delgado (Dniedgen e Hatgield, 1972). E igual-
mente possivel que os taninos possam inibir directamente as enzimas pro-

teolfticas (Feeney, 1969), tornando assim as proteinas menos digestiveis.

Pelo contrario, Zelten e Leroy (1966) e Delont-Laval e Vinoben (1969) nao
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observaram senao uma pequena inibicao da actividade pepsina-tripsina in
vitro ( -5% relativamente a testemunha nao tratada) com as doses minimas
de tanino de castanheiro, o que lhes permitiu pensar que, naquelas con-
digoes, a digestao das proteinas tanadas nao era afectada no intestino.
Driedgen e Hatgield (1972) verificaram que borregos alimentados com baga-
co de soja,ou bagaco de soja tratado com acido tanico, ganharam 177g/dia
e 217g/dia de peso vivo, respectivamente, tendo a retencao azotada sido
igualmente superior para o alimento tratado (10,6g) relativamente ao nao
tratado (7,5g). Contudo, os autores notaram que os pellets nao tratados
se desintegravam rapidamente em agua, enquanto que os tratados retinham a
sua forma durante 6 horas, observacao que esta de acordo com as proprie-

dades adesivas que sao caracteristicas dos taninos. Assim, é possivel que

alguns,ou todos,dos efeitos verificados tenham sido motivados pela estabi
lidade dos pellets.

Estudos de balanco azotado em ovinos, alimentados com po de
leite desnatado tratado com tanino de castanheiro, mostraram uma ligeira
diminuicdo na digestibilidade do azoto (0,68% vs 0,72%) mas um significa-
tivo aumento na retencao azotada (23,6% vs 16,1%) (Delont-Laval et afl.,
1972).

McGinty (1969)-(citado por Paice ¢ Butler, 1980) observou redu-
zida digestibilidade da MS quando administrou a novilhas sorgo rico em
tanino. A digestibilidade da proteina foi de metade da observada com
sorgo pobre em tanino. Maxson et al.,(1973b) observaram que novilhas ali-
mentadas com milho, e sorgo rico e pobre em taninos, tiveram aumentos de
peso de 32,25 e 27 libras, respectivamente, durante 3 periodos de 19 dias.
Maxson et al.,(1973b) verificaram uma menor produgcao de leite e um menor
ganho de peso em vacas alimentadas com silagem de sorgo rico em tanino,do

que em vacas alimentadas com silagem de sorgo pobre em tanino.
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Reed et al., {1982) referiram que o tanino condensado na "“ADF"
da mandioca limitava a sua utilizacao como forragem.

A presenca de taninos nos alimentos para ruminantes parece tam-

bém ser responsavel pela baixa producao de leite,reducao na disponibilida
de do enxofre,modificacoes degenerativas toxicas no intestino,figado,baco
e rim,e constipacao fatal ( Jagadale et ak.,1976; Gawmer e Hwwood ,1976;
Gupta et al.,1977; Lohan et al.,1979-citados por Kumar e Singh,1984 ). Em
ensaios de pastoreio com Lotus pedunculatus, Bary e Manley (1984) veri-
ficaram que o PEG 4 000 melhorava o crescimento de borregos de 125g/dia
para 166g/dia, nao tendo o PEG exercido qualquer ac¢ao nos borregos em
pastagem de trevos, branco e encarnado. Apesar dos argumentos em favor
da possivel accao benefica dos taninos nos alimentos para ruminantes, pa-
rece-nos ainda valida, face ao acumular de informagoes, a conclusao de
Brostern et al., (1978): " Thus the instances of Dbenefits from
treatment of protein are very few against the Wéight of evi-
dence of no effect or a detrimental effect 1in studies of
growth in cattle, and they are restricted to low levels of N
intake: No benefits have been recorded 1in the studies of
lactation in cows in papers cited by Goering and Waldo, (1974)".

A eficacia dos taninos na prevencao do timpanismo em bovinos
parece ser mais clara. A principal causa do tfmbanismo parece ser a for-
magao de uma espuma estavel no reticulo-rumen (Redid, 1960 - citado por
Redid et al., 1974). A proteina vegetal sollivel e a principal responsavel
pela formacao de espuma, embora hajam outros factores envolvidos (Clark e
Reid, 1974). Kendall (1966) sugeriu que a presenca de tanino seria res-
ponsavel pela ausencia de timpanismo em bovinos quando alimentados com
certas leguminosas, baseando-se em estudos in vitro com extractos de fo-

lhas. Este autor observou que a adigao de Polivinilpirrolidona (PVP) so-
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luvel, ao rumen <n vitro contendo folhas de tais leguminosas, provocava a
formagao de espuma. A PVP é bem conhecida na sua capacidade de se com-
plexar com taninos. Jones et al., (1976) observaram uma completa auséncia
de proteina soluvel no rumen de bovinos que pastavam espécies que contéem
taninos condensados. Verificaram igualmente que o complexo tanino-protei-
na foliar era dissociado numa percentagem de 9,5 ao pH do abomaso (2,5).
Reld et at., (1974) combararam sanfeno (contendo 1,5% de tanino condensa-
do) e trevo encarnado { sem taninos) e verificaram frequente ocorréncia de
timpanismo com o trevo encarnado e ausencia total de timpanismo com o san-

feno. Atribuiram ao tanino uma accao anti-timpanizante.

CAUSAS DOS EFEITOS ANTI-NUTRICIONAIS DOSTANINOS

As explicacoes sugeridas para os efeitos anti-nutricionais dos

taninos enquadram-se em cinco linhas principais (Piice e Butlen, 1980):
0 tanino

1) Deprime a ingestao alimentar
2) Aecta a digestibilidade:
a. Complexa-se com a proteina ou outros. componentes alimentares.
b. Complexa-se com enzimas digestivas, interferindo com a diges-
tao.
c. Complexa-se com suficiente quantidade de proteina endogena de
alta qualidade.
3) Complexa-se com, ou danifica, partes do proprio tubo digestivo,in-
terferindo com as suas fungoes.
k) os seus produtos de hidrolise sao absorvidos e tém efeito to-

xico em qualquer ponto do organismo.
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5} Interfere no ecossistema reticulo-ruminal.

1) Depressao da ingestao alimentar

Monogastricos - Do ponto de vista biologico a importancia

dos taninos reside na sua eficacia como repeléntes para os predadores,
quer animais quer microbianos. Em ambos os casos a propriedade relevante
€ a "adstringencia'' (Bate-Smith, 1973; 1981) tornando os tecidos nao pa-
lataveis, por precipitacao da muco-proteina salivar, ou por imobilizagd
de enzimas, impedindo a invasao dos tecidos do hospedeiro pelos parasitas
(Hanborne, 1976).

A diminui¢ao nos ganhos de peso observados em aves, em algumas
experiencias com tanino, sem diminuicao da eficiéencia alimentar, pode ser
explicéda por depressao na ingestibilidade(Ringrose e Morgan,1970).0 mes-
mo efeito foi observado em ratinhos por GLick e Joslyn(1970a) e em pin-
tos por Vohna et al., (1966). Por outro lado, a palatabilidade dos ali-
mentos que contém naturalmente taninos nao parece constituir problema im-
portante, como foi observado para o grao de sorgo administrado a pintos
~ (Featherston e Rogler, 1975) e ratinhos (Jambunathan e Mentz,1973; Schaf-
gent et al., 1974) em que os animais que consumiram o sorgo rico em tani-
no demonstraram velocidades de crescimento mais baixas que os controlos
alimentados com sorgo pobre em tanino, mas conéumiram mais que os teste-
munhas. Tamin e Alumot (1970) verificaram que a depressao no crescimento,
provocada pelas vagens verdes de alfarroba ricas em tanino, mas nao pelas

vagens maduras, foi consequéncia da baixa ingestao alimentar. Tal podera
dever-se a presenca de tanino hidrolizavel que se encontra conjuntamente
com tanino condensado nas vagens verdes, enquanto que as maduras apenas

contém taninos condensados (Joslyn et al., 1968). Bornstein et al.,(1963

-citados por Prnice e Butler, 1980) observaram que o consumo alimentar au-

mentou, e o ganho de peso diminuiu, quando se adicionou alfarroba a die-
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tas para pintos. No entanto os autores apresentaram evidencia para a pre-

senca de uma substdncia depressora do apetite que era soluvel em agua.

Ruminantes - A baixa palatabilidade, devido aos taninos ad-
stringentes,coﬁduz a reducao da ingestao voluntaria. Ensaios  conduzidos
em pastoreio de Sericea lespedeza,com ovinos (Wilkins et al., 1953) e no-
vilhas (Donnelly, 1954}, evidenciaram que os animais consumiram maior quan
tidade de plantas com baixo teor que com elevado teor em taninos.Donnelly
e Anthony (1969) referiram que o nivel de tanino requerido para rejeicao
do alimento, pelos animais em pastoreio,era de 20 mg/g de MS. Jokl e Canl-
son (1982) referiram que as folhas de Eucalyptus saligna e Lecytis piso-
nig nao eram aceitaveis para animais em pastoreio devido ao elevado con-
teddo fenolico. 0 bagaco de sementes de Shorea robusta seria nao palata-
vel em si, mas poderia ser aceite quando misturado com algum concentrado
palatavel (Patel et al., 197Z). Jones et al., (1976) isolaram taninos con-
densados de leguminosas pratenses e estudaram a distribuicao do seu tama-
nho molecular e composicao (relagdo delfinidina/cianidina)relacionando-os
com a palatibilidade . Conciuiram que a palatabilidade estava relacionada
com o conteido em prodelfinidina, sendo os TIrifolium arvence e Trifolium
affine menos palataveis que a Coronilla varia. Os taninos tambem diminuem
a permeabilidade da parede do tubo digestivo, reagindo com a camada celu-
lar externa do intestino (M{tjavila et al., 1977), afectando o processo
digestivo e de absorcao. Todos estes factores podem afectar adversamente
a ingest3o voluntaria do alimento pelos ruminantes. Recentemente,Barwy e
Duncan (1984) e Barry ¢ Manley (1984) observaram, em estudos que compa-
raram Lotus pedunculatus com baixo e elevado teor em tanino, que os tani-
nos deprimem a ingestao de Energia Metabolizavel (EM), tanto por depres-
s30 da ingestdo voluntaria como por depressao da digestao da materia or-

ganica (M0). A adicdo de PEG estimulou a digestao da hemicelulose e ce-
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lulose, indicativo de que os taninos deprimiram a digestao ruminal.

2) Efeito sobre a digestibilidade

A reduzida digestibilidade dos alimentos ricos em tanino,particular-

mente a da sua frac¢ao azotada,pode dever-se a varios factores:

a. Complexos tanino-proteina alimentar - Tamin e Alumot (1970)suge-

riram que a menor retencao de N pelos ratinhos alimentados com vagens de
alfarroba era provocada por ligacao nao especifica da proteina com o ta-
nino e, pelo menos em parte, por inferior digestibilidade da proteina.Da-
da a capacidade de pequenas quantidades de suplementos de farinha de soja
para eliminarem diferencas no ganho de peso causadas pelo tanino, no grao
de sorgo, Schajfert: et al., (1974) concluiram que o efeito do tanino nao
era toxico mas antes afectava a disponibilidade da proteina alimentar .
Feeney (1969) verificou que a caseina era quase completamente profegida da
hidrélise pela tripsina (a pH 7,6) quando foi complexada com tanino. Hou-
ve um substancial aumento na digestibilidade do complexo a pH 9,2, o pH
prevalecente na ''traga' que se alimenta de folhas de carvalho que contém
taninos. A susceptibilidade da albumina sérica bovina e da proteina G-1
do feijao Phaseolus vulgaris, a hidrolise triptica foi  substancialmente
diminuida apos exposicao a taninos da glande de carvalho (Romero e Ryan ,
1978). 0s problemas nutricionais provocados pelos taninos estao muito pro-
vavelmente relacionados, em parte, com uma menor retengao azotada. Aumen-
to da excrecao azotada e redugao da digestibilidade proteica foram refe-
ridos para ratinhos alimentados com vagens de alfarroba contendo taninos
(Tamin e Alumot, 1970), sorgo (Featherston e Roglern, 1975;  Martin-Tanguy
et al., 1976), ou tanino adicionado a dietas de base (‘Gﬁick e Joslyn,

1970a;Mitfavila et al.,1977); para pintos alimentados com sorgo contendo
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tanino (Stephenson et al., 1971; Nelson et al., 1975),cevada [ Eggum e
Chrnistensen, 1975), favas (Mantin-Tanguy et al., 1977), ou tanino adicio-
nado a dietas de base (Vohra ef al., 1966; Rostagno et al., 1973) e para
porcos alimentados com sorgo rico em tanino (Trasher et al., 1975).Baixas
digestibilidades in vitro. da proteina foram observadas no sorgo rico em
tanino (Amstrong et al.,19745 Price et ak.,1979a). Dreyer e Van Niekerk
(1974) sugeriram que a digestibilidade da proteina era um indice melhor
das propriedades depressoras do crescimento,do sorgo rico em tanino,que o
proprio tanino. A proteina nao € provavelmente o unico componente alimen-

tar adversamente afectado a nivel da digestao e absorgao.

b. Inibicao das enzimas digestivas - O0s taninos sao potentes inibi-

dores das enzimas digestivas devido a sua capacidade de se complexarem
tanto com as proteinas dos substractos como com as enzimaticas (Hagewman
e Butlen, 1978; Bressani e ELias, 1979). Existem muitos trabalhos realiza-
dos e que demonstram a inibigao de um grande numero de enzimas por diver-
sos tipos de taninos, dos quais apenas alguns sao aqui salientados.

0 elevado contetdo em tanino de alguns sorgos hibridos inibe a
actividade amilasica (Daiben, 1975} e a fermentagcao microbiana (Watson,
1975) em tal grau que tornam estes graos inuteis para a confeccao de cer;
veja Bantu. Muitos outros exemplos podem ser encontrados na revisao fei-
ta por Van Sumere et al., (1975). A maioria dos casos de inibicao pelo
tanino sao provocados por, ou sao acompanhados de, precipitacao da enzima.
A tripsina é inibida por taninos da folha de carvalho (Feeney,1969), da
vagem de alfarrobeira (Tamin e Alumot, 1969), da luzerna (MLKLc/et al .,
1972) e da fava (Griffiths,1979;Grifgiths e Mosley, 1980). O grau de ini-
bic3ao das enzimas digestivas pelos taninos dependera provavelmente de va-
rios factores, nomeadamente da quantidade de proteina alimentar (a qual

se poderia ligar no lugar de alguma proteina enzimatica), oportunidade
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para que se forme o complexo tanino-proteina alimentar antes da ingestao,
quantidades relativas das varias enzimas e a ordem em que sao confronta-
das com o tanino, afinidades diferentes entre componentes do tanino e as
varias enzimas, e pH. Alguns dos factores variariam com a espécie e ida-
de dos animais, e entre individuos.

Glick e Joslyn(1970b) verificaram um aumento de 3 a 4 vezes nos
niveis de actividade das enzimas proteoliticas no conteddo intestinal de
ratinhos alimentados com dietas contendo 5% de tanino,comparado com as
testemunhas. Os autores sugeriram que este aumento nao seria devido a li-
gagao a uma enzima especifica, porque as relagoes da tripsina com outras
enzimas proteoliticas nos controlos e nos ratinhos alimentados com 5% de
acido tanico foram as mesmas. Nao observaram hipertrofia pancreatica ou

exaustao das enzimas pancreaticas. Tamin e Alumot (1970)observaram aumen-

tos consideraveis na actividade enzimatica da tripsina e amilase no con-

teddo cecal de ratinhos alimentados com alfarroba contendo tanino (esp.
alfarroba verde) ou taninos extraidos da alfarroba. Os mesmos autores
(1969) verificaram que as enzimas digestivas, tripsina, o -amilase e lipa-
se,eram fortemente inibidas pelos taninos condensados da alfarroba. A com-
paragao destes resultados com a inibicao enzimatica pelos taninos .hidro-
lizaveis e condensados, demonstrou as diferencas que se podem esperar co-
mo resultado das caracteristicas diferentes das varias enzimas e taninos.
0 tanino condensado inibiu a actividade da tripsina em maior grau que o
tanino hidrolizavel, enquanto que se observou o oposto com a lipase.A a-
-amilase foi inibida em igual grau por ambos.

Os compostos fendlicos poderiam afectar as enzimas quer (a) por
reduzirem a solubilidade da proteina enzimatica, atraves da formagao de
complexos proteina-tanino insolaveis (WiLliams, 1963}, quer (b) por inibi-

rem a actividade enzimatica através da formacao de complexos soluveis mas




inactivos (Loomis e Battaile, 1966; Zanobini et al., 1967). Por isso, po-

dem-se visualizar, para a inibig¢ao das enzimas pelos taninos, cinéticas

de reacgao competitiva e nao competitiva. Hall (1966) observou que o grau

de inibicao de pectina-esterase era proporcional a concentragao de acido
tanico, e com o aumento na concentracao do substracto a inibicao diminufa.
A inibicao era reversivel. Cineticas de reaccao nao competitiva foram
referidas para a galactosidase (Goldstein e Swain, 1965), tripsina (Tamin
e Alumot, 1969), amilase (Tamir e Alumo%, 1969; Davis e Hoseney, 1979) e
lipase (Grif§iths,1979). No entanto, em estudo da cinética da actividade
inibidora do concentrado padrao de proteina foliar, preparado a paftir de
azevém italiano, festuca e quinoa, Humphriies (1980) verificou que, em ca-
da caso, havia inibigao mista. A resisténcia do substracto complexado com

tanino, ao ataque enzimatico, foi ilustrado por Feeney (1969).

c. Maior excrecao de proteina endogena - A menor retengao azotada

na presenga de tanino alimentar, como discutido anteriormente, pode ser
consequéncia, ou da diminuicao da digestibilidade da proteina alimentar,
ou do aumento da excrecao de proteina endogena. Mitjavila et af., (1977)
pretendem que "' the hypothesis of a lower digestibility of the
tannin-dietary protein complexes or proteolytic enzyme inhi-
bition by tannins should be eliminated, at least as far as
hydrolyzable tannins are concerned'". Os autores tinham previamen-
te demonstrado que a digestibilidade aparente do azoto total, numa dieta
semi-purificada contendo um hidrolizado enzimatico de caseina, era dimi-
nuida na presenca de tanino (Mitfavila et al., 1971). ELkin et al., (197§)
verificaram que o grao de sorgo rico em tanino deprimia a velocidade de
crescimento em pintos, comparado com sorgo pobre em tanino, numa dieta a
base de sorgo-farinha de sopja, e que a substituigcao da farinha de soja

pelo seu equivalente em amino-acidos livres nao provocava um idéntico




incremento (de facto a eficiencia alimentar foi significativamente mais
pobre). Se os complexos tanino-proteina alimentar indigestiveis e a inibi-
G3o das enzimas proteoliticas fossem as unicas causas da depressao do
crescimento, induzida pelo tanino, a substituicao de uma porcao significa-
tiva da proteina por acidos aminados livres deveria ter resultado em al-
guma melhoria.
Glick ¢ Joslyn(1970b) observaram boa utilizacao da proteina a-
limentar em ratinhos alimentados com ragoes contendo 5% de acido tanico e
C-caseina. Embora so tivessem usado dois ratinhos por tratamento, a ex-
cregao proteica pelos ratinhos alimentados com tanino foi 33 e 18% do in-
gerido comparado com 6 e 4% para as testemunhas. Durante um periodo de co-
lheita de 84 horas foi excretado, por cada um dos ratinhos, menos de 5% de
]40. Esta observagao, conjuntamente com as do aumento de 3 a 4 vezes nos
niveis da actividade proteolitica intestinal, levou-os a concluir que as
proteinas de origem enddgena (incluindo as enzimaticas) representaram a
maior parte dos compostos azotados excretados. Mitjavila et ak., (1977)ci-
tam os-seus resultados, utilizando uma dieta isenta de proteina (Mitjavi-
La et al., 1974), como suporte desta hipotese. Se for excretada proteina
aendogena adicional sob a forma de um complexo com o tanino, a disponibi-
lidade de um ou mais acidos aminados pode ser reduzida,mais.do que seria
de esperar se fosse excretado um complexo taniné-brotefna alimentar, de-
pendendo da composicao em acidos aminados das proteinas endogena e ali-
mentar. |sto seria provocado por uma permuta proteica, sendo digerida par-
te da proteina alimentar, e excretada,em maiores quantidades que o normal,
proteina endogena de provavel superior qualidade nutricional. 0 potencial
de remogao selectiva das proteinas endogenas, ricas em acidos aminados es-
senciais, foi demonstrado em ratinhos alimentados com inibidor da tripsina

da soja {Khayambashi e Lyman; 1966). As proteinas no intestino delgado
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contiveram sete vezes o nivel de acidos aminados essenciais, e dezassete
vezes a quantidade de cisteina,encontrados nas testemunhas. Sifano (1977)
afirma que " the possible natural occurrence of tannins in ce-
reals in the form of tannin-protein complexes could be consi-
dered a condition which limits the adverse nutritional effects
of cereal tannins; actually, tannin-protein complexes may re-

present partially detoxified tannins."

3) Efeito sobre o tubo digestivo - Poucos estudos foram feitos acerca do

efeito do tanino sobre o tubo digestivo. Mitjavila et al., (1977) veri-

ficaram que parte do aumento no azoto excretado por ratinhos, alimentados

com 1% de acido tanico,correspondeu a glicoproteinas das secrecoes muco-

sas, como evidenciado por um aumento paralelo do acido sialico e glucosa-
mina. A percentagem de lipidos nas fezes também aumentou. Estudos histo-
logicos revelaram uma hipersecrecao de muco gastrico e duodenal. Este au-
mento na secrecao foi insuficiente para proteger o epitélio do tubo diges-
tivo, dada a observagao de um efeito necrotico na mucosa. Enterocitos iso-
lados de ratinhos, alimentados com dietas contendo 1% de acido tanico, mani-
festaram reduzido metabolismo do oxigénio (0,58 vs 0,81 uM 02/mg de pro-.
teina/hr) mas nao exibiram diferencas no nivel do metabolismo da glucose
ou do acido lactico. A analise mineral das cinzas das fezes indicou per-
turbagoes na absorgao mineral. 0 acido tanico provocou aumento no C3lcio
(6,8 vs 4,9 Meq/ratinho) e Sédio (1,8 vs 1,3 Meq/ratinho) excretados. Ob-
servaram-se diminuigoes estatisticamente significativas na excrecao do
Cobre, Magnesio, Manganés e. ferro.

Vohna et al., (1966) administraram, a pintos, dietas contendo
5% de acido tanico e observaram que a sua morte ocorreu entre os 72 e 119

dias. Atraveés da necropsia, verificaram que as aves exibiam descamagao




da mucosa esofagica, edema subcutaneo e espessamento do papo. A bolsa de
_ Fabricius era ligeiramente mais pequena que o normal.

Concentracoes maiores de tanino provocaram gastroenterite e con-
gest3ao da parede intestinal de ratinhos (Boyd et al., 1965 - citados por
Price e Butlenr, -1980) e gastroenterite hemorragica em coelhos ( Dollahite
et al., 1962, citados por Price e Butler, 1980). 0 acido tanico foi du-
rante muito tempo usado rectalmente em enemas de Birio para retirar o mu-
co e definir as paredes do colon com fins radiologicos (Singfeton e Krat-
zen, 1969), tendo o processo sido abandonado quando se verificou que podia

provocar a morte (Price e Butler, 1980).

4) Toxicidade do tanino (ou seus metabolitos) absorvido -  Singleton e

Knatzen (1969), numa excelente revisao acerca da toxicidade dos fenois ve-
getais, partem do pressuposto de que a absorgcao directa de uma macromole-
cula, com ligagdes proténicas, nao dializdvel, precipitante de proteinas,
como o tanino serd pouco usual no animal em condicoes fisiologicas nor-
mais. GLick e Joslyn(1970b) demonstraram que o acido galhotanico nao era
absorvido pelo intestino do ratinho. Contudo, na medida em que um dos sin-
tomas do consumo prolongado de tanino € a gastroenterite (com inflamagao,
edema e lesoes celulares do intestino),e provavel que o tanino possa ‘ser
absorvido em tais circunstancias (Singleton e Khdtzek, 1969). Apos o ta-
nino ter atravessado a mucosa intestinal, podera surgir uma miriade de
possiveis interaccoes deletéreas. Uma outra situacao que possivelmente o-
correra é a hidrolise dos taninos hidrolizaveis (presumivelmente no in -
testino). Quando se incluiu acido tanico na dieta de diversos animais,re-
cuperaram-se produtos metabolicos de degradagao do tanino: Nas excreta de
galinhas isolou-se acido galhico, acido 4-0-metil-galhico e pirogalhol

(Potter e Fullen, 1968) ,e nas de ratinhos e coelhos acido 4-O0-metil-galli-

37




co (Booth et ak., 1959). Quanto aos taninos condensados € improvavel que
sejam hidrolizados no intestino. De facto, as condicoes acidas levam ge-
ralmente a polimerizagao da catequina, componente de muitos taninos con-
densados.

0 acido tanico provocou elevado teor lipidico no figado de ra-
tinhos (Booth, 1961) e pintos (Vohna et al., 1966; Rayudu et al., 1970a).
Contudo,nao se verificaram alteracoes nos lipidos hepaticos em pintos
(Vohrna et ak.,1966)ou ratinhos (GLick e Josfyn,1970b) quando alimentados
com dietas com 5% de acido tanico.Vohna et al., (1966),também referem o
aparecimento de figado gordo em pintos alimentados com sorgo rico em ta-
nino.Rayudu et al., (1970a) observaram que a infiltracdao gorda do figado
nao representa o efeito mais deletéreo do tanino,porque os componentes
que a provocam sao destoxificados por 0-metilagao.Outros produtos de hi-
drolise dos taninos hidrolizaveis,tais como o pirogalhol e pirocatecol ,
nao foram destoxificados e foram muito mais deletéreos em termos de re-
dugao do ganho de peso e mortalidade,em pintos.

As evidéncias mais directas do efeito do tanino sobre tecidos
corporais sao fornecidas por experiéncias em que aquele nao foi adminis-
trado oralmente. Toxicidade hepatica e renal, e mortalidade humana,resul-
taram da aplicagao de solugoes de acido tanico, a 3-5%, a tecidos quei -
mados, sendo os taninos condensados menos téxiéog (Singleton e Kratzen,

1973). Todos os taninos sao toxicos quando injectados.

5) Influencias dos taninos sobre o ecossistema reticulo - ruminal - Ape-

sar da ineércia bioquimica manifestada pelos compostos aromaticos em ge-
ral (Dagley, 1971 - citado por Marinho, 1984),0s taninos, pela sua com-
plexa organizagao estrutural, sao extremamente reactivos,produzindo efei-

tos inibidores sobre a maioria dos sistemas biologicos, em maior ou menor
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grau e podem originar desequilibrios nos ecossistemas onde sao introduzi-
dos (Maninho, 1984).

Se alguns microorganismos sao altamente susceptiveis a presen-
ca de taninos, outros existem capazes de suportarem elevadas concentragoes
do mesmo e inclusivé degrada-lo | Basaraba, 1966; Grant, 1976; Mahadevan e
Muthukumar, 1980).

Uma das formas sob a qual se manifesta a accao deleterea dos
taninos sobre os sistemas bioldgicos é a inibicao da actividade enzimati-
ca (vidé pag.32).Benoit e Starkey (1968b)referem que uma parte importante
do efeito inibidor dos taninos na decomposicao microbiana dos residuos
vegetais se deve a inactivacao, pelos taninos, de exoenzimas microbianas
relacionadas com a‘degradagéo de polimeros de elevado peso molecular, como
o s3o celuloses, hemiceluloses e pectinas. A fracgao tanino pode-se com-
plexar com a celulose, tornando o produto resistente a decomposigao. As
actividades degradativas sobre outros compostos, tais como amido, quitina
celulose e saponinas , tambem parecem ser inibidas pela accao dos taninos
(Basaraba e Starkey, 1966; Benoit e Starkey, 1968a; Lewis e Stankey,1969) .

Segundo alguns autores, a parede celular constitui alvo princi-
pal dos taninos, nos microorganismos susceptiveis a sua presenca. Henis
ot al., (1964) verificaram que o acido tanico e a fraccao tanino da vagem
da alfarrobeira afectavam drasticamente a morfdlbgia de alguns microorga-
nismos. As bactérias Gram (-) seriam menos susceptiveis que as Gram (+)
em relacdo 3 acgdo dos taninos (Smith, 1974). 0Os taninos hidrolizaveis
teriam igualmente propriedades quelantes em relacdo aos catioes Calcio
(Shnager et at., 1969 - citado por Mainho. 1984) e alguns catioes, espe-
cialmente o Calcio, parecem ser essenciais para a estabilidade das membra-
nas da parede celular das bacterias Gram (-) (Hague et al., 1974 - citado

por Marinho, 1984).
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Um numero limitado de microorganismos tem sido apontado como
responsavel pela degradacao dos taninos. Ensaios feitos para testar a
acgao dos taninos sobre a taxa de oxidagcao da glucose, em alguns microor-
ganismos, evidenciaram nao s6 a inexisténcia de qualquer acgao inibitoria
sobre a Pseudomonas fluorescens como tambem este organismo utilizou mais
oxigenio quando incubado com tanino de acacia, do que quando incubado
apenas com glucose (Basaraba, 1966). Fungos do género Aspergillus e Pe-
nietllium, provenientes de solos florestais, decompuseram taninos hidro-
lizaveis e condensados(Lewis e Starkey,1969).0s mesmos autores (1969)de-
monstraram a utilizacao de galhotaninos pelas Achromobacterium sp., como
unica fonte de energia para o crescimento.

Microorganismos taninoliticos tém sido isolados de ecossiste-
mas aquaticos. Para alem de fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp., os
Deuteromycetes desempenham papel importante na taninolise (Ingofd,1976-
- citado por Marinho, 1984). As leveduras aparecem fortemente envolvidas
na degradacao de taninos,particularmente Pichia pseudopolymer, P.adeyey-
hi, P. monospora, Debaryomyces hansenii e Candida sp.|Jacob e Manie,1975
- citados por Marinho, 1984).

Até ha bem poucos anos nao era concebivel a degradagao de com-
postos aromaticos na auséncia de oxigénio molecular. A grande inércia
guimica dos nucleos fenolicos apenas seria venCida pela accao desmoliti-
ca de oxigenases, enzimas que incorporam O2 na estrutura benzeénica, pri-

meiro passo para a sua clivagem (Stanien et al., 1977):

OH } COOH

COOH

catecol oxigenase
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' Algdmas bactéfias, porém, tambem estao habituadas a degradar
estes substractos na ausencia de 02, por fotometabolismo (Athiorhodaceae
sp.), respiragao nitrato (Pseudomonas sp. e Moraxela sp.),respiragao sul-
fato e fermentacao metanogénea (um consorcio bacteriano) ( Taylor et al.,
1970; Evans, 1977), em que o nicleo benzénico e primeiro reduzido e entao
clivado por hidrolise, produzindo acidos alifaticos para o crescimento

celular (Evans, 1977):

OH 3H2 OH 9 CO2H
CH3-
= - ﬁ. B e ———————— ”POO]'_'
H2 metabolico

Apesar destes factos, a degradagao de taninos em anaerobiose
nunca foi evidenciada. Apenas compostos fenolicos mais simples (flavo-
ndis) foram até hoje referidos como passiveis de degradacao em anaero-
biose, no solo, em digestores e no reticulo-rumen (Simpson et al., 1969;
Cheng et ak., 1969;1971; Krishnamoonty et ak., 1970; Tsal e Jones, 1975;
Evans, 1977). Flavondis isolados de folhas ( rutina e quercitina) foram
degradados em AGV através da formagao de compostos intermediarios como
scido p-hidroxifenilacético, sendo esta actividade atribuida principal-
mente a fraccao bacteriana ruminal (Shamma et dﬁ;, 1981). Hobson [ 1969;
1970) referiu que a lenhina era o uUnico componente da dieta que nao
era atacado pelos microorganismos do rumen, porque a sua degradagao cons-
titui uma reaccao oxidativa. Van Soest (1982) afirmou que o desapareci-
mento da lenhina, a que alguns autores se referem {(Hartley et al., 1973;
1976;Fahey,G.C. ;Jung,H.G.,1983) se ficou a dever Gnica e exclusivamente a
erros puramente analiticos. Na opiniao do mesmo autor, a degradacao bio-

16gica da lenhina constitui um processo demasiado lento (demorando sema-
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nas e ate meses) para ser concebivel no tracto digestivo do ruminante,nao
sendo compativel com o tempo de permanéncia do alimento no tubo digestivo.

Embora se tenha ja evidenciado a presenca de actividade tanasi-
ca na mucosa do rumen de bovinos (Begovic e Durzic,1977) e da cabra (Bego-
vie et ak., 1979), a degradagao intraruminal de taninos nunca foi inequivo
camente demonstrada. Teoricamente,no quadro marcadamente Gram (-) da micrg
populagao bacteriana do rumen,aliado a presenga de leveduras (Hungate,1966)
e fungos Phycomycetes (Onpdin, 1977 a,b; Bauchop, 1979 a,b), o ecossistema
ruminal estaria em condigoes de poder albergar uma micropopulacao adaptada
a presenga de taninos ou habilitada a processar a sua destoxificacao.No en
tanto convem ser retida a ideia basica de que o tempo médio de geragao dos
microorganismos, a sua eficiencia relativa de crescimento e a taxa de reno
vagao da digesta ruminal,podem impossibilitar o estabelecimento de muitas
populacoes microbianas num ecossistema tao dinamico e tao competitivo.

Os taninos no alimento diminuem a digestibilidade da materia
seca (Buwws e Cope, 1974) e do azoto (Van Scvest, 1982) nos ruminantes. No
entanto a natureza quimica e bioquimica dos taninos parece exercer efeito
sobre a digestibilidade da proteina, ja que existem referéncias contradi -
torias acerca da digestibilidade das proteinas das folhas de arvores rela-

tivamente ao seu teor total em tanino. (Quadro 1.3 de Kumar e Singh,1984).
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Quadro 1.3 Contetdo em taninos e digestibilidade da protei-
na bruta de folhas de varias espécies de arvores

(Kumar e Singh, 1984).

Digestibili-
Espécies Taninos dade da pro- Referencias
tefna bruta
(%) (%) (vide Kumar e Swgh,1984)

Grewia optiva 0.00 72.0 Lohan et at.(1980)
Ailanthus excelsa 0.25(a) 16.2(b) (a)Seghat (1981); (b)Singh

and Patnayak (1977)
Albizia lebbeck 0.73 67.0 Lohan et af. (1980)
Ficus glomerata 0.76 60.0 Lohan et al. (1980)
Moras alba 0.80 71.0 Lohan et al. (1980)
Ficus benghalensis 0.98 21.0 Lohan et al. (1980)
Bauhinia veriegata 1.21(a)  10.7(b) (a)Lohan et ak.(1980);

(b)Kehan et al.(1955)
Aegle marmelos 2.21 71.0 Lohan et at. (1980)
Leucaena leucocephala  1.53(a)  16.7(b) (a)Lohan et al. (1980);

(b) Upadhaya et al.(1974)
Acactia catechu 1.54 24,0 Lohan et al. (1980)
Gymnosporia soinosa 2.01(a) 2.6(b) (a)Sehgal (1981);

(b)Mohan et al.(1977)
Quercus incana 2.56 57.0 Lohan et al. (1980)
Prosopis cineraria 2.92(a) 4. 4(b) (a)Sehgat (1981);

(b)Bhandani et al.(1979)
Zizyphus nummularia 4.30(a) 5.5(b) (a)Daniel et al. (1978);

(b)Nath et al. (1969)
Terminalia bellirica 6.42 10.0 Lohan et al. (1980)
Eugenia Jambalana 7.57 1.0 Lohan et al. (1980)
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Os taninos parecem influenciar o metabolismo do rumen em geral.
Alguns estudos detalhados tém sido realizados sobre a influéncia dos ta-
ninos sobre varias reac¢oes enzimaticas do rumen. Smant et al., (1961} e
Cope et al., {1971) referiram que uma substancia hidrossollivel presente
nas folhas de S.lespedeza inibiu a hidrolise enzimatica da celulose e que
a reducao na actividade celuldsica era proporcional 3 ’concentragéo do
inibidor presente. Lyfond et al., (1967) observaram que esta substancia
inibidora constituia uma parte da fracgcao tanino. Hendis et al.,(1964) es-
tudaram o efeito de extractos aqdosos de vagens de alfarrobeira sobre o
crescimento e morfologia de microorganismos e verificaram que as suas
fraccoes taninicas exerceram efeitos bacteriostaticos sobre o Cell-
vibrio fulvus - uma bactéria celulolitica - e sugeriram que o local de
accao dos taninos, sobre microorganismos, seria o envélucro celular. Ta-
gt et al., (1965) demonstraram que a inibicao da proteélise e sintese
microbiana no rumen artificial era devida a presenca de taniﬁés‘nos ex-
tractos de alfarroba, enquanto que a produgcao de amonia nao era afectada.

N

Contudo, Leroy et al., (1964) referiram que a adicao de solﬁgéo aﬁuosa\de
tanino a bagagos de amendoim e soja,quando incubados no rume; in vitro re-
duziu significativamente a producao de amonia sem afectar a digestibili-
dade da celulose. Deve-se salientar que no primeiro caso (Tagdﬂi et aL.,
1965) os taninos foram adicionados directamente ao conteudo 60 rumen

in vitro,enquanto que na segunda experiencia (Leroy et al.,1964) os téni-
nos foram incubados previamente com a proteina antes de serem incubados.
Tripathi (1975) observou que a degradagao da proteina do amendoim era
inibida, no rumen da cabra, pela adicao de acido tanico, ou acido tanico
e tanino de Shorea robusta. 0 tanino foliar de Ziziphus nummularia também

inibiu a proteolise da caseina no rumen in vitro ( Kumar e Singh, 1984).

Jayasurnia et al., (1982) observaram uma baixa taxa de desaparecimento da
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proteina das folhas de cha, no rumen in vitro, devido a presenca de poli-
fendis .Ben Ghedalia ¢ Tagani(1977) verificaram menor actividade desidro-
genasica, e menor concentracao de amonia, no rumen de animais alimentados
com silagem de’sorgo (contendo tanino), quando comparados com animais ali-
mentados com silagem de milho.

Benoit e Starkey(1968b)observaram que a urease era inibida pe-
los taninos da acacia. Lohan et al., (1981) referiram a inibigao da acti-
vidade ureasica do fluido ruminal por extractos de Quercus incana, tendo
a inibicao sido proporcional ao conteudo em inibidor na mistura reagente.
Contudo, Singh e Arona (1980 ) demonstraram que os taninos das sementes
de Shorea robusta nao afectaram a actividade ureasica, tendo pelo contra-
ria encontrado valores de amonia superiores na presenca de elevada concen-
tracdo de taninos. Estas observagoes contraditorias podem ser explicadas
na base dos métodos de estudo utilizados: Benoit e Starkey (1968b)e Lohan
et al., (1981) expuseram os taninos a presenca da enzima antes de adicio-
narem o substracto, enquanto que Singh e Arona (1980 ~)adicionaram os ta-
ninos apds a adicao de substractos. Robb (1976) atribui a digestibilidade
negativa da proteina no bagago de sementes de Shorea robusta a presenca
de elevadas quantidades de taninos. Os taninos presentes neste alimento
formaram complexos, nao so com a proteina do bagago, mas também com as ou-
tras proteinas veiculadas na dieta (Neg«, 1982]! A baixa digestibilidade
da PB da Acacia albida e Adansonia digitata foi igualmente atribuida a
presenca de elevadas quantidades de tanino (Diagayete, 1981).

Os taninos inibem igualmente as produgoes de gas, de AGV e a
sintese microbiana no rumen. Ensaios <n situ evidenciaram uma forte cor-
relacdo negativa entre a producdo de gas, digestibilidade da MS e PB,e a
presenca de taninos(Donnelly e Anthony, 1969 ; McGinty, 1969; Saba et at.,
1972; Pak et al., 1972; Buwws e Cope, 1974; Schaffert et al.,1974; Green,
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1974; Ramachandra et al., 1977; Waterman et al ., 1980). Os taninos de
Shorea robusta inibiram a producao de AGV no rumen (Sdngh, 1977; 1978),
mas apenas a elevadas concentracoes de tanino.Si{ngh (1977) verificou que,
in vitro, os taninos de folhas de Ficus religiosa,a concentragao de 1,2%,
e o acido tanico a niveis dez vezes superiores, nao tinham qualquer
efeito sobre a produgao de AGV . Taninos extraidos de Shorea robusta, a
concentracao em que ocorrem naturalmente (13,3% - 2,66 mg/ml)e acido ta-
nico na mesma concentragao, nao inibiram a producao de AGV. No entanto,
em concentra¢oes dez vezes superiores aquela, o acido tanico inibiu a
producao de AGV (Singh, 1978). Sadanandan e Anona, (1976) observaram uma
diminuigcao na utilizacao de P13 fosfato pela microbiota do rumen com o
incremento nos niveis de acido tanico de 1,25% ate 7,5%.Sadanandan e Ang
ra , ( 1979) em trabalho efectuado com blifalos-de-agua (Bos bubalus)ali-
mentados com farinha de "sal seed”,com varios niveis de incorporagcac de
acido tanico (0,5%), referem um decréscimo nos niveis de N-RNA, N-DNA e
AGV , bem como do N proteico microbiano total, a medida que se incremen-
tou a quantidade de acido tanico, e um aumento simultaneo nos niveis de
N proteico no liquido ruminal filtrado.

A actividade ureasica do conteiudo ruminal foi inibida por ex-
tractos aquosos de folhas de carvalho (Quercus incana), tendo a inibigao
sido proporcional ao teor em taninos presente (Lohan et al., 1981). Sa-
danandan e Anonra (1979) verificaram que os AGV , DNA microbiano e RMA no
rumen diminuiam com o aumento da concentracao de acido tanico na dieta.
A utilizacao do fosfato pelos microorganismos do rumen tambem diminui
com o aumento na concentracao de tanino (Sadanandan e Arorna, 1975). Este
tipo de inibicao microbiana pode ter efeitos negativos ou positivos so-
bre o animal, dependendo da situagao.

Ben-Ghedalia e Tagarni (1977) observaram que ovinos alimentados
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com silagem de sorgo, contendo 18,7g de tanino/Kg de MS, apresentaram me-
nor ingestao e digestibilidade da fibra bruta, e menor actividade microbia-
na no rumen, comparado com ovinos alimentados com silagem de milho con-
tendo 6,6g de tanino/Kg de MS. 0 limiar de toxicidade do acido tanico, a-
dicionado directamente ao contetido ruminal, em animais fistulados, foi de
3% - 5% em bovinos, mas de 8% - 10% em cabras, aparentemente porque a ca-
bra produziu uma tanase activa na mucosa ruminal (Begovic et al., 1979).A
presenca dos taninos no Lotus pedunculatus aumentou marcadamente a absor-
¢ao pos ruminal de NNA, mas deprimiu a digestao ruminal dos glicidos fa-
cilmente fermentesciveis e da hemicelulose (Bawwy e Duncan, 1984} .Em es-
tudos quantitativos,Barvwy e Manley (1984) observaram que o ganho total de
N entre a boca e o duodeno foi de 10,5g/dia para o Lotus pedunculatus ri-
co em tanino e apenas 1,9g/dia para o de baixo teor, tendo sido o coefi-
ciente de digest3ao pos ruminal idéntico em ambos os casos (0,67 vs 0,71).
Estas observagoes reforgaram as conclusces de Bavwy e Forss (1983) de que
sao necessarias concentracoes elevadas de tanino para evitar a desamina -
¢ao no rumen.Concluem aqueles autores que,as concentragoes optimas de ta-
nino para proteger a proteina da desaminacao ruminal existe depressao na
ingestao de EM. No entanto estas conclusoes, se aplicaveis ao Lotus pe-
dunculatus, podem nao ser verdadeiras para outras forragens, nomeadamente
sanfeno, cujos taninos tém um peso molecular mu?fo superior (28 000 - Jo-
nes e Mangan, 1981) ao do Lotus (7 700 - Bary e Fonss, 1983).

A digestibilidade in vitro da lespedeza foi de 59% e 65%,res-
pectivamente, em plantas de elevado (5,2% - 7,3%) e baixo (2,5% - 2,9% )
teor em tanino (Donnelly e Anthony, 1970). As digestibilidades in vitro
da C. varia (Buwws e Cope, 1974), S. lespedeza (Cope e Buws, 1971),sor-
go forragem (Arona et al., 1975), grao de sorgo (Harnis et al., 1970;

Martin-Tanguy et ak., 1976; Hibberd et al., 1952),milho miudo (Ramachan-
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da et al., 1977) e fava (Bond; 1976; Buckley et al., 1983) apresentaram
correlacoes negativas com o teor em tanino.A principal accao do tanino
na reducao da digestibilidade in vitro da MS da casca da fava seria de-
vida a inibicao da celulase (Gnif4iths e Jones, 1977). Estudos de diges-
tibilidade Zn situ da MS de dez forragens ricas, e outras dez pobres, em
tanino conduziram a valores de 65% e 72% respectivamente (Donnelly e An-
thony, 1969). Van Hoven (1984) observou, em quarenta especies de arbustos,
elevada correlacao entre teor em polifencis e digestibilidade in vitro da
MS, e que os taninos condensados exerceram uma influencia negativa mais

pronunciada que o acido tanico (tanino hidrolizavel).

METODOS DE REMOCKQO OU INACTIVACAO DOS TANINOS

Dado que os taninos vegetais prejudicam a utilizagao dos ali -
mentos pelos animais, sera desejavel reduzir o nivel de taninos ou a sua
acgao.

Na maioria dos vegetais, o teor em taninos € simplesmente go-
vernado por um ou dois genes e ndo € dificil eliminar o factor tanino (Ma
e BLiss, 1978; Marshall et al., 1979).Um dos problemas que se levanta e o
de saber se a selecgao para baixo teor em tanfné pode conduzir a perda de
importantes vantagens agronomicas.0 sorgo rico em tanino,com uma estrutu-
ra panicular aberta,parece evitar a predacao pelas aves (Hawnis,1969). 0s
taninos contribuem para a resisténcia vegetal a agentes patogenicos-e in-
sectos (Feeney,1976; Schultz e Baldwin, 1982). Outra caracterfstica‘dese-
‘javel dos taninos & a resisténcia a mas condigoes atmosfericas, particu -
larmente retardando a germinacao das sementes antes da colheita,e a aqui-

sicao de fungos (Hawuis e Bunné; 1970). Assim , a seleccao para baixos ni-
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veis de tanino conduz a obtengao de plantas mais susceptiveis as agres -
soes por predadores (animais ou microbianos). Por isso, tém sido experi-
mentados varios metodos para ultrapassar o problema nutricional associa-
do aos alimentos ricos em tanino.

0s esforcos conduzidos para dominar os efeitos antinutricionais,
ou toxicos, dos taninos dos alimentos,centram-se em varias linhas, nomea

damente (Price e Butlen, 1980):

(1) Remogao fisica ou quimica do tanino.

(2) Adicdo a dieta de substancias que se complexam com o tanino.
(3) Tratamento quimico do produto alimentar, para alterar o tanino

in situ.
(4) Adigao a dieta de substancias que auxiliam a sua destoxifica-
¢ao metabolica.
(5) Tratamento dos frutos com hormonas.
(6) Seleccao de variedades de plantas com conteudo mais baixo em

tanino.

(1) Remogao fisica e quimica do tanino - Uma vez que o tanino se en-

contra na ‘'testa' de algumas sementes, p.ex. feijao e sorgo, deveria ser
possivel remover o tanino, sem provocar perda de nutrientes, por remogao
fisica daquela parte da semente. A remogao manﬁal das ''testa'’,de varie-
dades de feijoes ricas em tanino, (Phaseolus vulgaris), resultou num ali-
mento que deu melhores performances de crescimento em ratinhos (Ronnen-
kamp, 1977). A remogao das ''testa'’ de favas nao resultou em melhoria nu-
tricional (Marntin-Tanguy et al., 1977). Camadas externas do graode sorgo
foram removidas por embebicio em alcali a 60° e lavagem em agua a 60° c,
tendo-se removido a maior parte do tanino. Quando incorporado em dietas

de ratinhos (Feathenston e Rogler, 1975) ou pintos (Amstrong et al .,
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1974a),0 grao descascado deu performances marcadamente melhores, tanto em
ganho de peso,como em eficiéncia alimentar. 0 grao isento de tanino con-
teve essencialmente a mesma quantidade de proteina,em percentagem da MS
do grao inteiro, mas provavelmente perdeu-se, conjuntamente com a fibra,
uma quantidade desconhecida de proteina, e possivelmente outros nutrien-
tes. 0 descasque mecanico do sorgo removeu eficazmente a maior parte do
tanino,mas 3 custa de-uma consideravel perda de proteina(Chibber et al.,
1978a) .0 descasque de 12,24 e 37% do grao foi acompanhada de perdas de
20,34 e 45% de proteina e 23,74 e 98% de tanino, respectivamente. Estas
perdas de proteina podem ser consideravelmente maiores que as perdas por
extraccao com bases, devido a tendéncia do embriao do grao de sorgo se
perder quando € utilizada a moagem (Price e Butlen, 1980).

E sempre possivel a extracgao aquosa do tanino de semente de
sorgo moida,mas as perdas em nutrientes tornam este processo indesejavel.
Reichent et al., (1980) observaram que a embebicao do grao de sorgo in-
teiro com 25% de agua (P/P), durante nove dias,reduziu o teor em taninos
de 3,63% para 0,3%. Contudo, Price et al., (1980} demonstraram que a
fervura do grao de sorgo rico em tanino, em agua, nao aumentava o seu
valor nutricional, o que poderia ser devido a inextraibilidade dos ta-
minos condensados. Bate-Smith (1975) verificou que taninos condensados,
tais como a procianidina A, nao eram extraiveis com agua,devido a sua
insolubilidade. Como notou Mcleod {1974), a maioria dos taninos nas for-
ragens sao do tipo condensado. A embebigcao de farinha de sementes de Sho-
rea robusta em agua fria removeu 60% do tanino, mas as perdas em nutrien-
tes foram consideraveis (Panda et al., 1969). A embebicac do grao de
sorgo em hidroxido de sodio a 1% resultou numa remocao similar de tanino,
mas as perdas de MS foram de 50-70% (Webexr, 1969).

A simples lavagem e fervura com agua remove 80% dos taninos da
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farinha de sementes de Shorea robusta (Singh e Arora, 1978 ).Contudo as
perdas de MS sao elevadas (18-23%). A agua fria nao removeu as subs-
tancias depressoras (taninos) das vagens de alfarrébeira, mas a agua
quente teve alguns efeitos benéficos (Boanstein et al., 1963 -  citados
por Kumar e Singh, 1974).

Dreyern e Van Niekerk (1974) ,trabalhando com ratinhos e sorgo,
obtiveram aumento na performance de crescimento e na digestibilidade da
proteina do grao de sorgo rico em tanino, por extracgao com alcool etfi-
lico a 60%, mas o grau de melhoria nao foi suficiente para aumentar o
valor nutritivo até ao nivel do melhor sorgo pobre em tanino. Durante as
extraccoes com alcool é de esperar a perda da fraccdo prolamina das pro-
teinas, a qual € mais pobre em acidos aminados essenciais que a maioria
das outras fracgoes.

Existem algumas evidéncias de que o processo de laminagem pelo
vapor pode inibir parcialmente os efeitos nutricionalmente deletéreos do
tanino, no grao de sorgo. 0 gas produzido no rumen <n vitro foi menor
com um grao rico que com outro pobre (28 vs 48 ml/g de MS) em tanino; o
desaparecimento da MS foi de 7 e 15% respectivamente (Saba et af.,1972).
ApGs processamento pelo vapor, e laminagem ( flocos), os valores foram de
71 e 75 ml e 15 e 14% respectivamente. Weben (1969 - citado por Price e
Butlen, 1980} referiu que o processamento pelérvapor reduziu em 25% o
conteldo em tanino do sorgo, aumentou a produgao de ovos e melhorou 1i-
geiramente a conversao alimentar, quando administrado a galinhas poedeiras.
Nao referem analises estatisticas. Tendencias similares foram referidas
no ano seguinte, embora nao estatisticamente significativas (Webexr, 1970
- citado por Price e Butler, 1980). A autoclavagem da farinha, em cama-
das finas, durante 12 minutos a 12 psi, resultou em piores ganhos de pe-

so e eficiencia alimentar,num ensaio,e nao exerceu nenhum efeito noutro.

51




0 tratamento com agua quente contendo quer 2% de cloreto de calcio quer
10% de gelatina reduziu o tanino analisavel, mas nao resultou num signi-
ficativo melhoramento dos ganhos em peso dos pintos (Boanstein et al.,

1963~ citado por Kumar e Singh, 1984).

(2) Adicao de substancias que se complexam com o tanino (adsorventes) -

Os taninos podem ser removidos pela adicao de certos adsorventes,tais co-
mo a polivinilpirrolidona (PVP) e o polietilenoglicol (PEG), aos quais os
taninos se ligam mais fortemente que as proteinas (Loomis, 1974). Rayudu
et ak.,(1970b) verificaram que esta propriedade era operativa in vivo,por-
que a PVP reduziu marcadamente o efeito depressor do acido tanico sobre o
crescimento de frangos.

Goldstein e Swain (1965) estudaram muitas substancias como re-
activadoras do complexo B-glucosidase-acido tanico:A cafeina a concentra-
cao de 0,1 M restaurou 50% da actividade; detergentes nao ionicos e
cationicos,mas nao os anionicos,foram igualmente eficazes. 0 detergente
nao ionico TWEEN 80,a concentragoes inferiores a Img/ml deu completa re-
activacao. A PVP e o PEG foram quase igualmente eficazes. Em estudos si-
milares com outras enzimas,a PVP provou ser o agente mais eficaz. Ve-
rificaram que o tanino condensado formou complexos mais estaveis que o
acido tanico.

Mc Ginty (1968) e Ford e Hewitt (1979} wutilizaram PEG para
atenuar a diminuicao na digestibilidade das proteinas provocada pelos ta-
ninos do sorgo.Fond e Hewitt (1979) observaram,em ratinhos e pintos ali -
mentados com sorgo, uma melhoria substancial na digestibilidade da protei-
na quando incluiram 0,1g de PEG L 000/g de proteina, embora acompanhada
de uma aparente diminuicao no valor biologico.Tais efeitos foram simila-
res aos observados por tratamento com NH3. 0s mesmos autores observaram

efeitos semelhantes sobre fava rica em taninos administrada a pintos e
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ratinhos, nao tendo no entanto o PEG exercido accao significativa nestes
Ultimos. 1,5% de PVP inibiu parcialmente a depressao no crescimento pro-
vocada pela adigcao de um extracto de Vicia faba contendo tanino a dietas
de pintos (Marquandt et al., 1977).Similarmente, Anmstrong et al.,(1973)
verificaram que a adicao de 1,0% de PVP a dietas para frangos, tanto
de sorgo pobre em tanino ao qual se adicionou acido tanico,como de sor
go rico em tanino, evitava a depressao no crescimento.Jokl e Caalson
(1982) observaram que concentrados proteicos de folhas de arvores tinham
baixo valor nutritivo,devido aos fenois associados, e que esse valor me-
lhorava com adig¢ao de PVP.

Jung e Fahey {1981)estudaram a digestibilidade in vitro de for-
ragens,utilizando PVP para remover os fenois vegetais,tendo observado me-
lhoria na digestibilidade da celulose e proteina da luzerna (Medicago sa-
tiva) mas nao da Coronilla varia. Jones e Mangan (1977) demonstraram, em
experiéncias in vivo com ovinos, e em estudos in vitro, que o PEG disso-
ciava os complexos proteina-tanino condensado.Em trabalhos recentes,Basr-
ry e Duncan (1984) e Barry e Manley (1984) demomstraram inequivocamente
que o PEG 4 000 € operativo in vivo, tendo removido o efeito depressivo
dos taninos do Lotus pedunculatus sobre a ingestao e digestao ruminal da
MO. 0 efeito mais drastico verificou-se no entanto sobre a digestao da

PB, que aumentou 50%.

(3) Tratamento quimico do produto alimentar - A gama de condigoes e de

produtos quimicos que podem ser usados no tratamento do alimento, antes
de ser ingerido,e o tempo concedido para a efectivacao de quaisquer reac-
goes com o tanino,conferem a este tipo de tratamento muitas vantagens so-
bre os aditivos alimentares, que devem actuar <in vive (Price e Butlex,

1980). Rayudu et al., (1970 b) verificaram que o Ca(OH)2 e CaC0, a 0,9 %

3
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e 2%, respectivamente, do peso da dieta, nao diminuiam o efeito deletereo
do acido tanico adicionado a dieta. Price et al., (1978b] referem melho-
rias na qualidade nutricional do grao de sorgo rico em tanino através da
sua embebic3o com NHAOH,tendo observado a el iminacao da depressao do cres-
cimento de ratinhos e pintos, e uma melhoria da eficiencia alimentar, em-
bora nao atingindo o nivel observado para um sorgo testemunha,pobre em ta
nino. Numa publicagao subsequente {1979a) os mesmos autores referem que a
destoxificacao € causada por condigoes de humidade e alcalinidade em ge-
ral. A''performance' de crescimento de pintos, com dietas de sorgo rico em
tanino, foi igual a das testemunhas com sorgo pobre em tanino quando o
primeiro foi tratado (grao integral) durante trinta dias com amonia di-
luida, e a temperatura ambiente, ou durante 42 horas com carbonato de po-
tassio 0,5M (3,5 £ para 18 Kg de grao moido), a 50° C. 0 tratamento com
oxido de calcio (0,36 Kg de CaC0/3,1 litros de H,0 para 18 Kg de grao moi-
do) a ZQOC, durante uma semana, deu uma melhoria de menor magnitude. To-
dos os tratamentos referidos resultaram em redugoes de 80 a 90% dos tani-
nos mensuraveis por analises quimicas. Ford e Hewitt (1979) obervaram um

aumento de 17,2% no teor em N do grao de sorgo tratado com amoniaco, mes-
mo depois do grao ter sido moido e exposto ao ar até desaparecimento do
cheiro a amoniaco. Tal poderia ser vantajoso para ruminantes ,capazes que
sao de utilizarem NNP. Contudo, uma grande paété deste NNP pode ser indis-
ponivel (Van Soest,comunicagdo pessoal) por ligagao a fibra. 0 alcali ob-
tido por imersao de cinzas de madeira em agua também pode, aparentemente,
ser usado para destoxificar o grao de sorgo (Price et af.,1979al. 0 tra-

tamento do grao de sorgo rico em tanino com soda “mogadi“(Na2C03,NaHC0

3,
H20), aumentou a digestibilidade da MS, amido e PB (Mwindd et af., 1981;
Mwindi e Thomke,1981). Aumstrong et al., (1974c)observaram qua a digesti-

bilidade da proteina do grao de sorgo resistente as aves era de 4,35% e
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que quando o tanino era extraido com alcali o valor subia para 17,8%.0u-
tros autores referem igualmente melhorias na digestibilidade da proteina
(Chavan et al., 1979) e da matéria seca (Relchert et al., 1980} do grao
de sorgo rico em tanino, apos tratamento alcalino. Singh e Anora ( 197§ )
observaram uma melhor utilizacao do bagaco de sementes de Shorea robusta
extraido com alcali, num estudo preliminar com novilhos alimentados com
palha de trigo. Num estudo posterior, Singh e Arnocra (1980) observaram
que a incorporagao de 45% do mesmo bagago extraido com 3lcali na mistura
de concentrado promoveu uma melhor taxa de crescimento de vitelos, compa-
rado com a incorporagao de bagaco nao extraido, embora a relagao alimento
/ganho de peso tenha diminuido. Negd (1982) referiu que os taninos resi-
duais no bagaco de sementes de Shorea robusta, apos tratamento alcalino ,
eram do tipo condensado e que poderiam estar irreversivelmente ligados a
proteina, exercendo dessa maneira um efeito negativo. Outra explicagao po-
deria ser a de que o hidroxido de sodio pode oxidar o tanino. A oxidacao
converte os hidroxilos dadores de ligacoes hidrogénio em carbonilos qui-
nonicos aceitadores de tais ligagoes. Tal fenomeno diminui a capacidade de
ligacao a proteina pelo mecanismo normal, mas pode dar origem a reaccoes
de substituigao com grupos e-amino da lisina e sulfidril da cisteina, fa-
zendo com que os taninos se liguem irreversivelmente a proteina:

Acido cafeico 0-quinona
OH

HO CH=CH-COOH sy 0=®-CH=CH-COOH
ngagao
ovalente

Grupo e-amina Grupo tiol
da lisina das proteinas
Fig.1.2. Oxidacao do acido cafeico em cafeo-quinona, se-

guida de ligagao autocatalitica a agrupamentos

amino e tiol nas proteinas (Soswlskdi, 1979).
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€ possivel que o tanino, apds tratamento alcalino, nao influen-

cie as actividades enzimatica e microbiana; contudo, a proteina alimentar
irreversivelmente ligada ao tanino sera totalmente indisponivel para o a- -
nimal. O tratamento com hidroxido de calcio também seria ineficaz. Em en-
saios de alimentagao com cabras alimentadas com bagaco de sementes de
Shorea robusta tratado com hidroxido de calcio, Shaﬁma et al., (1977)ve-
rificaram os usuais efeitos deletéreos (baixa digestibilidade da MS,ener-
gia e proteina). Existem referéncias de perdas de MS da ordem dos 20-70%
apos tratamento alcalino para remogao dos taninos{Wah et al., 1977;Singh
e Anona, 1978). Tais perdas repercutem-se sobre a proteina do alimento.
No bagago de sementes de Shorea robusta as perdas de MS devidas ao trata-
mento com NaHCO3 e Na2C03 variaram de 19% a 26% (Singh e Anona, 197§).
As lenhinas presentes na parede celular sao solubilizadas pelo tratamen-
to alcalino e podem exercer efeitos depressivos adicionais sobre a fermen-
tagao ruminal (Van Soest, 1982; Jung e Fahey, 1983). Por isso,o tratamen-
to alcalino devera ser estudado com particulares cautelas. Gandhi et al.,
{1975) trataram bagaco de sementes de Shorez robusta com NH3 para despoli-
merizar o tanino e observaram que o bagago tratado nao era toxico e era
mais palatavel, nao tendo havido neste caso perda de MS.

Kemm et al.,(1981)-citados por Kumar e Singh (1984),verificaram
que o tratamento do grao de sorgo com aldeido férmico transformava os ta-
ninos em resinas nao reactivas.(0 aldeido formico é um reagente especifi-
co do nicleo floroglucinol, e os ..polimeros de aldeidos com polifenois
sao bem conhecidos na industria de resinas altamente polimerizadas, tipo
baquelite) Reichert et ak., (1980)observaram que 0,3% de formalina redu-
zia o tanino em 88-98% no grao de sorgo, o que poderia aumentar o seu va-
lor nutritivo. Mas, numa experiéncia com ovinos, o grao de sorgo tratado

com formalina nao afectou a ingestao de MS e MO digestiveis, a digestibi-
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lidade da MS e MO no rumen, nem a concentragao de amonia no- rumen, compa-
rado com a dieta de sorgo nao tratado (P{enaar e Renton, 1980}. Daiben
(1977 - citado por Price e Butlen, 1980) preconiza a utilizacao do al -
deido formico a escala industrial através da sua vaporizacao,e circulacao

dos vapores dentro do silo.

(4) Agentes que auxiliam a destoxificacao metabolica - Alguns dos pro-

dutos fenolicos de hidrolise do acido tanico sao excretados como monome-
til-éteres, os quais poderiam provocar uma depleccao de dadores de grupos
metilo, como a metionina ou colina. Chang e Fuller (1964) e Fuller et al.,
(1967), referiram que a suplementacaoc da dieta a base de sorgo rico em ta-
nino com um nivel de colina e metionina duplo do normal tinha eliminado a
depressao no crescimento de pintos observada sem o suplemento. Contudo,tal
suplementacao aliviou apenas parcialmente o efeito depressivo induzido
pelas dietas com acido tanico. Os grupos metilo necessarios ao processo de
destoxificacao poderiam ser fornecidos pela colina e metionina, induzindo
uma deficiencia naqueles acidos aminados (figado gordo) nos pintos ali-
mentados com sorgo rico em tanino. Em contraste, Vohna et al., (1966) e
Armstrong et al., (1973) nao confirmaram os resultados anteriores. Connor
et al., (1969) verificaram o referido efeito positivo da colina e metio-
nina, embora sem recuperacao total do efeito depressivo do acido tanico ou
tanino do sorgo. Rayudu et al., (1970b)observaram que uma mistura de argi-
nina, ornitina e dadores de grupos metilo (metionina e colina)aliviou par-
cialmente a depressao no crescimento provocada pelo écido tanico.Feathens -
ton e Roglen (1975) referiram ter havido inibicao completa da depressao
no crescimento,em pintos alimentados com sorgo rico em tanino,por adigao
de metionina suplementar a dieta, tal como o observado por Amstrong et

al., (1973). Estes autores, contudo, nio observaram qualquer efeito da
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colina suplementar.Glick e Joslyn(1970b) e Feathernston e Roglen | 1975 )
nao observaram qualquer melhoria no crescimento de ratinhos quando foi
adicionada metionina a dietas contendo quer acido tanico quer sorgo rico
em taninos.Pelo contrario Sell e Rogler (1984)observaram que a metionina
aleviava o efeito depressivo do tanino do sorgo sobre galinhas poedeiras
sendo que este (ou os seus produtos de degradacao) sao absorvidos e acti-
vam a UDP-glucuroniltransferase hepatica,enzima envolvida nos processos
de destoxificacao dos compostos fenolicos.

Nao parece verosimil que o efeito benefico de elevados teores
proteicos em dietas contendo taninos { Schagfert et al., 1974 ; Sell
et al., 1983; Combs e Wallace, 1976 -citados por Price e Butler, 1980 )se
deva ao aumento em acidos aminados dadores de metilo, ou directamente ao
valor nutritivo da proteina. E mais provavel que o referido efeito benéfi

co seja, pelo menos em parte, devido a uma remogao mais completa dos ta-

ninos soluveis ao nivel do tubo digestivo, permitindo que parte da pro-

teina nao complexada seja digerida e absorvida. Alem disso,como salienta-
ram Hagenman e Butlern (1978),0 tanino pode precipitar um peso duplo do
seu de proteina,e uma baixa reacgao tanino-proteina poderia tornar os com
plexos tanino-proteina mais acessiveis (maior solubilidade ?) as enzimas
digestivas. Seria interessante saber se um suplemento proteico de qualida
de nutricional muito baixa provoca uma melhoria/gimilar das ragoes que
contém tanino.

A ureia, conhecido agente dissociante das ligacoes hidrogenio
(supostamente existentes nos complexos tanino-proteina),foi testada igual
mente por varios autores para a sua capacidade de aleviar os efeitos dele
téreos dos taninos . A sua utilizacao satisfaria simultaneamente parte
das necessidades azotadas da microbiota do rumen. 0 bagagco extraido,

de sementes de Shorea robusta, apresenta valores negativos de digestibi-




lidade da proteina bruta (Robb,1976). Ral e Sukfa (1977) observaram que
a adicao de 10% de ureia a um concentrado proteico contendo 20% daquele
bagaco nao afectava a digestibilidade da fracgao azotada. Sinha e Nath
(1982) Observaram ,pelo contrario, que a suplementagao do bagago de
sementes de Shorea robusta com ureia melhorava a sua paiatibilidade
e a digestibilidade dos nutrientes, especialmente da FB e da PB.Buckley
et al., (1983} nao observaram diferencas na digestibilidade da MS no
rumen entre a fava rica em taninos (Diana) e a sem taninos, quando su-
plementadas com um excesso de ureia. No entanto a mesma quantidade de
ureia nao anulou o efeito deletéreo do nivel mais elevado de taninos
na fava Hertz. Savon et af., (1973) num ensaio para testagem da pro-
teccao da proteina com acido tanico, numa dieta contendo elevado teor
em melago e ureia, nao observaram qualquer diferenca significativa en-
tre os valores de pH,NH3 e AGV no rumen dos animais alimentados com
amostras tratadas e nao tratadas. A suplementagao com ureia,de dietas
ricas em taninos, poderia melhorar a qualidade alimentar atraves, quer
de um suprimento extra de N, quer pela sua actividade qufmica. A u-
reia desestabiliza as ligacoes hidrogenio e as interaccoes hidrofo-
bicas (0h,1978) que participam na formacdo do complexo tanino-proteina.
Por isso, a utilizagao da ureia poderia libertar-,pelo menos em parte,

a proteina do complexo, tornando-a disponivel para o animal.
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SUMARIO E CONCLUSOES

A elevada quantidade de taninos presente em muitas espécies ve-
getais limita a sua utilizagao como alimento tanto de monogastricos como
de ruminantes.0s taninos combinam-se com as proteinas da dieta e endoge -
nas,bem como com as enzimas e microorganismos,afectando negativamente as
digestoes no reticulo-rumen e intestino.A complexagao dos taninos com as
mucoproteinas salivares,a par com os fenomenos de diarreia ou obstipacgao,
determina uma baixa ingestao dos produtos vegetais ricos em taninos.Se os
taninos hidrolizaveis parecem ser mais eficazes na depressao da ingestao,
ja os do tipo condensado parecem ser mais deletéreos sobre os fenomenos
da digestao quimica.

Apesar da riqueza de informacao relativa a influéncia dos tani-
nos de alguns produtos e sub-produtos sobre a nutricao de aves, e ainda
escassa a informacao relativa aos efeitos sobre suinos e ruminantes.

0 risco sofrido pelos animais que tém varios alimentos a escol-
ha parece ser muito pequeno.Contudo,quando o alimento rico em taninos
constitui a Unica fonte disponivel,as interacgoes tanino-proteina criam
problemas nutricionais de natureza aplicada,principalmente em situagoes
de carencia proteica na dieta.

Apesar nos progressos conseguidos nos dominios da remogao ou i-
nactivacao dos taninos das dietas,continuam por«élﬁcidar os aspectos da

economia da sua aplicacao pratica.

A determinac3ao do conteldo em taninos,condensados e hidroliza
veis dos varios alimentos,tradicionais e nao tradicionais,para animais; o
grau em que afectam a palatabilidade e a digestao;o efeito dos niveis e
qualidade da proteina alimentar sobre os efeitos deletereos dos taninos;o
estudo das interacgoes especificas entre as proteinas e os taninos,repre-
sentam areas que exigem maior esforgo de pesquisa.

As implicagoes nutricionais dos monomeros fenolicos e da lenhi-

na deveriam ser consideradas na mesma area do problema dos taninos.
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2. INTERACCOES ENTRE 0S TANINOS E AS PROTEINAS

2.1. Introducao

Uma das caracteristicas essenciais dos taninos € a sua capacida-
de para formarem complexos insoluveis com as proteinas (Swain, 1965). Em-
bora muitos autores tenham dedicado muito do seu esforco a elucidacao do
modo especifico da interaccao tanino-proteina (Gustavson, 1956; Goldstein
e Swain,1963; Loomis e Battaile,1966; Van Sumere et al.,1975; 0h,1978), o
mesmo continua a ser objecto de controvérsia.Van Sumere et al.,(1975)e Oh
(1978) fizeram excelentes revisces acerca dos possiveis mecanismos da in-
teracgao tanino-proteina.

Cré-se geralmente que os taninos se ligam as proteinas através
da formagao de maltiplas pontes protdnicas entre os agrupamentos hidroxi-
lo fendlicos dos taninos e os agrupamentos carbonilo das proteinas (Gus -
Lavson, 1954; Goldstein e Swain, 1963). Contudo, considerando a diversi -
dade de estruturas moleculares entre os taninos e os varios agrupamentos
funcionais presentes nas proteinas, qualquer das seguintes interacgoes po-
de, em principio, ocorrer (Loomis, 1974): ligacao hidrogénio, ligacdo i6-
nica, ligacao hidrofobica e ligagao covalente.'Eéte ultimo tipo de liga-
¢ao representa uma alteracao irreversivel que requere oxigénio molecular
e e favorecida por elevado pH ou pela presenca de polifenol oxidases. Em
condi¢oes de neutralidade, ou acidicas, nao se verificam normalmente 1i-
gagoes covalentes entre os taninos e as protefnas (0h et al., 1979),e os
complexos formados em tais condigoes sao geralmente dissociaveis por a-
gentes ou solventes adequados (Oh et al., 1980). A presenca de dadores de

protoes na forma de agrupamentos hidroxilicos fen6licos nos taninos e de
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aceitadores de protoes na forma de funcoes carbonilo das ligagoes pepti-
dicas das profefnas faz supor a possibilidade de formacao de pontes pro-
tonicas (ligagoes hidrogenio). Do mesmo modo, uma vez que ambos os gru-
pos contém regides hidrofébicas (os nicleos aromidticos dos taninos e as
cadeias laterais alifaticas e aromaticas dos acidos aminados nas protei-
nas), parece ser igualmente possivel que estes participem nos fenomenos de
interaccao. Embora nao existam agrupamentos ionizados nos taninos con-
densados (Gustavson, 1956; Hastam, 1966), nao se pode excluir a possibi-
lidade de existéncia de interacgoes ionicas nos complexos taninos hidro-
lizaveis-proteinas. Nos taninos hidrolizaveis os agrupamentos ionizados
poderiam originar-se, particularmente nos elagitaninos, atraves de hidro-
lise parcial das ligagoes mais interiores na molecula {Haslam, 1966). No
caso dos taninos condensados, este tipo de ligagao nao esta presente em
condigoes de pH dcido ou neutro (Hasfam, 1977). As proantocianidinas ape-
nas se ionizam a elevado pH, por dissociacao dos agrupamentos hidrbxflicos
fenolicos, com formagao de ioes fenoxidos.

Tanto as ligagoes hidrogénio como as hidrofobicas s3o ambas fe-
nomenos solvente -dependentes. Assim, a ocorréncia de ligagoes hidrogénio
entre solutos & favorecida em solventes hidrofdbicos (e.g. tetracloreto de
carbono) enquanto que as ligagoes hidrofobicas entre solutos ocorrem pri-
mariamente em solventes polares ou hidrofilicos (e.g. agua). Oh (1978)de-
monstrou inequivocamente a existéncia de ligagoes hidrofébicas nos com-
plexos formados entre o tanino de uva e varias proteinas, polimeros sin-
téticos de acidos aminados, PVP e PEG. Recentemente, Chibben et al.,{1978

) sugeriram que os taninos no grao de sorgo se associavam predominante e
fortemente as kafirinas, proteinas alcool-soluveis fortemente hidrofobi-
cas, postulando assim a interacgao hidrofobica. Em condigoes alcalinas e

aerobias os fenois podem oxidar-se em quinonas, as quais reagem covalen-
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temente com as proteinas e determinados acidos aminados (lisina e metio-
nina) (Sosulski, 1979 ). 0s dois primeiros tipos de ligacoes s3o reversi-
veis e pH-dependentes (Hagemman e Butlen,197§;0h,1978). Em condigbes na-
turais os taninos apresentam-se livres na célula (Hasfam, 1966) ou rever-
sivelmente ligados as proteinas (Chibber et af.,1978 ).Contudo,se subme-
tidos a determinados tratamentos tecnologicos os produtos ricos em fe-
nois,(e.g. bagaco de girassol,de cartamo,residuo de uva...)sofrem escu -
recimento nao enzimatico,resultante da oxidagdo dos fendis,os quais se
podem ligar de forma irreversivel as proteinas e a determinados acidos
aminados (Hasfam, 1966;Sosulski, 1979).

A complexacao dos taninos com as proteinas parece ser afectada
pelos tipos de proteina e tanino em presenca (Hagerman e Butlen,197§;0h,
1978) ,pelas concentragoes relativas dos reagentes(Calderon et al., 1968 ;
Van Buren e Robison, 1969), e pelo pH (Hagerman e Butlen,1978; Oh, 197§),
entre outros factores (Mc Leod, 1974; Price e Butler, 1980). No tubo di-
gestivo dos vertebrados as diferentes condigoes de pH, as quantidades re-
lativas e tipos de taninos e proteinas em presenca,entre outros factores,
podem influenciar a formacao de complexos taninos-proteinas, o destino de
tais componentes no tubo digestivo, e consequentemente os efeitos mais ou
menos deletereos que os taninos podem exercer sobre o animal.

Tanto a acgao ambiental (Suuin;1979)'éomo os efeitos nutricio-
nais (Price e Butler, 1980) dos taninos poderao ser melhor compreendidos
se se conhecer a natureza das interac¢oes taninos-proteinas e os facto-
res que mais influenciam essas interaccoes (Hagenman e Butler,1980a). No
presente estudo utilizaram-se taninos de bolota e de alfarroba,represen-
tando os dois tipos de tanino existentes (hidrolizaveis e condensados ,
respectivamente), proteinas e enzimas digestivas,e PEG e PVP (como agen-

tes potencialmente dissociantes dos complexos tanino-proteina) num estu-
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do das interaccoes entre os taninos e as proteinas.0s factores estudados,
susceptiveis de influenciarem a complexacao dos taninos com as proteinas,
foram as quantidades relativas de taninos e proteinas,a natureza das pro-

tefnas, o pH e a presenga de PEG.

2.2. Materiais e metodos

2,2.1. Materiais - A bolota utilizada foi apanhada na Herdade Experi-

mental da Mitra, da Universidade de Evora, em percentagens de, aproxima-
damente, 70% de azinheira (Quercus ilex L.) e 30% de sobreiro (Quercus
suber L.). A alfarroba utilizada foi alfarroba comercial, da regiao Al-
garvia, séca ao sol, tal como geralmente € comercializada. 0 acido 7-
-amino-1,3, naftaleno dissulfonico foi adquirido a Eastman Kodak Company;

o acido tanico a Carlo Erba e os restantes produtos a BDH.

2.2.2. Obtengcao dos taninos. - Para a determinagao quantitativa dos ta-

ninos na bolota e alfarroba a relagao material vegetal: solvente utili-
zada fo} sempre de 1:50 (P/V) (usualmente, 200 mg de material extraidos
com 10 ml de solventes, durante a noite). Antes da‘extracgéo dos taninos
com os solventes apropriados o material vegetal foi sujeito a extracgao
com a mesma quantidade de eter etilico a fim de extrair o maximo de cro-
mogéneos. Os taninos semi-purificados de bolota e alfarroba »foram obti-

dos conforme o esquema abaixo:

50 g material vegetal finamente ralado
1 litro de metanol

1 litro de agua quente (90°C)
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Filtracao — Parte insoluvel no metanol eliminada

l

Parte solavel

l

Concentracao

v
EXTRACTO METANOLICO (AQUOSO)

Etanol a 95% (400 ml)

v
Floculagao

|

Filtragao — Floculado eliminado

l

Solucao alcoolica

|

Concentracao

|

EXTRACTO ALCOGLICO

Acetona (200 ml)

v

Filtracao,decantagao — Parte insoldvel na acetona el iminada

v
Solugao acetonica

v
Concentracao

v
EXTRACTO ACETONICO
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Numa fase preparatoria procedeu-se a uma tentativa de levar
mais além o processo de purificagao: Ao extracto acetonico adicionou-se
uma solucao de 10% de acetato basico de chumbo. Forma-se um precipitado
de tanato de chumbo. Eliminou-se o sobrenadante e adicionou-se ao preci-
pitado 200 ml de acetona. Borbulhou-se hidrogénio sulfurado o qual pre-
cipitou sob a forma de sulfureto de chumbo negro, libertando os taninos
em solugao acetonica. Apds filtracao a solugao pode ser concentrada. Es-
tes ultimos processos foram contudo eliminados ja que o ' indice de ta-
ninos '' observado no final nao se revelou superior ao do extracto aceto-
nico antes da adigcao do acetato basico de chumbo.0 indice de taninos foi

medido utilizando o método turbidimétrico (ver em 2.2.5.).

2.2.3. Obtengao da hemoglobina - Para a hemanalise dos taninos utili -

zou-se hemoglobina bovina: Apos colheita do sangue procedeu-se 3 sua ime-
diata centrifugacao,a 1.500xg, para separacdo dos globulos do plasma. A-
pos eliminagao do plasma sobrenadante e da camada de leucocitos, os eri-
trocitos foram lavados duas vezes com uma solugdo de NaCl a 9%, em agua
destilada e finalmente lisados por adigdo de agua destilada a 4°C. Apés
recentrifugagao, para separar as membranas celulares, a solugao de hemo-
globina sobrenadante foi diluida com agua destilada fria (4°c) até se
obter a absorcao desejada a 578nm (ver Hemanalise de taninos), e conser-
vada a temperatura indicada. A solugéd de hemoglobina deve ser utilizada

dentro de um periodo de 48 horas.

2.2.4, Diazotagao da gelatina - 0 método utilizado foi -basicamente o

de Riondan ¢ Vallee (1972) modificado por Mahadevan et al., (1979). Para
a diazotizagao da proteina utilizou-se o acido 7-amino-1,3, naftale-

no dissulfonico: A amina (200 mmoles) foi dissolvida em 1,5 litros
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de HC1 0,15N e arrefecida em banho de gelo com agitagao permanente. Adi-
cionou-se seguidamente 200 ml de uma solugao de nitrito de sodio a 100mg.
i préviamente arrefecida em banho de gelo. A adigao do nitrito de sO-
dio fez-se gota a gota,durante um periodo de aproximadamente L5 minutos,
mantendo o sistema em banho de gelo e com agitacao permanente. Dado que
o reagente diazo & instavel em meio acido, o pH da solugao foi imediata-
mente acertado a 5,40 (5,0 - 5,5) com NaOH 3N.O0 volume final foi ajusta-
do a 2,5 litros com agua gelada.A solucao de sal diazonio foi imediata-
mente utilizada para a marcagao de 50 g de gelatina. A proteina foi dis-
solvida em 800 ml de tamp3o bicarbonato de sédio 0,5 M, pH 8,8. A solu-
cdo de proteina foi préviamente refrigerada em banho de gelo antes da
adigao, em pequenas quantidades, sob agitagao constante,da solucao do sal
diazonio. A adicao processou-se lentamente de forma a estar completa ao
fim de 45 minutos.lA mistura foi conservada durante mais 30 minutos,sem-
pre sob agitacao e em banho de gelo, ao fim dos quais se adicionou 200
mmoles de solucdo de fenol em agua,a concentracao de 0,1M, a fim de re-
mover o excesso de composto diazonio que nao tenha reagido com a pro-
teina.Para reaccao completa, 1g de proteina necessita 3g de composto dia-
zonio. Seguidamente a solucao foi acidificada com acido cloridrico 1N
até se dar a precipitacao da proteina conjugada,a qual foi entao recupe-
rada por filtracao atraves de papel de filtro Whatman n21,com auxilio de
um funil de Buchner.Depois de redissolvida em tampao bicarbonato de sodio
(0,5M), a proteina foi reprecipitada por adicao de etanol,ate a concen-
tracao de 80% (V/V), e acido cloridrico até se atingir um grau de acidez
suficiente para precipitar a proteina (pH 3,5 - L,0). Este processo foi
repetido 3 vezes. Finalmente a proteina conjugada foi lavada duas vezes
com agua bidestilada e seguidamente com éter. 0 produto,de cor vermelho-

-alaranjada, foi seguidamente desidratado sob baixa pressao (14 mm Hg) a
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“OOC, apos se ter evaporado o éter. A proteina assim modificada apresen-
tou 12,7% de N (metodo de Kjeldahf, AQAC 1970), e um coeficiente de ex-

- % - . -
tingao (E;60 em OHNa 0,1N) de 12. As solucoes de azoproteinas obedecem a

lei de Beer.

2.2.5. Analise dos taninos. - Dado que os resultados das anialises de ta-

ninos sao susceptiveis de variar consoante a técnica utilizada (Price e
Butler, 1977; Bullarnd et al., 1981) os taninos foram analizados por 5
diferentes técnicas.0 material vegetal,moido através do crivo de 0,8 mm,
foi extraido como indicado em 2.2.2,
te misturando volumes iguais de vanilina a 1% em metanol e HC! con-
centrado diluido a 8% em metanol. A 1 ml de extracto vegetal adicionou -
-se 5 ml de reagente vanilina. 0 ensaio a branco foi constituido por 1ml
de extracto vegetal e 5 ml de HCl concentrado, diluido a 4% de metanol.
Apos a adigao do reagente vanilina ( ou do HC1 a 4%) os tubos foram con-
servados em banho de agua a 30°C, protegidos da luz com um pano negro.
Ao fim de 20 minutos ap0s a adigao do reagente a ABS a 578nm foi lida em
espectrofotometro Beckman, modelo 35. A leitura do branco é subtraida da
amostra com vanilina.Diariamente foi preparada uma curva padrdo utilizan
do concentragoes de catequina até 0,3 mg.ml_1 (Price et al., 1978a).
Metodo do Azul _da Prissia.0 método utilizado foi o de Price
e Butlen (1977), tal como modificado por Budini et al., (1980): A 3 ml

de extracto diluido, em tubo de ensaio,adicionou-se 200 ul de K,Fe(CN)6,

3
0,008M, seguidos imediatamente de 200 ul de FeC]3, 0,1M. Ambos os solu-
tos foram dissolvidos em HC1 0,1M. Apos exactamente 5 minutos a tempera-

tura ambiente a densidade Sptica foi lida a 700 nm, num espectrofotome -

tro, Beckman, mod. 35. Em todas as leituras foram utilizados ensaios em
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branco de idéntica composigao em gue se omitiram os extractos.
coes de hemoglobina foram preparadas conforme o descrito em 2.2.3. Em ca-
da determinacao utilizaram-se extractos acetonicos dos materiais vegetais,
e o acido tanico utilizado como padrao foi dissolvido no mesmo solvente.
0 processo analitico baseou-se no metodo de Bate-Smith (1973; 1977) para
caracterizar a adstringéncia relativa dos taninos, o qual foi modificado
para se adaptar a uma determinacao quantitativa: A 3 ml de solugao de
hemoglobina (diluida com agua destilada para dar uma absorvancia de 1,000
a 578 nm), em tubo de centrifuga, adicionou-se 1 ml de cada um dos pa-
drées ou de extracto a ser analizado. Durante a adigao da solugao de ta-
nino manteve-se o conteido do tubo em forte agitagao (agitador vortex) a
fim de evitar a formacao precoce de precipitados volumosos, susceptiveis
de dificultarem a ulterior formacio de complexos (Bate-Smith, 1973). Apos
repouso durante 15 minutos, em banho de agua a 39°C, os tubos foram cen-
trifugados a 3 500xg durante 30 minutos. O sobrenadante foi recolhido e
a sua absorvancia determinada a 578 nm num espectrofotometro Beckman, mo-
delo 35. Os resultados s3o expressos em equivalentes de acido tanico.
Tecnica da_precipitagao da_proteina. Util izamos uma modifi-
cacdo do méetodo descrito por Hagemman e Butler (1978). Alicotas dos ex-
tractos (geralmente 0,1 a 0,5 ml) foram adiciohadas a 2,0 ml de solugao
de gelatina, a 1,0 mg.ml-] em tampao acetato 0,18 M, pH 4,8 ( contendo
0,17 M NaCl), contidos em tubos de centrifuga de 15 ml de capacidade. Apos
agitacdo (agitador vortex), as solucoes ficaram em repouso durante 15 mi-
nutos em banho de agua a 39°C. Apds centrifugagao durante 30 minu-
tos (3.500xg) os sobrenadantes foram eliminados. Os precipitados foram se-
guidamente resuspensos em 4 ml de metanol absoluto,com auxilio de um agi-

tador vortex, reprecipitados, e os sobrenadantes eliminados. 0s precipi-
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tados foram dissolvidos em 4 ml de solucdo de dodecil - sulfato de sddio

( 1%, em agua destilada). Apés diluicado adequada os taninos precipitados

com as proteinas foram medidos pelo método do Azul da Prissia. Os resul-

tados foram expressos como equivalentes de acido tanico através da uti -

lizagao de curvas padrao preparadas diariamente para as condicdes usa-

das nas analises.

ﬁéiogg_pgtgigiméiripg. Em ensaios preliminares verificou-se

que ao adicionar tanino a uma solugao de albumina ovo se produzia uma

turvacao, a qual era proporcional 3 quantidade de tanino adicionada: A 3

ml de solugao da proteina em tampdo acetato 0,20M, pH 4,8 contendo 0,17M

de NaCl adicionou-se 1 ml de extracto vegetal diluido,ou de cada um dos

padroes de acido tanico utilizado para tracado de uma curva de calibra-

¢ao. Ao fim de 5 minutos, a 39OC, a mistura foi vigorosamente agitada

em agitador vortex e o grau de turvacao lido a 450 nm. Utilizaram-se ex-

tractos acetonicos (70% acetona, 30% agua) de bolota, alfarroba e resi-

duo de uva e o acido tanico utilizado como padrao foi dilufdo igualmente

em acetona a 70% (V/V). Em cada determinacao fizeram-se leituras de bran-
cos em que a solugcao de proteina foi substituida por tampao acetato

0,20M (pH 4,8), contendo 0,17M de NaCl. A acetona, nas concentracgoes uti-
lizadas, nao interfere no desenvolvimento da formacao de complexos tani-
no-proteina. Os extractos vegetais foram usualmente diluidos a 1 - 5 (bo-
lota) e 1 ~ 2,5 (alfarroba),tendo o extracto de residuo de uva sido uti-

lizado sem qualquer diluicao.

2.2.6. Estudos turbidimétricos. - As influéncias do pH, dos niveis de
taninos, da natureza das proteinas,e do PEG sobre a formacao de comple-
xos tanino-proteina foram estudadas medindo o aumento na turvacdo produ-

zida, num espectrofotometro Beckman (modelo 35), a 450 nm. As determina-
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coes turbidimétricas foram executadas segundo o -método de Armstrong(1976)
modificado: a 3 ml de solucdo de proteina ou PEG,(a 1 mg.ml-l)adicionou-

-se 1 mi de solugao de tanino (a 1;0 mg.ml'.1 para as proteinas e a Z;Omg.
ml-1 para o PEG). Ambos os substratos foram dissolvidos em solugoes tam-

pao com pH adequado (ver adiante), contendo 0,17M NaCl. Durante a adigao

da solucdo de tanino o tubo contendo a solugao de proteTna; ou PEG; foi

mantido sob agitacao vigorosa (com o auxilio de um agitador de vortex) a

fim de evitar a formacao precoce de grumos de grande dimenséo; de difi-

cil desagregagao e dispersao, susceptiveis de dificultarem as leituras.
Ao fim de 5 minutos em banho de agua a 39°C o conteldo foi novamente agi-
tado durante 15 s, transferido para célula de espectrofotometro com 1lcm

de percurso optico e o grau de turvagao desenvolvida medido a 450 nm.Apos
a adicdo do tanino desenvolve-se a turvacao do meio, a qual aumenta rapi-
damente até aos 5 minutos, estabilizando até aos 7-8 minutos. A  partir
desse lapso de tempo a agregacao dos complexos tende a formar flocos de
grandes dimensoes de dificil desagregacao mesmo com forte agita;So.

As concentracoes e relacoes de concentragoes(P/P) foram esco-
lhidas por forma a assegurar uma gama conveniente de leituras de turva-
gao.

0s diferentes valores de pH foram obtidos atraves da utiliza-
gao de solucoes tampSo contendo acetato de sodio (0,2M) ajustadas aos di-

ferentes valores com hidroxido de sodio ou acido cloridrico.

2.2.7. Estudos colorimetricos. - A fim de quantificar a quantidade de

proteina precipitada, em funcao do valor de pH e da quantidade de tanino
em presenca, utilizou-se uma proteina diazotada (tornada corada arti-
ficialmente) a fim de facilitar a sua quantificacao.

Bisicamente, a 5 ml de solugao de proteina diazotada, a
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0;5 mg.ml-t adicionou-se 5 ml de solucao de tanino a concentracao dese-
jada. Ao fim de 15 minutos, em banho de agua a 39°C, a mistura foi cen-
trifugada e a proteina nao precipitada foi determinada no sobrenadante.
A quantidade de proteina precipitada foi calculada como sendo a diferen-
¢a entre a quantidade de proteina inicialmente presente (5 ml de solucao
de proteina a 0,5 mg-ml-]) e a que permaneceu em solugao apos incubacio

com o tanino. As quantificagoes foram realizadas com auxilio de uma cur-

va padrao de casefna diazotada.

2.2.8. Analise estatistica. - Para a testagem estatistica dos dados da

influéncia dos factores pH e niveis de tanino,tanto nos estudos turbidi-
métricos como nos colorimétricos,dada a n3o monotonia das respostas ob -
servadas,efectuaram-se comparacoes parciais apds teste de conjunto signi-
ficativo (quer dizer,consideraram-se aqueles factores como qualitativos
e nao quantitativos).Assim,a andlise foi efectuada para varios critérios
de classificacao.0s dados observados para as accoes do acido tinico so-
bre a gelatina ou PEG foram sujeitos a analise de regressao,linear e cur-

vilinea,com e sem transformagao logaritmica dos resultados. Para as res-

postas dicotomicas observadas nao se tentou nenhum tipo de transforma -

¢ao dos valores das variaveis dependentes( Hich4,1982 ).
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2.3. Resultados

2.3.1. Analise dos taninos. - A fim de seleccionar o solvente mais ade-

quado a extracgéo dos taninos, procedeu-se a extraccao (durante 3 horas)
de 200 mg de material vegetal com éter etilico, seguida de extracgao, du-
rante a noite, com varios solventes, nomeadamente agua quente, metanol e
acetona a 70% (V/V) em agua. Dado que ao nivel do tubo digestivo dos ru-
minantes as condicoes de pH podem influenciar a solubilizacao dos tani-
nos e a sua reactivadade em relagao as proteinas, procedeu-se, igualmen-
te a extraccao com solugcao tampao ruminal (ver composicao no Cap.lV, pag.
164 ), e com HC1 diluido (pH 1,8), contendo 0,17M de NaCl.

No quadro 2.1. sao apresentados os resultados da analise dos

taninos extraiveis, em 12 horas, com diferentes solventes.

Quadro 2.1. Niveis de taninos extraiveis da bolota e alfarroba
com diferentes solventes, e analizados por trés me-

todos diferentes. (B=bolota; A=Alfarroba)

Taninos (% MS) b)
SOLVENTES Pro-
duto Método de analise
Azul da Prussia | Hemanalise Turbidimetrico
o o) B 3,10 = 0,11 1,60 = 0,43 (1,25 % 0,34
Agua a 90°C A 1,60 + 0,08 2,04 + 0,47 11,20 * 0,40
B 2,76 + 0,19 2,44+ 0,3312,70 = 0,39
Metanol A 140 + 010 |2,76 + 0.,26|1.80 * 0.35
Acetona 70% (V/V) B L o6 + 0,20 L1y + 0,1 3,30 + 0,20
_ A 433 + 0,14 3,78 + 0,26 (2,80 + 0,23
Solugao tampao B 1,43 + 0,09 ) a)
ruminal A 0,47 = 0,10 a
B |3,10 + 0,16 |2,90 + 0,25]2,70 + 0,19
HCT (pH 1,8) A 160 * 012 |1.00 = 0.31]1.10 + 0.2k

a)- A intensa coloracao desenvolvida pelos taninos na saliva sintética
impediram estas determinacgoes.

b)- Determinacoes em 3 amostras diferentes e resultados expressos sob
a forma dos valores médios * t.s./VA, em que t=t estudantizado
(0=0,05), s=desvio padrao e n=numero de determinacgoes.
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A acetona a 70% extraiu mais material oxidavel (Azul da Prissia)
que quaisquer dos outros solventes, tanto da bolota como da alfarroba,
bem como mais material complexavel com as proteinas (Hemanalise;Turbidi-
metria). A quantidade de material oxidavel, extraida pela saliva sinteti-

- ca foi pequena, para ambos os materiais.Tanto o metanol como a agua quen-
te, a saliva sintetica e o acido cloridrico diluido, extrairam mais mate-
rial analizavel (por quaisquer dos métodos utilizados) da bolota que da
alfarroba.

No quadro 2.2. sao apresentados os resultados das analises dos
taninos de bolota e alfarroba.

Quadro 2.2. Niveis de taninos de bolota e alfarroba, extraf-

veis com acetona a 70% (V/V), analisados por 5

diferentes tecnicas.

Taninos (% MS) b)

Produto Método de analise
VanilinaC) Azul dad) Hemanélig) Precipitép Turbidi-d)
Prussia se ¢ao da pro | métrico

teina

Bolota a) 0,54+0,09 4,48+0,22 | 4,14+0,37 | 4,03%0,27 3,3+0,31

Alfarro-
ba a) | 3,7 0,10 4,33£0,18 | 3,27+0,31 | 4,14+0,23 2,8+0,27

a)- Material ralado com ralador de cozinha (fruto inteiro)

b)~ Determinacoes em 5 amostras diferentes e resul tados expressos
sob a forma dos valores medios * t.s./Vn, em que t=t estudan-
tizado (a=0,05), s=desvio padr3o e n=nimero de determinagoes.

c)- Valores expressos em equivalentes catequina.

d)- Valores expressos em equivalentes acido tanico.

Os valores observados foram diferentes consoante os metodos uti-

lizados. Os valores mais elevados foram obtidos com o metodo de oxidagao
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- reducao (Azul da Prissia) e os mais baixos com o metodo turbidimétrico.
Exceptuando o meétodo da vanilina os restantes concordam qualitativamente.
Todos eles forneceram valores superiores para a bolota. No entanto, uma
comparagao quantitativa revela diferengas entre os varios metodos, para
a bolota e alfarroba. 0 método do Azul da Prissia, por exemplo, forneceu
valores 1,08 e 1,32 vezes superiores aos da Hemanalise para a bolota e
alfarroba,respectivamente. No entanto a Hemanalise forneceu valores 1,25
vezes superiores ao método turbidimétrico para a bolota, e apenas 1,18
vezes superiores para a alfarroba. 0 método da precipitacao da proteina
deu valores apenas ligeiramente inferiores aos do Azul da Prussia.

Nas figuras A 2.1. e A 2.2. Representam-se curvas padrao de-
terminadas no decurso das analises,e utilizadas para a quantificacao dos
taninos nos extractos acetonicos.

Quadro 2.3. Equagoes de regressao possiveis para as curvas repre-

sentadas na figura 2.1.

Quantida- Equacses de rearesss Gama de concen- Valor de

de de ge- quac s © tracdes utili- - S F da re-

latina (Y=ABS, 450nm;X=mg de =zada Y-X ' gressdo
(mg) acido tanico) (mg ac.tanico)

15 Y=-0,457+2,819X 2 0,3-0,8 0,999 0,089 277
Y=-0,506+3,025X-0,186X 0,3-0,8 0,999 0,029 803
Y=2,027-1,431(-1LNX) 0,3-0,8 0,990 0,081 207

9 Y=0,142+2,248X% 2 0,3-1,0. 0,993 0,077 510
Y=-0,609+4,830X-2,062X 0,2-1,0 0,994 0,085 236
Y=2,179-1,232(-1LNX) 0,2-1,0 0,998 0,042 1 964

6 Y=0,343+1,691X 9 0,3-0,8 0,990
Y=0,0138+3,000X-1,174X 0,3-1,0 0,999 0,017 1 654
Y=1,856-0,906(-1LNX) 0,2-1,0 0,999 0,018 5 341
Y=1,846-0,879(-1LNX) 0,3-1,0 0,999 0,008 14 675

3 Y=0,295+1,055X 2 0,2-0,8 0,979 0,053 113
Y=0,073+2,105X-1,045X 0,2-1,0 0,996 0,027 282
Y=1,199-0,479 (-1LNX) 0,1-0,8 0,999 0,015 3 532
Y=1,180-0,460(-1LNX) 0,1-1,0 0,998 0,025 1 547

1,5 Y=0,097+0,991X 2 0,1-0,8 0,989 0,030 192
Y=0,008+1,669X-0,977X 0,1-0,8 0,998 0,014 602
Y=0,773-0,275(-1LNX) 0,1-0,8 0,994 0,022 531
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Para avaliacao das concentragoes optimas de proteina, no méto-
do turbidimétrico, para a analise quantitativa dos taninos, estudaram-se
as relacoes entre a turvagao desenvolvida pelo meio reagente pela adigao
de varias quantidades de tanino a quantidades variaveis de proteina. 0
volume total da mistura foi sempre de 4 ml (3 ml de solugao de proteina
+ Iml de solugao de tanino,ambos dissolvidos em tampdo acetato 0,2 M con-
tendo 0,17 M NaCl).Na figura 2.1. representam-se as diversas curvas de

resposta (Quadro A 2.1.) e no quadro 2.3. as possiveis equacoes das mes-

mas. Gelatina (mg)
2,200 r ?
6
15
E
> 1,100 f 3
1,5
Acido ténico
A A FY ] 1 L L A i A [mu]
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9

Fig.2.1. Formagao de complexos entre a gelatina e o acido tanico (leij-

tura, a 450 nm, da turvacao desenvolvida) (Quadro A 2.1.).

Com concentragoes iniciais elevadas de proteina a resolugao é menor,sen-

do apenas possivel detectar concentragoes de taninos acima de 300 ug.ml-].

Com concentragoes iniciais de proteina mais baixas o método permite
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detectar concentragoes de taninos a paftir de 100 nug ml '1, embora os in-
tervalos de concentracoes mensuraveis sejam mais estreitos. Com um exces-
so de proteina (15 mg) verificou-se uma relacdo linear entre a turvacao
desenvolvida e a quantidade de tanino adicionada. No entanto, com gquan-

tidades inferiores de proteina uma componente quadratica foi sempre apa-

rente. Observou-se sempre um rapido aumento na turvacao, a baixas concen-

tragoes de tanino e acima de um determinado limiar, a partir do qual os
incrementos no grau de turvagao foram decrescendo.

Num esforco para melhorar a técnica turbidimetrica, por forma
a encontrar uma curva padrao linear, as concentracoes de taninos foram ex-
pressas em base logaritmica, omitindo a concentracao zero. Nao se obsena-
ram efeitos quadraticos significativos para as varias combinagoes de con-
centragao de proteina € valores absolutos dos logaritmos das concentra-
coes de taninos. A transformacao logaritmica permite medicoes de maior
confianca quando se utilizam valores baixos e altos de concentracao de
taninos, na medida em que os coeficientes de regressao das curvas padrao
construidas com valores nao transformados decrescem continuamente, dete-
riorando-se 18gicamente a resolugdo a medida que aumenta a turvagao. Por
transformacdo logaritmica a resposta € linear e a natureza quadratica da
curva padrao nao transformada e acomodada. Com 3mg de proteina conseguiu-
-se uma boa resolucdo, e intervalos de leitura adequados as concentragoes
de taninos nos extractos acetonicos de bolota e alfarroba (Fig. A 2.2.).

A adicdo de quantidades crescentes de proteina, a mesma quan-
tidade de tanino, permite o tragado de uma curva de titulagao do tanino
pela proteina (Fig. 2.2.). Também neste caso a curva obtida € convenien-
temente descrita por uma equacao de grau 2, para valores de proteina com-
preendidos entre 0,6 e 9 mg e para 1 mg de tanino. A derivada da equacao
Y=0,039+0,1+25X-0,020X2 fornece um valor de 10,6, quantidade maxima de

proteina que aparentemente se complexa com | g de tanino.




0,039+0,1+25x-0,020x2
0,999
0,0007

7

i A

3,0 6,0

Gelatina  [mg)

Fig.2.2. Titulagao do acido tanico (img) pela gelatina
(Quadro A 2.1.).

Este valor e muito semelhante aos 11 g de protefna que Hagerunan
e Butlen(1980a) verificaram complexar-se com 1 g de acido tdnico. Devido
a pouca quantidade de taninos de bolota e alfarroba disponiveis para os

ensaios nao se procedeu a sua titulagao com a gelatina-

2.3.2, Influéncia do pH sobre a formagdo de complexos tanino-proteinas e

tanino. -PEG . - A adig¢ao de tanino a uma solugao de proteina resultou sem

pre na rapida formacao de complexos insollveis, com o consequente aumen-
to na turvagao mensuravel. 0 grau de turvagao foi proporcional, dentro de

certos limites, a quantidade de tanino adicionada (Quadro A 2.2.),e foi




considerado como sendo igualmente proporcional a extensao da formacao de

complexos tanino-proteina (Fig. 2.3., a e b) (Quadro A 2.2.).

+ \ e ——o o c—— s o Tr i ps i na
1’200 / \\ ..................... PepSina
/ ’ _— Album. ovo
T/ \ --------- Gelatina
/\\‘~ : \ ~—— ———— Hemoglobina
0,900 - ~/ 4 \

(450 nm)

ABS

0,300 1

3,0

Fig. 2.3.(a) Influéncia do pH sobre a formagcao de com-
plexos insoluveis entre os taninos de bo-

lota e varias protefnas e PEG.(Quadro A2.2)
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1,200 T === Tripsina
..................... Pepsina
——=:=——-— Album. ovo

-------- Gelatina
————— Hemoglobina

0,90 T\ \

(450 nm)

0,600 -

ABS

0,300 1

Fig. 2.3.(b) Influencia do pH sobre a formagao de complexos
insoldveis entre os taninos de alfarroba e va-

rias proteinas e PEG (Quadro A 2.2.).
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Quadro 2.4, Valores de pH a partir dos quais se
observou uma diminuigao acentuada na

formagao de complexos (ABS 450 nm) .

ProteTna Pla) TIPO DE TANINO
Bolota Alfarroba

o~Amilase - 7,00
Albumina ovo 4.6 5,00 4,00
Gelatina 4,9 4,00 3,00
Hemoglobina 6,8 7,00 7,00
Pepsina 1,0 400 5,00
Tripsina 10,1 8,00 -

a)- Pl= Ponto lsoelectrico da Proteina

Globalmente, observou-se uma turvagao acentuada a pH 4 - 6, e fraca tur-
vagao a niveis mais elevados de pH. Acima de pH 7,0 a turvacao aumentou,

mas devida apenas a oxidagcao dos taninos com formacao de pigmentos aver-

melhados e acastanhados, observados nos testemunhas que continham apenas

tanino. 0 valor dos brancos foi subtraido da turvacao medida. De um modo

global verificou-se que o grau de turvacao diminuiu abruptamente acima

de certos valores de pH (Quadro 2.4.), variévei; para cada tipo de pro-

teina,embora pouca variagao tenha sido observada entre os taninos de bo-

lota e de alfarroba.

Os valores de pH acima dos quais se observou uma acentuada di-
minuicao da turvagao foram proximos dos pontos isoelectricos das protei-
nas (Quadro 2.4.). Com a tripsina e tanino de alfarroba obervou-se uma
diminuigao pouco acentuada, mas constante, no grau de turvacao desenvol -

vido. Mesmo a pH 8,0 a turvacao era ainda acentuada (Quadro A 2.2.).
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Aparentemente, a formacao de complexos tanino-proteina insolu-
veis decresceu a partir de valores mais acidos para o tanino de bolota e
albumina ovo e gelatina,e de valores menos acidos ou mais alcalinos para
o tanino de alfarroba e pepsina e tripsina. Nao se observaram diferencas
para ambos os tipos de taninos e a hemoglobina.

Com o PEG a formagao de complexos insoliveis foi quase inde-
pendente do pH, tanto com o tanino de bolota como com o de alfarroba,pa-
ra valores de pH compreendidos entre 4 e 7 (bolota) e 4 e 8 (alfarroba).
No entanto houve um acréscimo acentuado na turvagao entre valores de pH
3,0 e 4,0, tendo tal incremento sido mais acentuado com tanino de bolota.
Tal como o verificado com a proteina, (Fig. 2.1.), também o grau de tur-
vacao desenvolvido (Formagcao de complexos insoldveis) pelo PEG na presen-

¢a do tanino dependeu da quantidade de tanino presente (Fig. 2.4.).A tur-

1,000 ¢
§ = 1,73h x -0,473
r = 0,995
0,750 ¢ n =6
E
=
-4
— 0,500 1
(]
o
-l
0,250 1

0,3 0,4 0,50,6 0,7 0,8 0,9 1,0
kcido tanico (mg)

Fig. 2.4. Formacao de complexos insoluveis entre o

3¢ i ani d A2.3.).
PEGZO.OOO e o acido tanico (Quadro 3.)
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vacao mais elevada foi observada com uma relagao PEG: acido tanico de a-
proximadamente 2,5 (Quadro A 2.3.). No entanto, fazendo reagir varias
quantidades de PEG com varias quantidades de tanino de bolota, observou-
-se um maximo de turvacao com relagoes PEG: tanino de aproximadamente 1

(Fig. 2.5.; Quadro A 2.4.).

1,000 1
PEG
1,075 ¢ (mg)
E% 4,0
2 2,0
0,750
-
0,325
1.0
0.5

Tanino de Bolota (mg)

Fig. 2.5. Formagao de complexos insollveis entre o tanino

de bolota e o PEG (Quadro A 2.4.).

20.000
2.3.3. Influéncia do pH sobre as quantidades de proteina e taninos pre-

cipitados, a varios niveis iniciais de tanino.- Nas figuras 2.6. re-

presentam-se as quantidades de gelatina (a) e taninos (b) precipitados
a varios niveis iniciais de tanino, em fungao do pH (Quadro A 2.5.).
A pH 6,0 foi removida quase toda a gelatina da soiugéo quando o tanino de
bolota atingiu 5 mg (relacao T:P=2) enquanto que a pH 3,0 somente 33% da
gelatina foi precipitada. Mesmo com 20 mg de tanino (relacao T:P=8) ape-

nas 52% da proteina foi precipitada aquele valor de pH.A percentagem de




Proteina precipitada [ %)

a)

precipitado (%)

Tanino

b)
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Relacao tanino : proteina
0,5 2,0 4,0 8,0

4
-
-+

75 -

50 t ! B

251

1,25 5,0 10 20

Tanino  adicionado (mg) 7777 Bolota,pH 3,0

——— Bolota,pH 6,0

Relagio tanino : proteina === Alfarr.pH 3,0

0,5 2,0 4,0 8,0 e Alfarr.pH 6,0
1,25 5,0 10 20

Tanino  adicionado  (mg)
Fig. 2.6. Gelatina (a) e taninos (b) precipitados a varios

niveis iniciais de taninos de bolota ou alfarro-

ba. (Quadro A 2.5.)




proteina precipitada pelo tanino de alfarroba foi menos afectada pelo pH,
embora para as relagoes tanino-proteina mais elevadas se tenha precipi-
tado mais gelatina, a pH 3,0.

A percentagem de tanino de bolota precipitado a pH 6,0 dimi-
nuiu 3 medida que se aumentou a quantidade adicionada. Contudo, a pH 3,0
a quantidade precipitada aumentou até uma relacao tanino:proteina 2,
tendo diminuido para valores superiores.

A pH 6,0 3 medida que se aumentou o nivel de tanino, diminuiu
a percentagem de tanino precipitado, tanto da bolota como da alfarroba.
A pH 3,0 essa percentagem aumentou até certo ponto (T:P= 1,0 e 2,0 para
o de alfarroba e de bolota, respectivamente).

A pH 6,0 precipitou a maior parte da gelatina quando a relagao
T:P atingiu o valor 2,0. Quando essa relagao foi de 8,0 a precipitacao
foi completa.

Quando se baixou o pH precipitou mais tanino de alfarroba que
de bolota. Quando se elevou o pH precipitou mais tanino de bolota. Para
niveis comparaveis de taninos verificou-se maior quantidade de tanino de
bolota precipitado a pH 6,0 e maior quantidade de tanino de alfarroba
precipitado a pH 3,0.

0 tanino de bolota precipitou mais gelatina a pH 6,0 que a pH
3,0, mas o tanino de alfarroba precipitou quahtfdades comparaveis , aos
dois niveis de pH estudados.

Numa base ponderal, ambos os tipos de taninos precipitaram quan-
tidades comparaveis de proteina a pH 6,0. Contudo, a pH 3,0 o tanino de
alfarroba precipitou 3,4; L,4; 2,60; 1,92 e 1,84 vezes mais gelatina que
o tanino de bolota, para relagoes de tanino:proteina 0,5; 1,0; 2,0; 4,0

e 8,0 respectivamente.
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A principal diferenga nos comportamentos dos taninos de bolota
e alfarroba residiu na influéncia do pH sobre as suas interaccoes com a
gelatina. A diminuigao do pH de 6,0 para 3,0 provocou uma marcada dimi-
nuicao na forga de ligagao do tanino de bolota e pouca ou nenhuma alte-
ragao na ligacao do tanino de alfarroba. Este efeito foi melhor observa-
do a baixos niveis de taninos. Aléem disso verificou-se menor efeito do
pH sobre a agregacao, até tamanho sedimentavel, com os complexos tanino
de alfarroba-gelatina.

Na fig. 2.7. representaram-se as quantidades de gelatina preci-
pitadas pelos taninos de bolota e alfarroba a varios valores de pH com-
preendidos entre 3,0 e 6,0. Com ambos os tipos de taninos observou-se um
maximo de precipitagcao da proteina a pH 4,5. Acima e abaixo deste valor

a mesma diminuiu,

100 1
== 757
gi 50 t Alfarroba
= 251
Bolota
“4/ + + + -]
0 3,0 4.0 5,0 6,0

ph

Fig. 2.7. Influéncia do pH sobre a formacao de complexos

""'taninos-gelatina''. (Quadro A 2.6.).

0 tanino de alfarroba precipitou sempre mais gelatina que o tanino de bo-
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lota. Com a relacao tanino:protefha utiltizada (0,25) o tanino de bolota
precipitou 54,5% e o de alfarroba 78,5% da proteina presente. 0 pH a que
se verificou um maximo de precipitacao da proteina esta proximo do pon-

to isoelectrico da mesma (4,9).

2.3.4. Influéncia da quantidade inicial de proteina sobre a precipitacao

da proteina e do tanino em presenga. - Na fig. 2.8. representam-se as

quantidades de gelatina e de tanino de bolota precipitados, com quanti-
dades fixas de tanino e variaveis de proteina (Quadro A 2.6.). A percen-
tagem de proteina precipitada foi decrescendo a medida que diminuiu a re-

lagao tanino:proteina.

Relacao tanino : proteina

1,00 0,33 0,20 0,14
E 75 4 + 75 =
£ 50 L 50 8
g =
2 2
° Y =93,67-11,16 X >
r =0,989
Sy.x= 3,80
ny x= 7
1 2 3' y 5 6 7

Proteina adicionada (mg)

Fig.2.8. Proteina (.) e tanino de bolota (x)precipitados com
quantidades crescentes de gelatina (Quadro A 2.7.)
Por outro lado, a percentagem de tanino precipitado aumentou entre 1 e 2
mg de gelatina, tendo a precipitacao sido practicamente completa para um

relagao tanino-proteina de 0,5. A partir deste valor observou-se um de-
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créscimo na percentagem de tanino precipitado. A percentagem maxima de
tanino precipitado observou-se para uma relagao proteina:tanino de 2 e a
de gelatina precipitada para uma relacao de 1. Aparentemente, um excesso

de proteina inibiu a formacao de complexos entre o tanino de bolota e a

gelatina.

A fim de avaliar quantitativamente o observado nos estudos tur-
bidimétricos entre os taninos e algumas proteinas e o PEG, a varios ni-
veis de pH, determinaram-se as quantidades relativas de taninos precipi-

tados com 3 tipos de proteinas e com PEG (Fig. 2.9.).

0,700
PEG
=
= 0,525
= e, Tripsina
2
= 0,350
T 0,175
:C::um Pepsina
R Gelatina

2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Fig. 2.9. Influéncia do pH sobre a afinidade do acido tanico
para varias proteinas e PEG.(Quadro A 2.8.)

Com a gelatina precipitaram quantidades significativas de taninos apenas
entre 3,0 e 5,0. Abaixo ou acima daqueles valores a quantidade precipi-
tada foi muito inferior. Entre pH 2,0 e 6,0 a pepsina precipitou quanti-

dades significativas de tanino, embora em menor quantidade que as outras
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proteinas e PEG para valores de pH compreendidos entre 3,0 e 4,5.A tripsi-
na, PEG e gelatina precipitaram pouco tanino até pH 2,5. Acima deste va-
lor aumentou a quantidade de tanino precipitado, a qual nao foi muito di-
ferente entre valores de pH de 4,0 a 7,0;8,0 para o PEG e tripsina, embo-
ra aquele tenha precipitado mais tanino que esta. Para a gama de valores
de pH estudados o PEG precipitou mais taninos que as proteinas utiliza -

das.

2.3.5. Inibigao da formagao, e dissociacao dos complexos tanino-hemoglo-

bina pelo PEG Dada a forte afinidade do PEG para os taninos ,

20.000°

estudou-se a capacidade deste reagente para dissociar os complexos tani-

no-proteina. Utilizou-se a hemoglobina como substrato proteico dado que,
por se tratar de uma cromoproteina, & de facil doseamento. Os resultados

estao expressos no quadro seguinte:

Quadro 2.5. Influéncia do PEG sobre os complexos tanino-

a)

~hemoglobina

Quantidade | ABS (578 nm) do sobrenadante, apos centri
de PEG b) | fugacao. (Média de 3 observacoes)

(mg) Tanino de bolota Tanino de alfarroba
0,0 0,134 0,089
0,6 1,113 1,329
0,8 1,617 1,416
1,0 1,934 1,595
1,2 2,016 2,006
1,4 2,100 2,105
1,6 2,008 2,110
2,0 2,177 2,124

a)- 5 ml de solugao de hemoglobina (ABS 578 nm=2,216)
+ 4 ml de solugao de tanino a 0,25 mg.ml-1

b)- 1 ml de solugao de PEG 20.000° a concentragao ade-
quada, adicionado 15 minutos apos a adigao do ta-
nino a solugao de hemoglobina.
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A medida que aumentou a gquantidade de PEG édicionado, aumentou
a quantidade de hemoglobina libertada dos complexos, até a relagao tani-
no: PEG ter atingido 0,8-0,7. No entanto,mesmo para uma relagao tanino:
PEG 0,5 a hemoglobina libertada, aparentemente, nunca foi completa.
0 PEG nao so foi capaz de dissociar os complexos tanino: hemo -
globina como evitar a sua formagao (Quadro 2.6.):

Quadro 2.6. Inibicao da formagao, e dissociacao, dos complexos

tanino-hemoglobina , (Média de 3 observagoes)

Tratamento da proteina ABS a 578 nm

1. Nenhum (A+5 ml HZO) ' 2,546
2. 1,0 mg de tanino (A+B+1 m! H20)

a) de bolota . + « & v v v 4 e e e e e e e 0,380
b) de alfarroba . . . . « « v « v ¢ <« . . 0,187

3. 1,25 mg de PEG antes da adicao do tanino (A+C+B)

a) de bolota . . + v v v v v e e e e e e e 2,483\
b) de alfarroba . . . . . . . < . o .« . 2,289

4. 1,25 mg de PEG apos a adi¢ao do tanino (A+B+C)

a) debolota . v v v v v v v e e e e e e 2,466
b) de alfarroba . . . . . « .« « o o .+ . 2,214

(A) 5 ml de solugao de hemogliobina
(B) 4 ml de solugao de tanino a 0,25 mg.ml-1 em HZO

1,12 mg.m1.1 em H,0.

(C) 1 ml de solucao de PEG ’

20.000 °
0 tanino de alfarroba exerceu uma acgao precipitante,sobre a hemoglobina,
maior que o tanino de bolota. A inibicao da formacao de complexos tanino-
hemoglobina, e a sua reversao pelo PEG, foi mais acentuada com o tanino
de bolota que com o de alfarroba. No entanto, e para ambos os casos,tan-

to a inibigao da formagao de complexos, como a sua dissociagao,pelo PEG

nao foram completas.
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2.4, Discussao e conclusoes

gbieggég_dgg_ﬁgplngs. A enorme diversidade estrutural deste tipo de com-
postos e a sua grande propensao para alteracoes, nomeadamente polimeriza-
¢ao, oxidagao e ligagao a outros constituintes (v.g. proteinas) faz com
que sejam de dificil isolamento no estado purificado nao alterado. Contu-
do, dado que os resultados analiticos obtidos com o Azul da Prissia nao
foram substancialmente mais elevados que os obtidos com métodos de preci-
pitacao das proteinas, leva-nos a concluir que o grau de contaminagao com
fenois simples ou outros materiais redutores nao tera, aparentemente, si-
do significativo. Contudo, as varias manipulacoes realizadas deverao ter
introduzido um certo grau de oxidagao dos taninos isolados, muito embora
se tenha procurado evitar ao maximo o seu contacto com o oxigénio atmos-
ferico.

Numa primeira fase pretendeu-se realizar a purificacao dos ta-
ninos, extraidos com metanol, atraves da sua imobilizacao em coluna de
Sephadex LH-20, lavagem com etanol, e ablugao com acetona aquosa. 0 tra-
tamento do abluido éceténico com fenol permitiria a dissociacao dos com-
plexos tanino-proteina e remogao dos residuos proteicos dos extractos
(Hagerman e B&Iﬂe&,léXGb) de taninos nao oxidados. No entanto, os eleva-
dos custos actuais das resinas de intercambio TSnico impuseram-nos uma
metodologia que, embora menos elegante, satisfez o objectivo.
Extracgao dos taninos. 0 facto de obméximo de taninos terem sido extrai-
dos com acetona aquosa esta de acordo com as conclusoes de outros autores.
Com efeito, Haslam (1966) e Broadhunst e Jones (1978) verificaram que tan-
to os taninos hidrolizaveis éomo os condensados eram melhor extraidos com

acetona aquosa. No entanto, e como refere Hasfam (1966}, e sempre

possivel extrair mais algum tanino fazendo actuar varios solventes
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sequencialmente. A labilidade dos taninos hidrolizaveis relativamente a
muitos agentes hidroliticos, nomeadamente enzimas, agua quente,acidos ou

dlcalis,e a grande facilidade com que, tanto taninos hidrolizaveis como

cond6n§adbs, sao oxidados na presenga de luz e oxigénio, recomenda-nos,
contudo, que todo o processo de extraccao seja realizado sem recurso a
grandes manipulagoes. O material a ser extraido deve ser macerado ou moi-
do imediatamente antes da extracgao e nao deve nunca ser submetido a a-
quecimento em estufa (Bnoadhunbt‘e Jones, 1978).0s extractos utilizados
foram usualmente utilizados imediatamente apos a sua obtengao a fim de
minimizar os processos oxidativos.

tativa e quantitativa, referidos na bibliografia (King e White, 1956 ;
Swain e HALZLs, 1959; Swain e Goldstein, 1964; Haslam, 1966; Schanderk,
19705 Buws, 1971; Maxson e Rooney, 1972; Hogf e Singheton, 1977; Price
e Butlen, 1977; Eskin et al., 1978; Hagernman e Butler, 1978,1980 a3 Davis
e Hoseney, 1979; Waltern e Puwrcell, 1979; Bullard et al., 1981),a técnica
descrita por Lowenthal e modificada por Procter (1884 - citada por Kapel
¢ Kawnanithy, 1974) permaneceu em uso até a actualidade, embora a sua
utilizacdo seja de interesse duvidoso em estudos nutricionais ( Hagemman
e Butlen, 1978).

De entre os varios métodos redox usualmente utilizados (Swain

e HAlLis, 1959; Bwwa, 1963; Singleton e Rossd, 1965;Price e Butlen, 1977;
Broadhunst e Jones, 1978; Eskin et al., 1978; Walter ¢ Puncell, 1979 )
o do Azul da Prussia(Price e Butlen, 1977; Budini et al., 1980} € o mais
facilmente aplicavel a produtos agricolas, razao da sua escolha, dado
que todos eles sao extremamente inespecificos. Misturas de fenois sao
oxidadas em diferentes graus pelo Fe3+ e torna-se necessaria muita cau-

tela na interpretagao dos resultados. Com efeito, a grande variagao no
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grau de oxidagao de cada molecula ( v.g. uma diferenca de 7 vezes entre a
quercetina e a hidroguinona) serve para dar énfase aos cuidados a ter na
interpretacao dos resultados quando misturas de polifendis sao analiza-
das por qualquer método redox (Price e Butler, 1977).Por outro lado, inu-
meras substancias com actividade redutora podem interferir com o méto-
do. Com extractos de vegetais verdes ou de frutos o acido ascorbico
constitui um interferente importante (Budin{ et aK.; 1980). Estes metodos
nao distinguem os fendis simples dos fendis taninos, nem os taninos hi-
drolizaveis dos condensados. Alguns autores (Prnice e Butler, 1977) pre-

tendem que a extraccao selectiva dos fenois nao taninos permite tornar
qualquer meétodo redox mais especifico. No entanto, as solugoes aquosas de
cloréto de sodio, ou o acetato de etilo, geralmente utilizadas para esse
efeito também extraem algum tanino (GLonies, 1974). Por outro lado, os
taninos podem estar relativamente oxidados, dando fraca reaccao com os
reagentes utilizados, e serem contudo altamente reactivos com as proteinas
Assim, estes metodos tém sido abandonados em favor de outros,mais especi-
ficos,e de maior significado nutricional,os quais se baseiam na determina
¢3o da afinidade dos extractos vegetais para as proteinas ( Bate-Smith,
1973 , 1977 ; Chan et al., 1978 ; Hagerman e Butlern , 1978, 1980a ;Walten
e Purcell, 1978 ; Budini et al., 1980 ; Schultz et af., 1981), ou en-
zimas (GoLdstein e Swain, 1965; Maxson et al.,1973a; Stwumeyer e Malin,
1975; Daiber, 1975; Davis e Hoseney, 1979). Tanto a fun;So ambiental
(Swain, 1979) como os efeitos nutricionais (Price e Butler, 1980) dos ta-
ninos poderac ser melhor compreendidos se se dispusér de técnicas ana -
17ticas adequadas ao estudo quantitativo das interaccoes tanino-proteina,
ja que taninos sao, por definigao, compostos polifenolicos que formam
complexos estaveis com proteinas (Swain; 1979} . As propriedades bioqui-

micas dos taninos (adstringéncia, inibicao enzimatica, efeitos nutricio-
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nais deletéreos, accao anti-fungica, etc.) estao relacionadas com a ca-
pacidade de se ligarem as proteinas (Bulland ¢ ELias, 1980). De entre os
metodos baseados na precipitacao da proteina, duas versces basicas tém
sido utilizadas. Numa,(Hagemuman e Butlen, 1978) as preparagoes de ex-
tractos vegetais ou de taninos purificados sac adicionadas a uma solucao
de proteina, o complexo tanino-proteina resultante € isolado por centri-
fugacao, dissolvido,e o tanino medido na solugao alcalina, a 510 nm, a-
pos adigdo de cloreto férrico. A quantidade de tanino precipitada pode
ser expressa em fungao de uma curva padrao de tanino purificado do mate-
rial em estudo ou relativamente ao acido tanico. Noutra, [ Hagerman e
Butler, 1980a),e medida a quantidade de proteina precipitada por uma de-
terminada quantidade de extracto vegetal. A medida que uma quantidade
constante de tanino € adicionada a quantidades crescentes de proteina, a
quantidade de proteina precipitada aumenta até um ponto de estabilizacao
para alem do qual a adicao de um excesso de proteina nao afecta a quan-
tidade precipitada. Para cada tanino, a razao entre a quantidade de pro-
teina a qual se observa uma estabilizagao da quantidade precipitada, e a
quantidade de tanino presente, € relativamente constante (Hagemnman e Bu-
tlen, 1980a). Esta razao, definida como a actividade especifica dos tani-
nos, traduz a quantidade de proteina precipitada por cada mg de tani-

no adicionado:

mg de proteina adicionada
A APB

Actividade especifica do tanino =

em que A APB representa a quantidade de material oxidavel no meio reagen-

te, medida pela reducao do cloréto férrico. Se se dispuser de tanino pu-

rificado da espécie em estudo pode-se relacionar, através de uma curva
padrao, as unidades de absorcao encontradas com o Cloréto férrico, com o
peso de tanino, e comparar-se entao directamente as actividades especi-

ficas dos taninos em termos de mg de proteina precipitada/mg de tanino.




Segundo aqueles autores, cada mg de tanino do grao de sorgo precipita 12

mg de albumina sérica bovina, e cada mg de acido tanico 11 mg da mesma
proteina.

Apesar da elegancia desta técnica, ela € de dificil utilizacao
por um laboratorio vulgar,ja que utiliza, para facilidade de mensuracgao,
proteina marcada, radioactiva. Por isso utilizamos, alternativamente, um
método turbidimétrico que, muito embora nao permita uma quantificacao da
proteina precipitada,permite avaliar o nivel de taninos presentesbgg‘ex-
tracto vegetal, através da mensuracao da turvacgao desenvolvida com uma
determinada quantidade de proteina, e relaciona-lo com o acido tanico
através de uma curva padrao.Por outro lado,a adicao de quantidades cres-
centes de proteina a uma dada quantidade de tanino purificado permiti-
ria, atraves da medigao do ponto a partir do qual a adicao de proteina
adicional nao provoca aumento mensuravel no grau de complexagéo,determi-
nar a quantidade maxima de proteina que pode formar complexos insollveis
com uma determinada quantidade de tanino purificado. O valor encontrado
para a gelatina e acido tanico (10,6 mg gelatina/mg acido tanico) ( ver
em 2.3.1.)esta proximo dos 11mg encontrados por Hagerman e Butlen (19§0a)
para a albumina sérica e acido tanico.

A partir de um extracto vegetal,Penl e Pompel (1971) separaram
os compostos fendlicos com acgao tanante,dos que a nao possuem, por pre-
cipitagao com sulfato de cinchonina. A adicao de aldeido formico as duas
fraccoes assim diferenciadas faz precipitar os compostos fenolicos de
natureza flavana (condensados). O doéeamento dos fendis totais (reagente
de Folin-Ciocalteau ou outro)nos sobrenadantes, e na totalidade do ex-
tracto permite determinar as percentagens dos diferentes tipos de com-
postos.

Masrigo (1973) utilizou um fraccionamento semelhante, mas
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substituiu o sulfato de cinchonina pela gelatina. As duas fracgoes, ta-
nante e nao tanante, sao subdivididas em duas e tratadas pela PVP e for-
maldeido. Estes dois reagentes fazem precipitar respectivamente os ' ta-
ninos totais'" e os ''taninos condensados''. As percentagens destes ta-
ninos sao determinadas por qualquer método de oxido-redugao.

Estes métodos baseiam-se nas propriedades das moléculas de ta-
ninos darem combinagoes insollveis com um reagente (proteina ou alcalodi-
de) .Eles pretendem determinar a proporgao de ''tanino verdadeiro' relati-
vamente 3 quantidade de compostos fenolicos do meio. Por outro lado, a
utilizacao do aldeido formico, reagente especifico do nucleo floroglu-
cinol, precisa a natureza flavana dos taninos. Embora uteis para caracte-
rizar a natureza dos fendis num determinado extracto, quaisquer dos me-
todos mais directos de precipitacao da proteina, atras referidos, sao de
mais facil adequacao a condigoes analiticas de rotina.

A técnica da hemanalise, inicialmente sugerida por Bate-Smith
(1973)e posteriormente desenvolvida pelo mesmo autor (71977)e por Schultz
et al., (1981),apesar de alguns inconvenientes (necessidade de utiliza-
gao de sangue recentemente colhido, interferéncia de alguns metabolitos
vegetais comc as saponinas) ,apresenta vantagens importantes. As solugoes
de hemoglobina sao naturalmente tamponizantes e nao necessitam a adigao
de solugoes tampSo, como acontece com outras proteinas, ja que o grau de
ligagao dos taninos as proteinas € influénciado pelo pH (Goldstein e
Swain, 1965; Loomis e Battaile, 1966; Hageuman e Butlen, 1978),sendo ma-
ximo a valores proximos do ponto isoelectico das proteinas ( ver em
2.3.2. e 2.3.3.) (Hagenman e Butler, 1978; Oh, 1978).

A possibilidade de medigdo directa da concentragao do substra-
to naturalmente corado, por espectrofotometria,conétitui outra vantagem,

ja que com outras proteinas o seu doseamento e complicado pelo facto das
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técnicas mais expeditas utilizarem reagentes que sao sensiveis igualmen-
te a presenca de fendis .

Embora as técnicas de inibigao enzimatica paregcam sedutoras
(Gokdstein e Swain, 1965; Davis e Hoseney, 1979), o elevadobprego dos su-
bstratos, por um lado, e a dificuldade de interpretagao dos resultados,
dado o escasso conhecimento existente relativamente a relagao entre acti-
vidade enzimatica e a formacao de complexos insoluveis (Hagerman e Bu -
tlen, 1978), por outro, tém limitado a sua utilizagao e desenvolvimento.
Bullarnd et al., (1981) utilizando o teste da inibicao da a-amilase veri-
ficaram que era necessario analizar uma testemunha enzimatica com cada
conjunto de amostras porque a actividade enzimatica variava a intervalos
horarios. Problemas similares sac referidos, para o método da inibicao da
a-amilase, por Rooney et al.,(1980) e Earp et al., (1981}, e para o método
da B-glucosidase por Gupta e Haslam (1980). 0 método da vanilina (Swain
e HikLis,1959; Bwws, 1971; Broadhurst e Jones, 1978;Price et al.,1978a)
tem sido largamente utilizado em analises quantitativas de taninos con-
densados ou dos seus componentes monoméricos. A principal vantagem deste
método parece ser a sua especificidade para uma estreita gama de flava-
nois (Sarkar e Howarnth, 1976). Contudo, a vanilina reage igualmente com
monomeros nao taninos (antocianinas) o que pode conduzir a valores erro-
neamente altos de taninos, particularmente em alguns produtos, se nao se
fizerem correccoes adequadas (Price et al.,1978a). Por outro lado, pelo
facto de ser especifica para taninos condensados, ignora os hidroliza-
veis. Em alguns produtos (bolota,alfarroba) coexistem os dois tipos de
taninos e, a nao ser que se utilizem simultaneamente duas técnicas,ou se
separem os dois tipos de taninos, e sejam analisados separadamente por
técnica  de oxido-redugao, com os inconvenientes associados (Price ¢ Bu-

tler, 1977}, o metodo da vanilina pode subestimar o valor tanante de
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alguns produtos que contém os dois tipos de taninos (caso da alfarroba e

bolota) e pode, pelo contrario, sobrestimar o valor de outros (caso do
residuo de uva), ricos em antocianidinas nao taninos que reagem com
a vanilina (Sankar e Howanth, 1976). Embora as antocianidinas possam ser
extraidas quantitativamente com solugoes aquosas salinas ( Goto et al.,
1976) a técnica resulta morosa, e uma certa percentagem de tanino € ex-
traida em simultaneo {GLonies, 1974),nao se adequando a analise de rotina.

Pelas consideragoes atrésvfeitas,néo € de surpreender, pois,que
o método do Azul da Prussia tenha fornecido os valores mais elevados. No
entanto, e atendendo ao facto de tais valores terem sido apenas ligeira-
mente superiores aos obtidos com o da precipitacao da proteina, parece su-
gerir que a presenca de material oxidavel nao tanante nao foi significa-
tiva. No entanto, embora os varios metodos concordem qualitativamente (a
excepgao do da vanilina), os valores nao podem ser comparados directamen-
te, ja que cada método mede os taninos em bases diferentes. 0s menores
valores obtidos com o método turbidimétrico sao dificeis de explicar. A
turvagao mensuravel depende nao so da natureza dos complexos tanino-pro-
tefna formados, como da sua dimensao. E possivel que a formagao de com-
plexos com dimensces sedimentaveis dependa da natureza, nao so da protei-
na utilizada, mas também do tanino. 0 reagente vanilina actua apenas so-
bre o grupo funcional especifico dos monomeros dos taninos condensados
(Sarkar e Howarth, 1976) e os valores obtidos com este método traduzem a
presenca de taninos condensados.

Lozano et al., (1983), encontraram, em frutos de Quercus ilex,
valores de taninos totais variaveis, em fungao do tamanho do fruto, entre
4,24 e 5,76 (%MS) .A percentagem de taninos condensados oscilou entre 0,27%
e 0,48%,estando practicamente presentes so na casca dos frutos.0Os valores

obtidos no presente estudo com o Azul da Prissia e a Vanilina estao pro-
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ximos dos encontrados por aqueles autores que utilizaram metodos simila-
res (Bwws, 1963) para o doseamento dos taninos. Quanto aos valores en-
contrados para a alfarroba. com a técnica da vanilina eles s3o bastante
semelhantes aos 4% encontrados por Tamin et al., (1971) e aos 3,8% por
Calixto e Canellas (1982), que utilizaram métodos similares de analise,
usando catequina como padrao.

0s metodos bioquimicos, baseados na precipitacao das proteinas,
permitem em nossa opiniao avaliar mais adequadamente o efeito nutricio-
nalmente deletéreo dos taninos. 0 problema inerente a inadequagao de pa-
droes adequados para os métodos quimicos pode ser ultrapassado exprimindo
a "adstringencia' relativamente ao acido tanico comercialmente disponivel,
dada a reconhecida dificuldade de obtencao de taninos purificados para ca-

da produto vegetal a ser estudado.

ximos dos pontos isoelectricos das proteinas esta de acordo com o verifj-
cado para interacgoes taninos-gelatina (Van Buten e Robinson,1969)e entre
taninos de uva e varias proteinas (0h,1978).Amstrong (1976) observou que
as protefnas eram abluidas,dos taninos imobilizados,a valores de pH proxi-
mos dos seus pontos isoelectricos.Este fenémeno poderia ser devido a dimi-
nuicao no namero de cargas electricas positivas'ﬁa molécula proteica (Gus-
Lavson,1954) ,e a um aumento no grau de dissociagao dos agrupamentos carbo-
xilicos das proteinas na vizinhanga do ponto isoelectrico.Alteracoes na
conformagao da proteina poderiam mediar alteragoes no arranjo tridimensio-
nal dos residuos hidrofobicos das proteinas e afectar assim a principal
forca de ligacao dos taninos (0h,197).A acessibilidade dos agrupamentos
hidrofobicos das proteinas poderia depender das conformagoes das mesmas s

as quais por sua vez dependeriam de factores varios,tais como pH, tempera-
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tura e forca idnica.

Nao existe nenhuma explicagao adequada para a baixa turvagao de-
senvolvida pelo PEG na presenca dos taninos,a baixos valores de pH. Aquele
polimero possui -CHZ.CHZ- como Unico agrupamento quimico de importancia R
e as interac¢oes com os taninos serao apenas de natureza hidrofobica.

Aos valores de pH normalmente verificados no intestino o grau de
formacao de complexos taninos-proteinas foi relativamente baixo,comparati-
vamente ao verificado para valores de pH mais acidos.A digestao intestinal
das proteinas cujos pontos isoelectricos sao relativamente baixos poderia
assim nao ser significativamente afectada pelos taninos estudados.Contudo,
mesmo a pH 8 a tripsina evidenciou forte afinidade para os taninos.A inso-
lubilizagao da enzima podera inibir a sua actividade proteolitica.Seria a-

dequado estudar o efeito do pH,entre outros factores,sobre o comportamento

de outras enzimas proteoliticas,na presenca de taninos.

tores influenciaram a complexacao dos taninos com as proteinas,nomeadamen-
te as respectivas quantidades em presenca.Hageuman e Butlen (1978) verifi-
caram que o tanino era precipitado a 100%,a pH 4,6 ,quando a proteina (al-
bumina sérica bovina) se encontrava em quantidade dupla daquele.No presen-
te estudo observaram-se resultados similares (Fig. 2.6.),para ambos os va-
lores de pH utilizados (3,0 e 6,0).Tal poderd explicar a observacao (Price
e Butlen,1980;Kumar e Singh,1984) de que o aumento na quantidade de pro-
teina nas dietas com taninos alevia o efeito depressivo que estes exercem
sobre a digestao daquela.Com efeito,a diminuicdo da relagdo tanino:pro-
teina conduziu a diminuicao das quantidades precipitadas.

A natureza do tanino parece ser susceptivel de influénciar a pre-

cipitacao da proteina,em fungao do pH.0 facto do de alfarroba (tanino con-
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densado) ter precipitado mais gelatina que o de bolota (tanino hidroliza -
vel),a pH 3,0 ,sugere a possibilidade de os taninos condensados poderem a-
fectar em maior grau a digestao gastrica que os taninos hidrolizaveis . A
labilidade destes,relativamente a determinados agentes hidroliticos , tais
como acidos e determinadas enzimas (Hasfam,1966) ,podera constituir a base
explicativa do fenomeno observado.

Embora se nao tenham observado diferencas na quantidade de pro -
teina precipitada a pH 6,0 ,para relacoes tanino:proteina compreendidas
entre 0,5 e 8,0(Fig.2.6.),para valores de pH compreendidos entre 3,0 e 6,0
e para uma relagao tanino:proteina mais baixa (0,25) .o tanino de alfarroba
precipitou sempre mais proteina. Tal sugere a possibilidade (referida por
varios autores - vér Cap. I) de os taninos condensados,pelo menos a baixos
niveis,relativamente aos da proteina na dieta,exercerem efeitos negativos

mais pronunciados sobre a digestao do que os hidrolizaveis.

tanico a percentagem de proteina precipitada foi diminuindo a medida que
se aumentou a sua quantfdade (Fig. 2.8.).0 facto de ter diminuido simulta-
neamente a percentagem de tanino de bolota precipitado parece estar de a-
cordo com as observacoes de Schultz et al.,(1981) segundo as quais a liga-
cao tanino-proteina exibe cooperatividade na qua1'o primeiro tanino 1igado
facilita grandemente a ligacao de taninos adicionais,e que €& necessario
que a concentragao do tanino atinja um determinado limiar para que a pro -
teina precipite.

A ligacao do tanino a proteina € influenciada nao so pelo pH das
solugoes,mas também pelo tipo de substancia tampao utilizada (Goldstein .e
Swain,1965) .Assim,e possivel que os resultados ora observados pudessem ter

sido diferentes caso se tivesse utilizado outro meio de tamponizagao.
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0Os resultados expressos na Fig.2.9. confirmam a validade dos es-
tudos turbidimetricos utilizados na avaliagao do grau de complexagcao dos
taninos com as proteinas.Com efeito,os graficos de precipitagao dos tani -
nos (resultante da complexagdo com as proteinas) tém uma configuracdo se-
melhante a dos graficos representados na Fig.2.3. 0 facto de se ter utili-
zado acido tanico em vez de tanino de bolota ou de alfarroba nao permite ,
no entanto,comparacoes directas.

0 PEG nao so & capaz de se compiexar com os taninos (0h,1978)co-
mo também de deslocar a proteina dos complexos pré-formados com aqueles
(Jones e Mangan,1977). No presente estudo o PEG exibiu as mesmas potencia-
lidades (Quadros 2.5. e 2.6.) na presenca tanto dos taninos de bolota,como
dos de alfarroba,pelo que a sua utilizacao nos estudos relativos aos efei-
tos dos taninos sobre a digestao (vér Capitulos seguintes) nos parece jus-
tificada,embora seja de ressalvar a possibilidade daquele polimero nao con-
seguir aleviar totalmente o efeito precipitante do tanino sobre a proteina,
nem de deslocar totalmente a proteina de complexos tanino-proteina pre-for-

mados {(ver em Resultados).
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CAPITULO II

ANEXOS
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Quadro A 2.3. Formacao de complexos entre
o acido tanico e o PEG

(n=3). 20 000
Acido tanico ABS (450 nm)

(mg) X S
0 0,000
0,1 0,012 0,002
0,2 0,025 0,005
0,3 0,084 0,005
0,4 0,185 0,006
0,5 0,358 0,011
0,6 0,596 0,016
0,7 0,752 0,013
0,8 0,910 0,026
0,9 0,942 * 0,044
1,0 0,888 °

* N3ao entraram na regressao

Quadro A 2.4, Complexagao do tanino de bolota
com o PEG ,4 100 (ABS a 450 nm)

Acido tanico (mg)

PEG

(mg) 0,2 0,5 1,0 2,0 4,0
0,2 0,036

0,5 0,112 0,434 0,056 0,081
1,0 0,164 0,438 0,217 0,184

2,0 0,019 0,046 0,512 1,165 0,855

4,0 0,013 0,278 1,405 1,033
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3. EFEITO DOS TANINOS SOBRE A DIGESTAO IN VITRO DAS PROTEINAS

3.1. Introdugao

Os taninos interferem com a digestao enzimatica das proteinas,
quer pela formacao de complexos insoluveis com os substratos (diminuin-
do assim a biodisponibilidade), quer pela inactivacao de varias enzimas
digestivas por um processo similar a da formagdo dos complexos (Chibber
et al., 1980 ). Estudos conduzidos in vitro demonstraram que varias en-
zimas digestivas, nomeadamente tripsina ( Feeney,1969; Romero e  Ryan,
1978), a-amilase {Tamin e Alumot, 1969) e pepsina (Oh, 1978) sao inibi-
das pelos taninos. Contudo, Oh (7978) refere que a maioria das enzimas
digestivas nao sao significativamente inibidas por baixas concentragoes
de tanino, na presenca de uma proteina (ASB). Jones ¢ Mangan (1977) re-
ferem que os taninos condensados formam compiexos insoliveis a pH 6-7
(pH do 1Tquido ruminal) sendo tais complexos dissociados a pH 1 - 2,su-
gerindo a possibilidade dos taninos nao exercerem efeitos inibidores so-
bre a digestao gastrica das proteinas.Goldstein e Swain(1965)sugerem que
em condicoes acidas, em que a ionizagdao do agrupamento acido fraco &
suprimida, os taninos hidrolizaveis exibem caracteristicas de afinidade
similares aos taninos condensados, mas que a pH superior os efeitos da
repulsdo electronica e maior solubilidade sao de maior importancia que a
ligagao hidrogénio. Tal explicaria a diferenca entre a reactividade dos
taninos condensados e a dos hidrolizaveis.Tal como as pontes protonicas,
as interaccoes das cargas ionicas influenciam a ligacao do tanino a pro-
tefna, particularmente no caso dos taninos hidrolizaveis que possuem nu-

merosos agrupamentos carboxilicos. As ligagoes hidrogenio, reversiveis,
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seriam independentes do pH quando este € inferior a 8;as interaccoes i6-
nicas, reversiveis, sao pH-dependentes e podem enfraquecer ou reforcar a
ligagao hidrogénio. Finalmente, a ligacao oxidativa, que se opera em
condigoes aerobias, nao é provavel que ocorra no tubo digestivo, embo-
ra constitua um serio problema na tecnologia dos produtos ricos em fe-
nois(escurecimento dos produtos e reaccoes irreversiveis com acidos ami-
nados e proteinas).

0 presente trabalho visou (1) o estudo da influéncia dos tani-
nos (de bolota e alfarroba) sobre a digestao da caseina pelas enzimas
(pepsina e tripsina), in vitro; (2) o estudo do efeito do acido tanico e
do PEG sobre a digestao in vitro da caseina pela pepsina, e (3) o estudo
da influencia do PEG sobre a digestao da proteina em misturas alimentares

contendo quantidades crescentes de bolota ou alfarroba.

3.2, Materiais e metodos

3.2.1. Materiais - Os taninos semi-purificados de bolota e alfarroba fo-
ram obtidos conforme o descrito no Anexo A2.1.. A boléta foi apanhada
no OQutono, de Quercus suber e Quercus ilex na Herdade Experimental da
Mitra da Universidade de Evora. A caseina, a tripsina (E.C. 3.4.21.4 )
pancreatica (crist.), a zefna e o PEG 20 000 foram obtidos da Sigma Chem.
Co.; a pepsina (E.C. 3.4.4.1) 1:10 000 da Difco Lab., e o acido tanico

da Carlo Erba.

3.2,2, Sistemas modelo - Sistema gastrico: o pH do modelo utilizado si-

mulou o verificado no abomaso dos ruminantes (Church, 1979). Utilizou-se
-1
um valor de pH 1,8: solugao de pepsina a 500ug.m! ; solucdo de casefna a
-1 -1 -1
5mg.ml e solugao de tanino a Img.ml! ou 3mg.m] . Todas as solucdes foram
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efectuadas com HC1 0,0075M, contendo NaCl (0,1M).

Sistema intestinal: 0 pH da digesta intestinal aumenta lenta-
mente desde o valor 3,0 no duodeno até cerca de 8,0 na porgcao terminal do
Tleo {Church, 1979). Nos ovinos, devido a fraca alcalinidade das secre-
coes pancreaticas, o pH da digesta mantem-se acido num percurso de apro-
ximadamente 7 metros no intestino (Ben-Ghedalia et af., 1974). No entanto
nos restantes 12-15 metros de percurso a digesta atinge valores de pH 6,5
-8,8. Utilizou-se um valor de pH 7,0 e solucoes de tripsina (500pg.ml-1),
casefna(Smg.ml-l) e tanino (lmg.ml-]ou 3mg.ml-1) em tampao fosfato, con-
tendo NaCl (0,1M). Inicialmente utilizou-se uma solugao de tripsina em
HC1 0,0075N. Contudo a tripsina em acido cloridrico resiste a inactiva-
cao pelo calor. Embora a enzima perca a sua actividade a temperatura ele-
vada, recupera-a logo que a temperatura baixe. A temperatura de incuba-

cao foi de 37°C.

3.2.3. Analises quimicas- A matéria seca foi determinada em estufa

a -103°C. durante 2bh; o azoto, pelo método de Kjeldahl,utilizando o se-

1énio como catalizador; a ''NDF'' e "ADF" pelo método de Van Soest (1970).

3.2.4. Medigdo da digestao - No ensaio 1, as misturas reagentes, em tu-

bos de centrifuga,foram incubadas em banho de agua termostatizado a 37°C,
com agitagao periodica. Utilizaram-se 2 ml de solugao de proteina, 1 ml

de solucdo de enzima e volumes variaveis de solucao de taninos para dar a
concentracao desejada. As misturas reagentes foram ajustadas ao volume
de &4 ml com adicao de HC! 0,0075M ou tampao fosfato. Para alem dos en-
saios a branco sem proteina adicionada, utilizaram-se em todos os ensaios
( 1,2 e 3) testemunhas com enzima inactivada pelo calor (0% de hidrolise)

e sem tanino (hidrolise maxima). Apds 4 horas de digestao,adicionou-se
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1 m! de solucao de acido tricloroacético a 40% (P/V) e os tubos foram
mantidos a 4°C durante 2 horas.No fim daquele periodo foram centrifuga-
dos a 1 500xg e o sobrenadante eliminado. Apos lavagem do sedimento com
solucao de acido tricloroacético a 10% (P/V) a brotefna precipitada, nao
digerida, foi medida utilizando o método do Biureto, modificado por Black-
bww e Hobson (1960): adigao ao precipitado de 3 ml de NaOH 1M e 1 ml de
solugao de CuS0,. 5 H,0 a 2,5% (P/V). Apos recentrifugagcao a coloragao
do sobrenadante foi lida em espectrofotometro Beckman, modelo 35, a 555
nm, ajustado a ''zero'' com agua destilada.

No ensaio 2, o efeito do PEG e do acido tanico sobre a digestao
das proteinas do feno e do milho foi estudado fazendo incubar 500 mg de
feno + 500 mg de milho grao com quantidades crescentes de acido tanico (0
a 5% da MS incubada) adicionadas directamente aos substratos antes da a-
digao da solugao de pepsina.

No ensaio conduzido com a introducao de bolota ou alfarroba
(ensaio 3), para testar o efeito do PEG sobre a digestao da proteina em
misturas de alimentos contendo quantidades crescentes daqueles produtos,
utilizaram=-se seis misturas com a mesma quantidade de feno de aveia e vi-
cia, e proporgoes variaveis de milho grao e bolota ou alfarroba.Esta for-
mulacao visou igualmente a sua utilizagao em estudos no rumen <iIn vitro
(ver capitulo 1V). A introducao do feno nas mfsfuras alimentares visou
a obtencao de condigoes normais de fermentagcao no rumen in vitro. No pre-
sente estudo incubou-se 1 g da MS de cada uma das misturas atras referi-
das (Quadro 3.1.),e a quantidade de N presente em cada mistura foi igua-
lada a 2,08% da MS (13% de PB) através da adigao de zeina.

Cada um dos tratamentos (niveis de bolota ou alfarroba) foi tes-

tado na auséncia e na presenca (5% da MS) de PEG 20 000.
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Quadro 3.1. Composicao das misturas de alimentos

utilizadas no ensaio 3.

MS (mg)

Feno | =-====cemm—ao--- 500 ---m--eemeeee-
Milho 500 -~ 400 300 200 100 0
grao
Bolota

ou 0 100 200 300 400 500
Alfarroba
Zeina q.b. para 13% PB

Antes do inicio das incubacoes, nos ensaios 2 e 3, adicionou-
-se aos baloes Erlenmeyer contendo os substratos, 15 ml de solucao de
NaC! 0,IM. Ao fim de 1 hora adicionou-se 100 ml de solugao de pepsina
(250ug.ml-])em HC1 0,0075M e a incubagao processou-se durante 4 horas,a
37°C, com agitacdo ocasional. Ao fim daquele periodo de incubagao os
contetidos foram filtrados através de papel de filtro Whatman n2 54 e os
residuos lavados com agua destilada (2x150 ml) a - 90°C. Os papéis de
filtro com os residuos foram introduzidos em tubos de digestao e o azoto
nao solubilizado pelas enzimas determinado pefovmétodo de Kjeldahl (AOAC,
1970) utilizando selénio como catalizador. 0 azoto nao solubilizado foi

determinado utilizando a relagao:

N do residuo x 100 -

N pepsino ou tripsino - insoldvel (%) =
N incubado

Todos os ensaios (1,2 e 3) foram conduzidos em duplicado e re-

petidos 3 vezes,
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3.2.5. Analise estatistica. A fim de por em evidencia a existéncia

de relagcoes entre as medidas Zn vitro das quantidades de azoto nao

solubilizadas pelas enzimas e as quantidades de taninos adicionadas,

estabeleceram-se equacdes de regressdo a uma variavel ( Snedecor e

Cochran,1971).

3.3. Resultados

3.3.1. Composicao quimica - A composicao quimica dos substratos utili-

zados nos presentes estudos esta representada no Quadro 3.2.

Quadro 3.2.

Composicao quimica dos substratos utilizados.

% MS

Substratos MS

(%) Cinzas PB "'NDF'" "ADF"!
Feno 90,3 6,2 9,8 62,4 35,4
Milho grao 84,1 2,4 10,8 10,2 2,6
Bolota 64,8 1,7 L,6 34,0 22,2
Alfarroba 86,9 2,7 7,1 nao determinado
PEG 98,7 - 0;3' - -

 Zefna 98,9 - 97,7%) - -

Acido tanico 99,4 - 0,6 - -

a) N x 6,90

3.3.2. Efeito dos taninos de bolota e alfarroba sobre a digestao da ca-

seina pela pepsina e pela tripsina. -

0 efeito dos taninos,e da

bolota ou da alfarroba, sobre a digestao in vitro da caseina foi estudado
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em condigoes gastrica e intestinal, simuladas. As figuras 3.1.-3.4. mos-
tram o efeito dos taninos de bolota e de alfarroba sobre a digestao da
caseina, pela pepsina e tripsina, <n vitro.

A digestao da caseina diminuiu acentuadamente a medida que se
incrementaram as quantidades de taninos adicionadas. Embora a tripsina
tenha solubilizado mais proteina que a pepsina na ausencia de tanino
(Quadro 3.3.), a tripsina foi inibida em maior grau, tanto pelo tanino da
bolota ( 1,5 X ) como da alfarroba ( 1,4 X ). Por outro lado,a regressao
dos valores de taninos adicionados em relagao aos do azoto insoluvel for-
neceu coeficientes de regressao ( % de azoto insollvel/mg de tanino adi-
cionado) de 11,4 e 17,7 para o tanino de bolota e 47,8 e 69,6 para o ta-

nino de alfarroba, para a pepsina e tripsina, respectivamente.

Quadro 3.3. Regressao dos valores de tanino adicionado
relativamente ao azoto insoldvel em pepsi-
na (YP) e tripsina (YT)-(Y=% de azoto in-

soluvel; X=mg de tanino adicionado)

Tanino  Y.= 11,4 X + 26,4 r=0,988 2 =134
de P Y.X
bolota Yo= 17,7 X + 16,8 r=0,990 2 -7,05 =8
T ’ ? = ? y.x bl
Tanino Y= 47,8 X + 18,0 r=0,992 2 - 4,8
y.X
de 2 n=29
alfarroba YT= 69,6 X + 5,8 r=0,994 Sy.x =7,5

0 efeito inibidor do tanino de alfarroba foi cerca de 4 vezes
superior ao do tanino de bolota, tanto sobre a pepsina (4,2) como sobre

a tripsina (3,9).
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80 -

= 707 ¥ = 26,38411,38 X
- r = 0,988
= _ S = 1,85
60 y.X ’
= n = 8 ‘rr"4:’
50 _ 7
= ;/
= e
= 40 P
= */7/
e 304
= e
& 20 4
=
10
o 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 2,4 2,8
Tanino de Bolota [mg)
Fig. 3.1. Influéncia do tanino de bolota sobre a digestao
in vitro da caseina pela pepsina.(Quadro A 3.1.).
80 1
= 701 Y =16,79+17,70 X
= r = 0,989 ]
= 60 - Sy.x= 2,66
< n = 8 ro-
_ 50 4 *
g 40- "
1 /
£ 304 /V
=
= 207/

10
e 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0 2,4 2,8
Tanino dg Bolota (mg]
Fig. 3.2. Influéncia do tanino de bolota sobre a digestao

in vitro da casefna pela tripsina.(Quadro A 3.1).




80 ~

; 70 ¥ =18,05 + 47,81 X 1,
= r = 0,992 4
_ 60 Sy 2D /
= ) n = 9
==
=  50- /
£ 404 /’ﬁ/
= 30 - //
= z/’?
2 20
a
= 10 S
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0
Tanino de Alarroba (mg )
Fig. 3.3. influéncia do tanino de alfarroba sobre a digestao
80 in vitro da caseina pela pepsina.(Quadro A 3.2.)
- ;7//
—_ 704§ =5,84 +69,57 X
= r = 0,99
= 60 Sy.x" 2,74
= n -9
— 50 -
£ 40 //
2 30 9 Z
= 20
-
10
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Tanino de Algarroba (mg )
Fig. 3.4. Influéncia do tanino de alfarroba sobre a digestao

in vitro da caseina pela tripsina.(Quadro A 3.2.)
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3.3.3. Influéncia do acido tanico e do PEG sobre a digestao in vitro da

caseina,pela pepsina.- A figura 3.5. representa a quantidade de azoto pe-

psino-insoluvel ,na presenca e auséncia de PEG,em funcao da quantidade de

acido tanico adicionado.

70,01 Sem PEG [mmm]

¢ =46,8+3,97x Com PEG [ ] o
r =O,9Li3 P
o _qm

—_— n =6 Amﬂ

g 52’5-/'F-!"

==

Z 3504

o

£ 17,57
0 1 2 3 4 5

Acido tinico (% MS)
Fig. 3.5. Influéncia do &cido tanico e do PEG sobre a digestao

in vitro da casefna pela pepsiha;(Quadro A 3.3.)
Quando a quantidade de acido tanico adicionada aumentou, verificou-se um
incremento na quantidade de azoto nao solubilizado pela pepsina. Contudo,
tal incremento nao foi regular. A quantidade de azoto nao solubilizado au-
mentou abruptamente entre 0% e 1% de acido tanico, tendo entao exibido in-
crementos menores entre 1% e 5% de tanino. Estes incrementos foram regu-

lares entre 2% e 4% de acido tanico, tendo diminuido entre 4% e 5%. Estas
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variagoes nas quantidades de azoto pepsino-insoluvel (% N total),em fun-
¢ao das quantidades de acido tanico adicionadas, podem ser representadas
pela equagao Y = h3,980+8,1h0X-0,834X2.

Na presenca de PEG, nao se verificou interacgao significativa
entre o acido tanico e a solubilidade do azoto ( r =0,80; P>0,05 ).

Dentro de cada nivel de acido tanico as diferencas observadas
entre os valores de azoto pepsino-insollivel, na presen¢a e ausencia de
PEG, assume-se que traduzem o efeito do tanino presente. A medida que
se aumentaram os niveis de acido tanico, tais diferencas foram-se acen-

tuando (Fig. 3.6.).0s incrementos nas diferencas nao foram contudo 1i-

neares (Y = 1,186 + 8,553X - 0,793X2 ).
25,0 r
— T =1,19 + 8,55 X - 0,79 X
%ﬂ- r = 0,988
.%%ff Sy.x= 13
£
= =
I
12,5
= =
Sa
E 2
= =
0 } + ' 4 -
1 .2 3 4 5
Acido ténico (%)
Fig. 3.6. Influéncia do PEG sobre a digestao in vitro

da casefna pela pepsina.(Quadro A 3.3.)

3.3.4. Influéncia do PEG sobre o azoto pepsino-insoluvel de misturas ali-

mentares contendo proporcoes variaveis de bolota ou alfarroba. - Os
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resul tados das experiéencias estao expressos nas figuras 3.7. e 3.8.
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Fig. 3.7. Influéncia do PEG sobre a digestao in vitro da
proteina,pela pepsina,em dietas com quantidades
20.0 crescentes de bolota. (Quadro A 3.4.)
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Fig. 3.8. influéncia do PEG sobre a digestao in vitro da

proteina,pela pepsina,em dietas com quantidades
crescentes de alfarroba. (Quadro A 3.4.)
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A adigao de bolota ou alfarroba (em substituicao do milho),
as misturas alimentares, resultou num incremento da percentagem de azoto
néovsolubilizado pela pepsina, ao fim de 4 horas de incubagao. Tal incre-
mento foi superior com a adicao de alfarroba (b=0,250) que com a de bolo-
ta (b=0,222).

Nao se observou nenhuma correlacao significativa entre os ni-
veis de bolota ou alfarroba nas misturas alimentares, por um lado, e a
quantidade de azoto pepsino-insoluvel, por outro,quando se adicionou PEG
aos substractos incubados. No entanto verificou-se uma diferenga s}gnifi-
cativa na percentagem de azoto pepsino-insoluvel, aos niveis de 10% de

bolota ou alfarroba, entre os incubados sem e com PEG.
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Bolota ou Alfarroba (%)
Fig. 3.9. Influencia do PEG sobre a digestao da proteina,pela

pepsina,em dietas contendo quantidades crescentes

de bolota (—) ou alfarroba (---).(Quadro A 3.4.)

Na figura 3.9. representam-se as relagoes entre os niveis de
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bolota ou alfarroba nas misturas alimentares, por um lado, e as diferen-
¢cas observadas entre as quantidades de azoto pepsino-insoldvel na ausen-
cia e na presenca de PEG, por outro. Tais diferencas (Quadro A 3.4.)pre-
tendem traduzir os efeitos dos taninos veiculados por aqueles dois com-
ponentes alimentares. Dentro de cada nivel de bolota ou alfarroba o efei-
to do PEG foi o de reduzir a guantidade de azoto pepsino-insoluvel, ex-
cepto na auséncia de qdaisquer daqueles produtos, em que nao se observa-

ram diferencas. No caso da bolota, observaram-se aumentos nas referidas

diferencas até ao nivel de 30%, e entre 40% e 50% de bolota. Entre 30% e

40% observou-se uma ligeira diminuigao. Estas relacoes podem ser descri-
tas pela parabola cubica representada na fig.3.9. No caso da alfarroba
observaram-se incrementos mais regulares nas diferengas, sendo as rela-
coes melhor expressas por uma parabola simples.

0s incrementos observados, numa base percentual ,foram menos e-
levados para é alfarroba que para a bolota, aos niveis de 10 - 20%, ten-

do sido, pelo contrario, mais elevados aos niveis de 30 - 50%.

3.4. Discussao e conclusoes

Na experiéncia 1 a quantidade de proteina nao solubilizada pe-

las enzimas foi determinada pelo metodo do Biureto. Embora seja reconhe-
cido que a maioria das técnicas de doseamento das proteinas sofrem in-
terferencia dos taninos,nao foram observadas interferéncias significati-
vas, no presente estudo, com este metodo. A recuperagao da proteina foi
de 99,1% + 1,8 ,entre 0 e 3% de tanino,n3o se tendo verificado diferen-
cas significativas entre as respectivas medias (Quadro A 3.5.). A figu-

ra A 3.1. representa uma tipica curva de calibracao do metodo do Biureto.




Em ensaios preliminares verificou-se que a hidrolise da casef-
na n3o aumentava significativamente entre as 4 e 8 horas de incubagao,
razio pela qual se escolheu um periodo de incubagao de 4 horas.

0 efeito dos taninos de bolota e alfarroba sobre a digestao
da caseina pela pepsina e tripsina, esta de acordo com o referido por
outros autores (Hasfam, 1966; Oh, 1978). 0 maior efeito inibidor dos ta-
ninos da alfarroba relativamente aos da bolota,observado sobre a diges-
tdo da protefna, tanto em condicdes gastricas como intestinais, podera
dever-se aos tipos de tanino .0s taninos de bolota sao essencialmente do
tipo hidrolizavel (Lozano et al., 1983) enquanto que os da vagem madura
da alfarrobeira sao essencialmente do tipo condensado (Nachtomi e Alumof,
1963). 0s taninos condensados exerceriam um efeito inibidor mais pronun-
ciado que os hidrolizaveis sobre os sistemas enzimaticos (Gustavson,1956;
Pridham, 1960; Feeney, 1969). Ramachandna et ak., (1977) verificaram uma
diminuicdo na percentagem de digestibilidade da proteina do sorgo, por
acgao da pepsina, de 8;58% por cada unidade de percentagem de aumento no
nivel de taninos do sorgo (tanino condensado), e uma diminuigao de 7,89%
na digestibilidade para cada 1% de aumento no acido tanico adicionado ao
sorgo pobre em tanino.

Tanto com os taninos de bolota, como com os de alfarroba, a
digestao da caseina foi mais deprimida em condicoes intestinais que gas-
tricas. Gustavaon (1954} 1956) observou respostas ao pH marcadamente di-
ferentes entre taninos hidrolizaveis e condensados. Estes ultimos ligar-
-se-iam quase independentemente do pH (abaixo de 7-8), enquanto que os
hidrolizaveis se ligariam mais fortemente a pH 3-4, diminuindo a ligagao
a pH superior a 5. No entanto, o grau de ligagao tanino-proteina depen-
deu estreitamente do pH {Goldstein e Suuin; 1965; Loomis e Battaé&e;

1966), particularmente do ponto isoeléctrico das proteinas (Hagenman e
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Butlern, 1978; Oh, 1978); em que a forga de ligacao foi maxima. Tamin e
Alumot (1969) observaram que a tripsina, a-amilase e lipase eram forte-
mente inibidas pelos taninos condensados da alfarroba, e que este tipo
de tanino inibiu a actividade da tripsina em maior grau que o acido ta-
nico (tanino hidrolizavel), enquanto gque a lipase era inibida em maior
grau pelo tanino hidrolizavel. A a-amilase foi inibida em igual grau por
ambos os tipos de taninos.A natureza das proteinas e dos taninos,as con-
centragoes relativas de uns e de outros (nomeadamente as relagoes pro-
tefna: tanino e enzima: substrato) ,bem como a ordem de adicao dos reagen-
tes (oportunidade para que o tanino se ligue fundamentalmente 3 enzima
ou ao substrato) constituem, entre outros, factores que influenciam os
resultados neste tipo de estudos. Assim, por exemplo, € possivel que se
verifique maior precipitacao das enzimas na presenca de algumas proteinas
em relagao a outras, verificando-se nessas situagoes uma maior depressao
da actividade enzimatica. Os taninos parecem associar-se predominante e
fortemente as proteinas marcadamente hidrofobicas (Chibben et al., 197§
). A gelatina (particularmente rica em acidos aminados hidrofobicos) &
capaz de fixar uma quantidade dupla de taninos relativamente a maioria
das proteinas. Nas condicoes utilizadas no ensaio 1, os taninos condensa-
dos da alfarroba exerceram um efeito inibidor mais acentuado que os da bo-
lota, tanto sobre a actividade da pepsina como sobre a da tripsina. Dado
que se utilizaram extractos de taninos nao purificados, n3ao deve ser re-
jeitada a hipotese de parte das diferencas observadas terem sido devidas
a diferentes quantidades de tanino por unidade de peso.
Em condigoes naturais, os efeitos dos taninos, presentes nos
diferentes alimentos; sobre os sistemas enzimaticos estao dependentes
das solubilidades desses mesmos taninos nas solugoes em que se encontram

as enzimas e os substratos. Por outro lado,o grau de associagao dos ta-
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ninos as préprias proteinas do substrato que os contém, pode igualmente
influenciar, nao so a sua solubilidade,como tambem a digestibilidade das
proteinas a que estao ligados.0s efeitos dos taninos de qualquer alimen-
to sobre a digestao poderiém ser melhor avaliados submetendo esse
alimento a digestao, na presenga de uma substancia capaz de se ligar
preferencialmente aos taninos, por um lado, e que nao influenciasse os
fendmenos digestivos, por outro. Os taninos podem ser removidos de solu-
¢des pela adicdo de certos adsorventes ( PVP, PEG ), aos quais os tani-
nos se ligam mais fortemente que as proteinas (Loomis, 1974). A PVP e o
PEG tém sido utilizados para adsorverem fenois vegetais durante a ex-
traccao de enzimas foliares (GoLdstein e Swain, 1965). Estes autores ob-
servaram que a PVP e o PEG eram igualmente eficazes como reactivadoras
do complexo B-glucosidase-ac. tanico. No capitulo Il ( Pag. 91 )

observou-se que o PEG era capaz de libertar a proteina do complexo tani-
no-proteina. No ensaio 2 foi estudada a capacidade do PEG prevenir o e-
feito depressivo do acido ténicd sobre a digestao da proteina alimentar,

pela pepsina. Foi preferido o PEG a PVP pelo seu menor teor em azoto. A
quantidade de PEG utilizada, nos ensaios 2 e 3,foi escolhida com bage na
observacdo (Capitulo I1) de que o PEG parece complexar-se quantitativa-
mente com o tanino desde que aquele se encontre pelo menos em quantidade
igual a do tanino presente. Jones e Mangan (1977), em estudos com tanino
de sanfeno, observaram que o PEG libertava o tanino dos complexos tanino-
-protefna quando se encontrava a concentragoes de 1 a 5 vezes as da pro-
tefna.A concentragoes de PEG superiores, verificaram supressao da liber-
tacdo da proteina. 0 resultado da adigdo de acido tanico, a mistura ali-
mentar incubada, foi o esperado: diminuicao na percentagem de azoto so-
lubilizado pela pepsina. No entanto, tal diminuicao nao foi linear. Ao

contrario do observado por outros autores (Ramachandra et ak., 1977},
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O aumento na percentagem de azoto pepsino-insolluvel foi decrescendo com
© aumento no teor em acido tanico adicionado. 0 facto de a adicdo de PEG
ter eficazmente evitado a depressdo na digestdo da proteina ( Fig. 3.5.)
confirma o observado por outros autores que utilizaram quer acido tanico
(Rayudu et af.,1970b) quer sorgo rico em tanino (Mc Ginty, 1969; Ford
e Hewitt, 1979) em ensaios in vivo, com aves. Assim, as diferencas de di-
gestibilidade observadas, para cada nivel de tanino, na auséncia e pre~
senga de PEG, traduzem os efeitos dos taninos, ja que o PEG nao parece
influenciar a digestao enzimatica da protefna na auséncia de tanino
(Quadros A 3.3. e A 3.4.). Contudo: o PEG pode nao complexar todo o tani-
no se este se encontra préviamente ligado a protefna. Jones e Mangan
(1977) verificaram que a reaccao de permuta do tanino. do sanfeno, no com
plexo tanino-protefna; com o PEGV dependia da quantidade de tanino no com-
plexo (relacao tanino-proteina) e da idade do complexo antes da adicao do
PEG. Aumentos nestes dois factores diminuiram a permuta. 0 efeito idade
dos complexos tanino-proteina poderia ser devido, quer a um rearranjo mo-
lecular do complexo, tempo-dependente, de forma que alguns dos sitios de
ligagao hidrogénio nao seriam acessiveis ao PEG,quer a auto-oxidacao do
tanino em quinonas, sequida de ligacao covalente aos grupos funcionais
da protefna (Loomis, 1974). A primeira hipotese parece ser a correcta ja
que em condigoes acidicas (pH 3) os complexos envelhecidos (24 h) foram
quase completamente dissociados (> 90%) (Jones e Mangan,1977). No pre-
sente estudo estes factores nao estiveram presentes ja que a oportunida-
de de ligagcao do tanino SS’proteinas; ou ao PEG, foi identica ( adicao
simultanea). As diferengaé observadas na percentagem de azoto pepsino-
-insollvel ,para cada nivel de tanino adicionado, entre os incubados sem

e com PEG, aumentaram a medida que aumentou a quantidade de tanino, em-

bora de forma nao linear (Fig. 3.6.). 0s incrementos decrescentes
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observados poderiam dever-se ao facto de o PEG ter complexado cada vez
menos tanino 3 medida que aumentou a relagcao tanino-proteina. No en-
tanto, tal hipotese nao parece ser verdadeira ja que os aumentos observa-
dos nas percentagens de azoto pepsino-insoldvel em funcao dos niveis de
acido tanico adicionados também foram curvilineos.
No ensaio 3, conduzido para avaliar o nivel a partir do qual

a incorporagao de bolota ou alfarroba numa mistura alimentar influencia
negativamente a digestao da proteina pela pepsina, devido aos taninos
veiculados por aqueles componentes, determinou-se a quantidade de azoto
pepsino-insolivel em misturas alimentares com quantidades crescentes de
bolota ou alfarroba incubadas durante 4 horas com e sem PEG. Na auséncia
de PEG,a depressao observada na digestao da caseina foi apenas ligeira-
mente superior para a alfarroba relativamente a bolota. Numa base percen-
tual a alfarroba contém menor quantidade de taninos extraiveis (3,6)que
a bolota(5,0) (ver Cap. Il). Apesar desse menor teor em taninos extrai-
veis a alfarroba exerceu um efeito depressivo (a niveis idénticos) 1li-
geiramente superior ao da bolota, confirmando assim o efeitd mais depres-
sivo observado no ensaio 1. Apesar da menor solubilidade dos taninos con-
densados em meios aquosos, relativamente aos hidrolizaveis (Hasfam,1966),
em condicoes acidicas os taninos condensados sao facilmente extraidos
{(Buwwns, 1966); enquanto que os taninos hidrolizé?eis podem sofrer certo
grau de hidrolise (HaAZam; 1966). No entanto o material finamente moido
é capaz de, através dos taninos, fixar proteina em solugao [ Hagerman e
Butlen, 1980a), pelo que nas condigoes utilizadas os efeitos distintos e-
xercidos pela bolota e alfarroba poderao ser devidos exclusivamente a
quantidade e natureza dos taninos veiculados por aqueles produtos.Assim,
confirmar-se-ia o verificado no ensaio 1: um efeito depressivo mais acen-
tuado por parte dos taninos da alfarroba sobre a digestao enzimatica da

caseina. Os resultados expressos na Fig. 3.9. para a alfarroba seguem a
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mesma tendéncia dos observados na Fig.3.6. para o acido tanico adiciona-
do ao substrato incubado na presenca e ausencia de PEG. Contudo, a cur-
va representativa dos valores obtidos com a bolota € algo atipica. A 1i-
geira diminuicdo observada no efeito aparente dos taninos (diferengas en-
tre os valores observados na auséncia e presen¢a do PEG) pode ter sido de-
vida a grande variacao ocorrida entre réplicas que afectou negativamente
os valores das médias.

A adigao de zeina as misturas alimentares visou a correcgao do
nivel proteico das mesmas com minimizagcao das variagoes na natureza das
proteinas presentes. Contudo a quantidade de zeina total nas misturas
foi diminuindo a medida que o milho foi sendo substituido pela‘bolota
ou alfarroba, em favor das proteinas destes dois componentes. A zeina,
proteina do milho altamente hidrofobica, € bastante resistente a hidro-
lise pela pepsina (Lehningen, 1976). E possivel que parte das diferencas
observadas entre os valores de azoto pepsino-insoluvel nos incubados sem
e com PEG tenham sido devidas ao efeito detergente do PEG sobre a zefna
adicionada ja que, pela sua hidrofobicidade € de fraca solubilidade em
solventes nao alcoolicos (Mc Donald, 1954; ELy et al., 1967).

Saliente-se que existem evidéncias de que a quimotripsina é
mais fortemente inibida pelos taninos que a tripsina (Oh, 197§).Este au-
tor verificou que a tripsina nao era inibida peié tanino de uva ( tanino
condensado) & concentragdo de 1%, sendo pelo contrario a quimotripsina
fortemente inibida aquela concentracao. Este fenomeno resultaria, nao
de uma maior afinidade do tanino para a quimotripsina, mas antes do facto
desta enzima clivar preferencialmente as ligagoes peptidicas resultantes
da participacao de acidos aminados hidrofobicos (aromaticos).

A natureza do substrato proteico pode afectar a expressao dele-

térea do tanino, e os resultados dos diversos ensaios podem ser afectados
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de forma variavel pelos tipos de proteinas utilizados. Oh (197§), em estu-
dos com tanino de uva e varias proteinas,observou que o tanino a baixa
concentragao inibia a digestao da albumina sérica bovina e B-lactoglobu -
lina pela pepsina, mas aumentava a da mioglobina. Em condigoes intestinais,
o tanino de uva em concentragoes variaveis entre 0,1% e 1%,exerceu efei-
tos positivos sobre a digestao da albumina sérica bovina pela tripsina,
nao tendo a digestao de outras proteinas sido afectada significativamente.
Oh (1978) sugeriu que os taninos poderiam desnaturar as proteinas naque -
las condigoes, provocando déformagaes estruturais e tornando-as mais vul-
neraveis ao ataque enzimatico. Gusfavson (1954) verificou que as protei-
nas desnaturadas fixavam mais tanino que as proteinas nativas. £ possi-
vel que os agrupamentos hidrofobicos internos sejam expostos ao tanino
aumentando as interacgoes hidrofobicas entre os taninos € as proteinas
desnaturadas. A maior exposigcao da proteina a enzima poderia ser em parte
anulada por uma maior forca de ligacao do tanino a proteina. Alternativa-
mente Oh (1978) sugeriu a possibilidade das diferentes respostas das va-
rias proteinas terem sido devidas a um fraccionamento dos peptideos no
decurso da digestao. Assim, quando a B-lactoglobulina foi digerida pela
tripsina poder-se-iam ter formado maiores quantidades de peptideos basi-
cos que com a albumina. Os taninos poderiam entao ligar-se preferencial-
mente aqueles peptideos, enquanto que pequenos pépffdeos e peptideos aci-
dicos permaneceriam em solucao e seriam digeridos pela enzima.Outra pos-
sibilidade € a de que se tenha precipitado maior quantidade de enzima ,
por accao do tanino, na presenca de uma proteina relativamente a outra,
diminuindo mais severamente a actividade enzimatica. Com a albumina seri-
ca bovina os complexos tanino-tripsina formados sofreram permuta quando
se adicionou o substrato proteico (0h, 1978).Nao se sabe se, e em que

grau, tais permutas ocorrem com outros tipos de proteinas ou taninos.
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CAPITULO III

ANEXOS







Quadro A 3.1. Influéncia do tanino de bolota sobre a di-
gestao da caseina pela pepsina e tripsina

in vitro. ( n=8 )

Quantidade de Azoto pepsino-insolu- Azoto tripsino-insolu-
tanino (mg) vel (% do N total) vel (% do N total)
X s X s
0 23,4 1,4 13,9 1,7
0,4 33,5 1,5 23,6 1,5
0,8 35,7 0,69 32,5 2,3
1,2 39,9 1,0 Lo,7 2,5
1,6 L6 ,b4 0,6 48,5 2,4
2,0 Lo 4 1,8 50,4 1,6
2,4 52,6 0,6 56,2 2,6
2,8 57,6 1,5 66,8 2,2

Quadro A 3.2. Influéncia do tanino de alfarroba sobre a
digestao da caseina pela pepsina de tripsi-

na in vitro. ( n=9 )

Quantidade de Azoto pepsino-insoll- Azoto tripsino-insolu-
tanino (mg) vel (% do N total) vel (% do N total)
X S X s

0 20,7 1,2 11,7 1,2
0,1 23,8 1,4 10,4 0,9
0,2 27,9 1,0 7,7 0,9
0,3 30,7 1,2 24,9 0,9
0,4 35,8 0,9 32,1 0,8
0,5 39,8 0,5 Lo,6 0,3
0,6 45,7 0,5 47,5 0,5
0,8 55,0 1,2 62,5 0,8
1,0 69,5 0,6 76,5 0,8
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Quadro A 3.3. Influencia do acido tanico e do
PEG sobre a digestao da caseina
pela pepsina,in vitro.(n=3)

Acido tanico PEG N pepsino-insoluvel
(% MS) (% MS) (% N total)

X

(V]

42,8
42,5

53,6
42,3

56,5
k3,2

60,1
Lo,2

62,7
39,9

6,4
4o,2
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Quadro A 3.4, Influéncia do PEG sobre a digestao in vitro da
proteina pela pepsina, em dietas com quantida
des crescentes de bolota ou alfarroba (n=6).

N Pepsino-insoluvel (% do N total)

Produto rico PEG

em tanino (% MS) Bolota Alfarroba

(% Ms) X . X .
0 0 Lo,9 1,3 38,5 2,5

5 b1,7 0,9 39,9 2,7

10 0 43,9 0,8 40,0 2,0

5 36,4 1,1 35,2 2,4

20 0 46,2 0,8 43,7 3,6

5 36,6 1,0 34,4 2,0

30 0 h5’7 1!0 L.3’1 3!3

5 36,2 0,8 31,2 2,1

40 0 49,3 1,3 50,4 3,5

5 40,9 0,9 32,4 2,3

50 0 53,3 0,8 k9,9 2,7

5 39,8 1,0 30,5 3,0
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Quadro A 3.5. Recuperagao da caseina, na presenca
de taninos de bolota, pelo metodo
do Biuréto (n=3).

Casefna adicio Tanino adi- CaseTna encontrada Recuperagao
nada cionado
(mg) (mg) (mg £ s) (% + s)
10 0 9,93 0,07 99,3 0,7
10 1 10,20 0,24 101,6 2,4
10 2 9,80 0,60 98,0 6,0
10 3 9,75 0,20 97,5 2,0
TOTAL 9,92 0,20 99,1 1,8
0.740¢ L]
| =00130+00728 X
[ =0999
Sy.x= 0018
no=7
0555}
£
c
To]
o]
w
(7)) 0370
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051 2 4 6 8 10
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Fig. A 3.1. Curva padrao da caseina com reagente biuréto
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4. INFLUENCIA DOS TANINOS DA BOLOTA, E DO PEG, SOBRE A FERMENTACAO NO

RUMEN IN VITRO

h.1. Introdugao

0s taninos no alimento, diminuem a digestibilidade da matéria
séca (Buws e Cope, 1974) e do azoto (Van Soest, 1982) em ruminantes.

0s taninos parecem influenciar o metabolismo do rumen em geral.
Smant et al., (1961) e Cope et al., (1971) referiram que os taninos da
S. lespedeza inibiu a hidrolise enzimatica da celulose. Henis et al.,
(1964) observaram que os extractos aquosos de vagens de alfarrobeira e-
xerceram efeitos bacteriostaticos sobre o Cellvibrio fulvus,uma bacteria
celulolitica. Tagarni et al., (1965) demonstraram que os taninos‘da al-
farrdba inibém a proteclise e sintese microbiana no rumen artificial.le-
noy et al., (1964) referiram que a adicao de taninos a bagacos de amen-
doim e soja reduziu, in vitro, a produgao de amonia, sem afectar a di-
gestibilidade. Taipathi{ (1978) observou que a degradagao da proteina do
amendoim era inibida, no rumen da cabra, pela adigao de acido tanico ou
de tanino de Shorea robusta. 0 tanino de Ziziphus'mummularia tambem ini-
biu a protedlise da caseina, no rumen in vitro (Kumar e Singh; 1984).

Benoit e Starkey(1968b)observaram que a urease era inibida pe-
los taninos da acacia. Lohan et af., (1981) referiram a inibigao da acti-
vidade ureasica do fluido ruminal por extractos de Quercus incana.No en-
tanto, Singh e Anona ( 1980 ) demonstraram que o tanino das sementes de
Shorea robusta nao afectava a actividade ureasica.

Os taninos inibem igualmente as produgoes de gas, de AGV e a
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sintese microbiana no rumen. Ensaios in vitro evidenciaram uma forte cor-
relacao negativa entre a producdo de gas, digestibilidade da MS e PB e a

presenca de taninos (Donnelly e Anthony,1960; Mc Ginty,1969;Saba et al.,

19727; Buwns et al., 1974;Ramachandra et al.,1977; Waterman et al., 1980).
Os taninos de Shorea robusta inibiram a producao de AGV no rumen (Singh,

1977; 1978),mas apenas a elevadas concentragoes.Sadanandan e Arona(1979)

observaram no rumen de Bos bubalus, que o acido tanico e o tanino de

sementes de Shorea robusta diminuiram os niveis de N-RNA, N-DNA e AGV,

bem como de N proteico microbiano total. Ben-Ghedalia e Tagand (1977)

observaram que a silagem de sorgo, contendo 18,7 g de tanino/Kg de MS,

era ingerida em menor quantidade,por ovinos,que a silagem de milho con-

tendo 6,6 g de tanino/Kg de MS, e que a digestibilidade da fibra bruta e

a actividade microbiana eram menores com a dieta de silagem de sorgo.

By e Duncan (1984) observaram que os taninos do Lotus pedunculatus

aumentaram a absorg¢ao pos-ruminal de NNA, mas deprimiram a digestao ru-

minal dos glucidos facilmente fermentesciveis e da hemicelulose.

A digestibilidade in vitro da Lespedeza foi de 59% e 65%, res-
pectivamente, em plantas de elevado (5,2% - 7,3%) e baixo (2,5% - 2,9% )
teor em tanino (Donnelly e Anthony, 1970). As digestibilidades 2n vitro
da C. varia (Buws e Cope, 1974), S. lespedeza (que e Bunns, 1971),sor-
go forrageiro (Aona et al., 1975), grdo de sofgb (Hanis et al., 1970;
Hibberd et al., 1982), milho miudo (Ramachandra et al., 1977} e fava
(Bond, 1976; Buckley et al., 1983) apresentaram correlagoes negativas com
0 teor em tanino. Van Hoven (1984) observou, em quarenta espécies de ar-
bustos, elevada correlacao entre teor em polifendis e digestibilidade da
MS in vitro.

Apesar da evidencia sugerida pela bibliografia de que os tani-

nos deprimem, acima de determinadas concentragoes, a actividade fermen-
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tiva no rumen, o teor proteico da dieta &€ susceptivel de influenciar a
expressao deletérea daqueles (Price e Butler, 1980), ja que percentagens
elevadas de PB na dieta aleviam os efeitos depressivos dos taninos.

Apesar dos diversos ensaios conduzidos com ruminantes para ava-
liagao do valor nutritivo da bolota(Fenaeina,1984),henhum dos estudos se
debrucou sobre a possivel acgao depressora dos taninos da bolota sobre a
actividade fermentativa da microbiota do rumen, embora o efeito mais
aparente da inclusao de bolota em dietas para ruminantes seja a diminui-
cao da digestibilidade aparente da PB (Ferreina,1984). Os objectivos do
presente estudo foram:

- Adaptagao e desenvolvimento de técnicas in vitro de estudo da activida-
de fermentativa ruminal;

- Aplicacdo das técnicas in vitro ao estudo da influéncia da bolota e do
nivel proteico da dieta sobre a actividade fermentativa no rumen.

Dado que a maior parte dos taninos da bolota sao do tipo hidro-
lizavel, e dado que a maior parte dos trabalhos realizados por diferentes
autores relativamente a influéncia dos taninos sobre o ecossistema rumi-
nal envolveram produtos (sorgo, fava, alfarroba, sementes de Shorea Hro-
busta, cartamo ...) que contém fundamentalmente taninos condeasados (Pri-
ce e Butlen, 1980; Kumar e Singh, 1984) introduziu-se iguaimente a alfar-

roba, em alguns dos estudos, para efeitos compafativcs.

k.2, Materiais e metodos

L,2.1. Materiais. - A bolota e alfarroba utilizadas foram do mesmo lote
das utilizadas nos ensaios descritos nos capitulos 2 e 3. 0 feno de aveia
e vicia foi obtido na Herdade Experimental da Mitra da Universidade de

Evora. Os bagagos de soja e girassol foram obtidos de lotes comerciais.
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A zeina e o PEG20 000 foram adquiridos a Sigma Ch. Inc., sendo os restan-

tes reagentes de grau analitico.

4.2.2. Andlises quimicas.- A MS, MO, PB, amido e agucares sollveis fo-

ram determinados conforme as técnicas usuais de analise [ AOAC, 1970 ); a
'"'NDF** e ""ADF'" pelo método de Van Soest, (1970); o N-NH3 foi determinado
pelo método do fenol-hipoclorito nas experiencias descritas em 4.4.3. e
k.4 4, e com electrodo especifico,de membrana,nas experiencias descritas
em 4.4.5,

Tecnica do fenol-hipoclorito ( Reaccio de Beathelot catalizada pelo pen-

tacianonitrosiloferrato).

Reagente A - Para 1 litro: 13g NaOH + 4g EDTA dissédico

Reagente B - Para 1 litro: 10g de fenol + 0,05g nitroprussiato de sodio

Reagente C - Para 1 litro: 5g NaOH + 10ml hipoclorito de sodio (10-14%C1)
+ 31,8g fosfato trissédico

Dada a extrema sensibilidade da técnica os reagentes devem ser preparados

com agua bidestilada e tratada com uma resina de intercambio ionico (PER-

MUTIT) a fim de eliminar vestigios de ambnia, e as amostras de 1icor ru-

minal devem ser diluidas varias vezes (usualmente § vezes) com solugao de

NaCl a 12,5% (P/V) e filtradas ou centrifugadas antes das analises:
Pipeta-se para tubo de ensaio:

0,5ml de liquido do incubado, apds dilufgao;
3,0ml de reagente A
5,0ml de reagente B

5,0m! de reagente C

Em todos os conjuntos de amostras a analisar, sao incluidos pa-
J

droes e brancos. 0s padroes deverdo conter entre 0,25 e 8mM de amonia.
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Sao muitas as versoes desta técnica, citadas na bibliografia da
especialidade, situando-se a principal diferenga na quantidade de nitro-
prussiato utilizado; concentracoes mais elevadas de nitroprussiato aumen-
tam a sensibilidade da técnica,mas tendem a fornecer valores elevados pa-
ra os brancos.

Para a curva de calibragao prepara-se uma solugao contendo 1 000
ppm de amonia, dissolvendo 0,382 g de NHQCI em agua bidestilada, tratada
com PERMUTIT, e perfazendo o volume a 100 ml. As solucoes padrao de tra-
balho s3o feitas diluindo alicotas apropriadas da solugao padrao ( 1000
ppm) . As solugoes padrao de trabalho, por nos utilizadas,continham geral-
mente 2,5; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 ppm de N—NH3. Nas nossas condigoes a

temperatura foi mantida sempre constante (20°C) e as leituras efectuadas
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45 minutos apds a adicao do reagente C, a 578 nm.

Medicao directa da concentragcao de amonia com um electrodo especifico de

membrana (Orion, mod. 95-10) e um medidor de pH/mV (Orion, mod. 701A).0

electrodo de amonia permite a medicao de baixas concentracoes de N-NH3(a
partir de IO-SM) com excelente reprodutibilidade e as leituras sao rapi-
das, sendo poésfvel a leitura de mais de 100 amostras por dia. A sua uti-

lizacao seguiu as instrucdes descritas no catilogo que acompanha o elec-

trodo.

L.2.3. Adaptacao e desenvolvimento de técnicas de estudo da fermentacgao

no rumen i<n vitro.- Dada a estreita relacdo existente entre producao de

gas e a fermentacdao do amido (Cafantaris, 1981) e celulose (Czerkawski e
Breckennidge, 1969a ; SteingaB, 1983), e a produgdo de AGV (Cagantarnis
1981) no rumen in vitro, e entre a producio de gas inm vitro e a digesti-
bilidade da MO,aEMe ENL determinadas in vivo (Menke et al.,1979; Stein-
gaB, 1983), a medicao da produgido do gas produzido durante o processo
fermentativo parece constituir, para além das limitacoes inerentes é qual-
quer método <n vitro, um excelente método de estudo dos metabolismos no

ecossistema reticulo-ruminal. A facilidade de leitura da quantidade to-
tal dos gases produzidos a qualquer momento confere a este método vanta-
gens unicas, relativamente a outros (Tilley-Terny, 1963; Hungate, 1966;
GAlL et ak., 1969; Mentens e ELy, 1979), em estudos da cinética do pro-
cesso fermentativo. No entanto dever-se-a ter em cbnta que os estudos de
cinética da fermentagdo ruminal baseados na medicgdo do gas, AGV, ou ou-
tros produtos terminais,podem ser confundidos por variaveis eficiéncias
microbianas ja que tais produtos estdo relacionados n3o s6 com o cres-
cimento microbiano mas tambem com a eficiéncia desse mesmo crescimento.

Em muitos métodos in vitro, utilizados durante os Gltimos 20
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anos, o incremento na amonia livre era tomado como medida da degradabili-

dade do azoto do substrato incubado. Contudo,tal medida nao € minimamente
adequada ja que a degradacdo da proteina € acompanhada da sintese micro-
biana que reduz obteor em amonia do sistema. O grau da sintese depende
nao s6 da natureza do azoto incubado mas também da quantidade e natureza
da energia disponivel do mesmo substrato. Um método in vitro alternativo
devera separar o efeito da sintese proteica sobre o conteudo em amonia,
do da degradagao da proteina sobre aquele teor. Se aceitarmos que a sin-
tese proteica microbiana no rumen € afectada principalmente pela quanti-
dade de energia fermentescivel dos glicidos, desde que a amonia nao cons-
titua um factor limitante, deveremos, num método alternativo, ter em con-
sideracao a quantidade de glucidos fermentados pelas bactérias.

A producao de CO2 e CHy durante a fermentagao constitui uma me-
dida adequada da energia glucidica fermentada (Hungate, 1966; Menke et ak.,
1979; SteingaB, 1983). Adicoes de amido (50 - 150 mg) a uma certa quanti-
dade de um alimento resultam num incremento linear na produgao de gas
quando incubados durante 24 horas (Raab, 1980) (Fig.4.1.). Simultaneamen-
te, verifica-se um decréscimo linear da quantidade de amonia no sistema,
relativamente 3 quantidade de amido adicionado (Fig.4.2.) e a quantidade
de gas produzida (Fig. 4.3.).Verificam-se diferencas menores nos coefi-
cientes de regressao das equacoes lineares, quando.derivadas de experien-
cias com varios substratos (Quadro 4.1.). Estes indicam diferencas na e-
ficiencia da utilizacao da energia para a sintese proteica, os quais se
podem explicar por diferengas no curso das fermentagoes. Os glucidos fa-
cilmente fermentesciveis,tal como o amido, exibem maiores producoes de gas
que os lentamente fermentesciveis,como a celulose (Fig. 4.6.). Contudo,
durante o mesmo tempo de incubagao -24h - o primeiro deve dar origem a

uma maior autélise de bactérias, apesar da maior produgao de gas.Por isso,
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Fig. 4.1, Producao de gas apos 24 h de incubacido da caseina
(A) ,bagaco de soja (0),bagago de colza (x), feno
(A) e farinha de penas (e) com quantidades cres -
centes de amido ( Raab,71980).
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Fig. 4.2. Concentragoes de amonia apos 24 h de incubagao da

caseina (A),bagaco de soja (0),bagaco de colza (x),
feno (A) e farinha de penas (@) com quantidades

crescentes de amido ( Raab,1980).
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Fig. 4.3. Concentracoes de amonia apos 24 h de incubacao da
caseina ( A ),bagaco de soja (o0 ),bagaco de colza
(x), feno (A) e farinha de penas ( @) em funcao
das quantidades de gas produzidas (Raab, 1980).
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Fig. 4.4. Azoto fixado pelos microorganismos (—) e produ-

cio de gas (---),com 100mg ( o) e 150mg (A) de
amido, em funcado do tempo de incubagao (Raab,1980).
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Fig. 4.5. Azoto fixado pelos microorganismos (—) e produgao de
gas (----),com 100 mg (0 )e 150 mg ( A ) de celulose,
em fungao do tempo de incubacdo ( Raab,1980).
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Fig. 4.6. Concentragoes de NH3 apos 24 h de incubacio da caseina

com amido ( A ) ou celulose ( 0 ),ou s6 do amido (A)
ou da celulose ( @ ) ( Raab,1980 ).
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Quadro 4.1. Regressao dos valores de concentragao

de amonia relativamente aos de amido
adicionado (Raab, 1980).

Caseina y = 8,542 (+0,0405)-0,0230X(£0,0006) r =-0,997

Bagago de soja Y = 7,955(+0,0520)-0,0220X(£0,0007) r =-0,995

Bagago de colza Y = 7,322(i0,0159)—0,0205X(i0,0002) r =-0,999

Feno y = 4,499(+0,0903)-0,0189X(£0,0023) r =-0,972

Farinha de penas Y = 5,299(10,0#09)-0,0186X(10,0007) r =-0,996
Y =mg N_NH3 X = mg amido

a adicao de celulose em vez de amido mostra (Raab, 1980) maior eficiéncia
da sintese proteica, quando medida as 24 horas. Dado tratar-se de incuba-
cGes em sistema fechado, os fenomenos de crescimento criptico sao mais a-
centuados que in vivo, ou noutro sistema aberto,e nao é de estranhar que
a eficiéncia da sintese diminua acentuadamente a medida que avanca o tem-
po de incubacao (Fig. k.h. e 4.5.). Neste tipo de técnica a eficiencia da
sintese & medida através da diminuicdo da amonia por cada ml de gas pro-
duzido (com adicao de amido) ou por mg de amido adicionado (Raab, 1980).
Apesar destas diferencas na eficiéncia da sintese proteica as
intercepgoes das rectas, com amido ou com celulose, sao as mesmas (Fig .
4.6.). Estas intercepcoes sao Os pontos que ja nao dependem da sintese
proteica (producao de gas igual a nQ1) . Todas as alteracdes no N-NH3 a
este nivel devem ser devidas a degradagao. Os valores calculados para o
N-NH3 tem no entanto de ser corrigidos para a quantidade derivada de ou-
tras substancias que nao o alimento em questao. Subtraindo-se portanto o

valor de amonia presente em amostras de licor ruminal sem substrato adi-

cionado (Raab, 1980):
mg N-NH, (0 ml gas) -mg N-NH, (branco)
Azoto degradado (%)= X 100

mg N no alimento incubado
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A tecnica originalmente desenvolvida por Raab (1980) requer um grande

numero de frascos (ou seringas) para cada produto do qual se pretende co-
nhecer a degradabilidade do azoto ( 15 por cada tempo de incubacao). As -
sim, para estudar a percentagem de degradacio do azoto 3s 8, 12 e 24 h,

por exemplo, requerem-se 50 frascos para uma uUnica amostra:

8h | 1202 | 24n?)

Frasco n9. 1-3 4-6 7-9 10-12  13-15 16-18 19-34 35-50
(Seringa)

Amostra 26 26 26 26 26 0 Ibid Ibid
(PB, mg)
Amido (mg) 0 50 100 150 200 0 Ibid Ibid

a)- Sem tubos testemunha

Raab et al., (1983) sugeriram posteriormente a utilizacao de apenas dois
niveis de amido, ja que a intercepcao da recta de regressao linear depen-
de fundamentalmente dos valores extremos (0 e 150mg de amido) nao sendo

afectada significativamente pelos valores intermédios:

A -8B
A -(C - D ) X ¢ - (N-NH3 branco)

Azoto degradado (%)= X 100
N total do alimento incubado

A= mg N-NH3 as 2bh, sem amido; B= mg N-_NH3 as 2bh com amido;

C= ml gas as 24h sem amido; D= ml gas as 24h, com amido.
Jilg (1982) utilizou apenas dois niveis de amido sobre produtos cuja de-
gradabilidade do azoto tinha sido estudada por Raab (1980) e Matthes (1981)
usando a técnica original. Confrontando os resul tados obtidos pelas duas
tecnicas, a original e a simplificada, verificou ndo ter havido diferen-
¢as significativas. Em ensaios preliminares também nao encontramos dife-
rencas significativas entre as duas versoes, pelo que seguimos sempre,no

presente estudo, o esquema a seguir representado com exemplificagao do
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cdlculo da degradabilidade do bagaco de girassol ao fim de 24 horas de

incubagao:
Bagaco de girassol
Frasco PGa PGr | N-NH,
=. N Amido (ml) (m1) | (mg)
(mg) (mg) '
1 -3 4,16 0 : 18,5 14,5 | 3,010
L -6 4,16 150 49,5 Lg,5 | 1,095
7 -10 0 0 4,0 - 1,428
% Degradacao = 3’90i-:é“28 X 100 = 59,6
3,906 K
3,010 (14,5/3,010)
@
E
™ ¥=3,906-0,062X
X ,
T
=
1,428 J‘(N-NH3
1095 b testemunha) \(45,5/1,095)

14,5 k5,5
PGr (ml1)
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4.2.3.1. Aparelho de incubacio. - Virios tipos de aparelhos tem sido

utilizados pelos autores para a colheita e medicao dos gases de fermenta-
cao do rumen (Hungate, 1966; 0'Hara e Sugihashi, 1972;Fonsbeng, 1976;Men-
ke et ak., 1979; Genest, 1982), sendo a uti]izégéo de seringas o méetodo
mais divulgado. Contudo, as dimensdes GUteis |imitam a utilizagao de se-
ringas com quantidades adequadas de substratos, exigindo-se o frequente

esvaziamento das mesmas.

sorucio pE CaCl, a
30 %,ACIDIFICADA .

— |

]

'|”l'|
"||,!

1}
h

BANHO DE AGUA TERMOSTA-
TIZADO.

Fig. 4.7. Esquema simplificado do aparelho de incubacao

utilizado para os estudos no rumen <n vitro.
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Embora a sua utilizacao permita medicoes rigorosas, optamos pela utili-
iagéo de um sistema diferente, da nossa autoria (Fig. 4.7.), baseado no
sistema utilizado por autores Franceses no estudo da degradacao da pro-
tefna no rumen in vitro (Vernite e Jowwet, 1978; Genest, 1982), o qual
permite a utilizagao de um maior numero de amostras em cada conjunto e
que se adequava melhor as nossas condigoes. Os gases de fermentagao fo-
ram colhidos em provetas invertidas sobre um tabuleiro e cheias com uma
solucao de CaCl2 a 30%, acidificada a pH 3,5 com HCl. A fim de facilitar
a leitura do nivel do 17quido nas provetas adicionou-se a éolugéo ai con-
tida um corante adequado. Os substratos foram incubados em frascos de vi-
dro com 130 ml de capacidade, rolhados com rolhas de borracha silicone,
impermeavel aos gases. Os tubos condutores de gases eram de plastico ma-
leavel, com cerca de 1 mm de diametro interno. Para tornar estanques as
jungoes dos tubos colectores atraves das rolhas e do tabuleiro, utiliza-

mos a vulcanizacao a frio com borracha silicone.

4.2.3.2. Alimentacao dos ovinos fistulados dadores de inoculo.- 0 ino-

culo ruminal foi colhido de dois ovinos fistulados e com canulas  rumi-
nais. Para os ensaios descritos em 4.4.3. e 4 4. L, utilizaram-se ovinos
alimentados, ao nivel de manutencao, com 70% de feno de luzerna ( DMO =
0,67 ) e 30% de alimento concentrado comercial;'Péra os ensaios descritos
em b.4.5, os ovinos foram alimentados com 30% de feno de aveia e vicia
( DMO = 0,57 ) e 70% de bolota integral ( DMO = 0,70 ), suplementados
com bagago de girassol para obtencao de uma dieta com 13g de PB/100g de
MS. Visou-se com esta dieta a obtengao de inoculo ruminal adaptado ao ta--
nino da bolota.
Os animais foram alimentados duas vezes por dia, as 9h e 17h,e

as colheitas de inoculo efectuadas imediatamente antes da refeigcao matinal.
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k.2.3.3. Colheita, processamento e diluicao do inéculo ruminal.- 0 ing-

culo ruminal diluido era preparado diariamente misturando 1 parte de in6-
culo ruminal filtrado, com 3 partes de soluc3o tampao ruminal.

0 indculo ruminal, depois de colhido para um frasco de Erienme-

yer previamente aquecido a 390C, e cheio de COZ’ era filtrado atraves de
2 camadas de tecido de nylon (ETAMINE) possuindo poros de 200 um de di3-
metro.

A solucao tampao ruminal era preparada diariamente, com a com-

posicao sugerida por Tilley e Terry (1963). Antes da diluigao do inoculo
ruminal a saliva sintética era saturada com CO2 e o pH ajustado, quando
necessario, a 6,9. Durante todo o processamento todo o material era man-
tido sob fluxo de CO2 e a temperatura de 39°C, a fim de garantir as con-
dicoes de temperatura e anaerobiose indispensaveis 3 viabilidade do ino-

culo.

4.2.3.4.  Preparacdo dos substratos e do meio de incubacio. - Todos os

materiais, a excepgao do PEG20 000° zeina e bolota, foram préviamente mof-
dos atraves de crivo de 0,8 mm. A bolota foi ralada utilizando um ralador
de cozinha. Os frascos contendo os substratos eram pré-aquecidos no banho
de agua a 39°C e o indculo diluido debitado imediatamente apos a sua ob-
tengao, a razdo de 40 ml por frasco, com o auxflio de um pipetador auto-
méticé.

As quantidades de substratos incubados foram as indicadas em

cada uma das experiencias (vér nos quadros e figuras).

k.3, - Analise estatistica.

Para a analise estatistica dos resultados relativos aos efeitos
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de factores quantitativos estabeleceram-se equagoes de regressao e reali -
zaram-se os respectivos ensaios de significancia. Para os restantes dados,
resultantes dos efeitos de factores considerados qualitativos,e apos rea -
lizacao da analise de variancia,fez-se a-comparagao de medias com o auxi -
lio do teste t de STUDENT (Hicks,1982).Dentro de cada coluna,e para cada
nivel de tanino,ou de produto contendo tanino,valores referenciados com

asteristicos diferem estatisticamente (* P<0,05;** P<0,01;*** P<0,001).

4 b, Resultados e discussao

4. 4,1, Método baseado nas quantidades de gases produzidos no rumen

in vitro.

4.4.1.1. Producao de gas a diferentes tempos de incubacao com quantida-

des crescentes de substratos: Fixagao do tempo de incubagao.

No quadro 4.2. esta representada a composicao quimica dos subs-

tratos utilizados nas diversas experiencias.

Quadro 4.2. Composicao quimica dos substratos.
% MS
SUBSTRATOS MS
(%) Aclcares
Cinzas PB  'INDF*' "ADF'" Amido soluveis
em H,0
2
Amido de arroz]| 96,0 0,00 0,39 - - 98,1 -
Celulose 97,4 0,25 0,14 97,0 93,8 - -
Milho grao 84,1 2,40 10,80 10,2 2,6 66,1 -
Erva (azevem e
trevo branco) 16,7 16,0 24,6 53,7 39,5 - -
Feno de aveia
e vicia 90,3 5,2 7,5 62,1 32,8 - -
Bolota 64,8 1,7 L,6 34,0 22,2 4y |5 5,0
Alfarroba 86,9 2,7 7)1 28,3 22,’* 5,9 Ll6,3
PEG20. 000 8.9 - 03 - - -
Acido tanico 99,4 - 0,6 - - - -
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Nas figuras 4.8. a 4.10. representam-se as produgoes cumulati-

vas de gas no rumen <n vitro com quantidades crescentes de diversos su-
bstratos a diferentes tempos de incubagao. A produgdo de gas aumentou na
medida em que se aumentaram as quantidades dos diversos substratos incu-
bados. A cinética da producao de gas variou com a natureza dos substra-
tos incubados (Quadro 4.3.). Assim, enquanto que com o amido a produgao
de gas ao fim de 12h foi de aproximadamente 61% do total produzido ao fim
de 48h, com a celulose, milho grio, feno de aveia e vicia, bolota e erva
foi de 14%, 54%, 47%, 62% e 63%, respectivamente (Quadro A b.1.).A pro-
dugao de gas as 2k4h, relativamente as 48 horas foi de 0,87; 0,67; 0,89;

0,79; 0,77 e 0,88 respectivamente.

Quadro 4.3. Producao de gas as 12h e 2hh rela-

tivamente as 48h de incubacao.

Substrato PG 12h/PG 48h PG 2Lh/PG 48h
X *s X s
Amido 0,61 0,06 0,87 0,06
Celulose 0,14 0,02 0,67 0,08
Milho grao 0,54 0,04 0,89 0,06
Feno de aveia e vicia 0,47 0,03 0,79 0,03
Bolota 0,62 0,05 0,77 0,02
Erva de Outono 0,63 0,06 0,88 0,02

SteingaB (1983) encontrou valores de 0,83 para a glucose,
0,79 para o amido, 0,72 para a celulose de madeira, 0,37 para o po de
celulose, 0,83 para o milho grdo, 0,89 para a farinha de erva desidrata-
da, 0,79 para o feno e 0,75 e 0,60 para a palha tratada com amoniaco,

pulverizada oumoida através de crivo de 3mm, respectivamente.
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Fig. 4.10. Producdo cumulativa de gas com quantidades crescentes de
bolota integral (—) ou erva de Outono (--) incubadas in

vitro durante diferentes periodos de tempo.(Quadro A k.1.)

Dada a intima relacdo existente entre producao de gas e desapa-
recimento do substrato (Czerkawski e Breckennidge,1969a; Menke et ak.,
1979 ; Cafantanis, 1981; SteingaB, 1983) os valores da produgao de gas
traduzem a digestao da MO pela microbiota no rumen. As percentagens -de
gas produzidas ao fim de 24 h, relativamente as 48 h de incubacao si-
tuam-se dentro dos limites de valores de digestibilidade da MO dos diver-
sos alimentos, grosseiros e concentrados, referidos pelos autores (Jariri-
ge, 1978 ;ARC, 1980). Entre as 24 h e as 48 h de incubagao os incre-
mentos na producao de gas foram relativamente pequenos e dada a natureza

do sistema estatico utilizado é licito supor que os fenomenos de cresci-
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mento criptico microbiano tenham influenciado marcadamente a produgao de
gas para alem das 24 horas de incubacao. De facto, o crescimento da po-
pulacao microbiana num sistema ndo continuo pode ser representado por 6
fases distintas: A = laténcia; B = aceleracao; C = exponencial; D = desa-
celeracao; E = estacionaria; F = declinio e morte. Nas fases E e F mani-

festam-se fenomenos de crescimento criptico, e os dados experimentais in-

CRESCIMENTO
MICROBIANO

Tempo de fermentagao

dicam que, <n vitro, as fases D e E s3o atingidas entre as 8 e 12 horas

de incubagao, conforme a natureza do substrato (Raab, 19680).

Quadro 4.4, Producdo de gis as 2hh em funcdo da quan-
tidade de substrato incubado (Y = PG 24h,
X = mg de MS de substrato)

Substrato Equagao de regressao n r Sy.x
Amido Y =1,491+0,368% 6 0,998 3,197
Celulose Y =9,107+0,227X 2 4 0,981 5,983

(Y =3,022+0,336X-0,0004X") (6) (0,994) (3,700)
Milho grao Y =0,374+0,363X 5 0,996 3,013
Feno de, aveia e vicia Y =0,793+0,202X 6 0,999 2,214
Bolota Y =0,365+0,281X 5 0,996 2,366
Erva de Outono Y =5,20040,199X 2 6 0,996 3,450
(Y =1,041+0,242X-0,00007X ) (6) (0,998) (2,800)
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As regressoes dos valores das quantidades de gases produzidas,
ao fim de 24h, relativamente as quantidades de substrato forneceram in-
tercepcoes e coeficientes de regressao diferentes de substrato para su-
bstrato (Quadro 4.4.). As intercepcoes encontradas para a celulose e er-
va de Outono foram relativamente elevadas. A natureza dos materiais po-
dera justificar tais resultados, ja que para Oos mesmos uma componente
quadratica foi significativa.

As equacoes obtidas por SteingaB(1983) apresentam intercep-
coes mais baixas e menores erros padrao residuais.No entanto, as gamas de
quantidades de substrato bara as quais se observou linearidade em rela-
cao a produgao de gas foram superiores nas nossas experiencias,relativa-
mente as de SteingaB (1983).Tais diferencas poderao traduzir as diferen-
tes condicoes experimentais. SteingaB (7983) devera ter obtido leituras
de gas mais rigorosas ao utilizar seringas de 100 ml de capacidade. Por
outro lado, ao termos utilizado maior quantidade de licor ruminal (40 ml
em vez de 30 ml) e mais diluido (1:3 em vez de 1:2)deveriamos ter assegu-
rado uma melhor tamponizacao do meio de incubacao,retardando o acumular
de metabolitos e consequente abaixamento do pH,embora a custa de uma fa-
se de laténcia mais prolongada. Nas condig¢oes experimentais utilizadas o
substrato podera estar em excesso acima de 250mg para o milho grao e bo-
lota. Para o feno de aveia e vicia,e erva,o substrato nao esteve em ex-
cesso nas quantidades utilizadas. A inflexao da curva acima daqueles va-
lores de milho grao e bolota podera ter sido devida a uma a;umulagéo de
metabolitos e consequente diminuicao de pH. 0 CO2 libertado no processo
fermentativo resulta fundamentalmente da neutralizacao dos AGV pelo HCOB-
(0'Hana et ak., 1974 ). Cafantarnis (1981) calculou esta quantidade de

1,300

gas atraves da equagao Y=0,024X (R2=1,000, s=0,02) em que Y=ml CO

ze

X=u mol AGV).A diminuigdo na quantidade de gas produzido com aumento dos
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niveis de substrato e devida, provavelmente, a depleccao do tampao bicar-
bonato. No entanto outras razoes poderao ser invocadas, nomeadamente fer-
mentacoes atipicas. SteingaB (1983) observou que para produgoes de gas in-
feriores a 80-90ml existia proporcionalidade entre a quantidade de subs-
trato adicionado e a quantidade de gas produzido, e que a quantidade de
substrato nao exerceu influéncia sobre os resultados, para aquela gama de
valores de producao de gas. Shonen (1981) recomendou a utilizacao de 150-
-250mg (MS) de concentrados e 200-350mg (MS) de fibrosos, ja que nessas
condicoes a quantidade de gas produzido nao atinge os 90mi. Com estas
quantidades o pH ao fim de 48 h de incubagdo situou-se entre 6,12 e
6,85, limites considerados fisiologicos. Por dificuldades inerentes ao
material disponivel nao procedemos no presente trabalho a medicoes dos
valores finais de pH.

Para alem das 48 horas de incubagao observou-se pouca ou ne-
nhuma producao de gas, e atendendo ao tempo médio de permanéncia no ru-
men da maior parte dos alimentos (Jilg, 1982), a escolha das 24 horas,
para efeito de avaliacao do alimento, parece justificada. SteingaB (1983)
utilizando a mesma técnica, (200mg de substrato e 30ml de inéculo ruminal
diluido a 1:2)observou, em 262 alimentos, simples e compostos, elevada
correlacao entre a produgao de gas in vitro as 24 horas e o valor ener-
getico desses mesmos alimentos determinado in’vivo. Esta técnica consti-
tui a base de um novo sistema ¢n vitro de avaliagao do valor energético
de alimentos para ruminantes, e foram propostas equagoes de regressao a-
propriadas (Menke et aﬁ.; 1979 ; StedingaB, 1983), baseadas num grande
namero de alimentos (n=262) testados in vivo. Tais equacbes apresentaram
elevados coeficientes de correlacao (r=0,960) e baixos erros padrao re-
siduais (Sy.x=3,88). A base da técnica €, contudo, bastante antiga. Par-

tindo do conhecimento de que da fermentacao dos glucidos pelos microor -
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ganismos resultam como produtos finais AGV, COZ, CHA e biomassa microbia-
na Hungate(1966),EL Shazly e Hungate(1965)e EL-Din e EL-Sazly(1969)utili-
zaram a producao de gas in vitro,com um excesso de substracto,como medida
da actividade fermentativa da microbiota do rumen, tendo observado que a
taxa de producao de gas era maior com cereais que com feno. 0'Hara e Su-
gihashi (1972) n3o observaram especificidade da produgao total de gas re-
lativamente a diferentes alimentos, mas sim taxas de produgao de gas ca-
racteristicas para cada tipo de glicido,e estreita correlagao entre pro-
ducao de gas e quantidade de substrato fermentado (0'Hara e Sugihashi,
1973). Foram ainda observadas elevadas correlacoes entre produgao de gas
no rumen iZn vitro e digestibilidade da MO (Menke et al., 1979 ; Stein-
gaB, 1983), quantidade de amido (Cafantardis, 1981) e celulose |(Czerkawski
¢ Breckennidge, 1969a ; Steingas; 1983) fermentados, e AGV pfoduzidos
(0'Hara e Ohké, 1973; Cafantanis, 1981).

Parece-nos assim justificada, pela sua simplicidade e economia,
a utilizacao da técnica de estudo das fermentacoes no rumen in vitro a-
traves da medigao do gas produzido. Mais informagao relativa a natureza
dos processos fermentativos podera ser obtida mediante andlise das per-

centagens relativas de CO, e CHA produzidos.

2

4.4,2, Influéncia do PEG sobre a fermentacao no rumen <n vitro. - A fim

de testar a utilidade do PEG na determinacao do efeito dos taninos so-
bre a fermentagao ruminal testou-se o efeito daquele polimero sobre a
fermentacao de substratos,contendo ou nao taninos, no rumen in vitro.U-
tilizou-se para o efeito um excesso de substrato e as condigoes experi-
mentais definidas em 4.2.3. Nos resultados expressos no quadro 4.5. omi-
tiram-se, para simplificacao, os valores intermedios de PEG utilizados.

5% foi a percentagem de PEG com a qual se conseguiu sempre a maior pro-
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Quadro 4.5,

. . a)
no rumen in vitro

(n=3)

Influencia do PEG sobre a fermentagao

Producao de gas ( ml = S )

PEG
Substrato (3MS)
(g de MS) 3 h 6 h 12 h 24 h
Milho 0 24,5 1,7 40,0 2,0 {106,0 1,4 [195,0 2,7
Grao (1) 5 25,0 1,6 Lo,0 1,7 |107,0 2,1 (193,0 2,9
Milho grao 0 18,5 1,5 39,0 2,0 70,2 2,4 |142,0 3,0
(1) + 4% . Lk Jokk
ac. tanico 5 22,07 1,7 37,0 1,7 { 87,0 2,3 |169,0 3,2
Bolota sem cas- 0 17,5 1,1 Ly, 0 1,3 |199,0 1,6 |127,0 1,8
ca (1,2) + ba- *k *dk Kk Kk
gago de soja 5 21,0 0,9 51,0 1,3 |130,0 2,4 1}1165,0 2,8
(0,12)
Alfarroba 0 53,3 4,2 85,2 3,9 - - 151,5 3,1
(1) 5 | 78,8%%,0 |126,85,7 1 - - [174,8%%,2
Folhas de 0 11,0 0,4 28,5 1,1 - - ks, 0 1,6
azinheira %k *k dkk
(Q,i]ex) (]) 5 ]6,§ 0,1" 37,6 I,L‘ - - 62,0 1,6
Feno de aveia 0 16,8 2,0 4o,4 2,1 67,8 1,91127,0 3,1
e vicia (1) 5 17,0 2,1 | 41,0 2,2 | 70,3 2,4/126,3 3,7

a) Todos os materiais a incubar estavam ja no interior dos frascos
quando se adicionou o inoculo diluido.

dugao de gas com os substratos que contém taninos. Acima de 5% de PEG, e

ate 10%, nao se observou, contudo, nenhuma depressao na fermentagaoc. A

producao de gas dos substratos que nao contém taninos

(mitho grao e fe-

no de aveia e vicia) nao foi diferente quando se adicionou o PEG; a dos

substratos que contem taninos foi contudo muito superior na presenga da-

quele polimero (bolota, alfarroba, folha de azinheira). No caso do mi-

lTho ao qual se adicionou acido tanico, embora o PEG tenha determinado um

aumento na producao de gas, esta nao atingiu os valores

observados para
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o milho so. Aparentemente,o PEG nao aleviou totalmente o efeito depressi¥
vo do acido tanico. A zeina, proteina hidrofdbica do milho, podera exibir
forte afinidade para o tanino (ver Cap.il), impedindo uma ligagao prefe-
rencial total por parte do PEG. 0 tanino nao complexado com o PEG podera
igualmente ter-se'ligado a parede celular bacteriana de uma parte da po-
pulagao, atrasando o seu crescimento e desenvolvimento.Contudo, no decur-
so destes estudos foi observado que a adicao de PEG a bolota ou alfarro-
ba ao fim de 3h de incubagao provocava um aumento imediato na produgao
de gas, sugerindo que a depressao podera ser devida hais a menor disponi-
bilidade do substrato que a uma diminuigao da actividade fermentativa dos
microorganismos presentes. Seja como for,o PEG parece constituir um bom
adsorvente dos taninos e um bom auxiliar no estudo dos efeitos daqueles
compostos polifenolicos sobre os sistemas biologicos.0 PEG nao influenciou
~significativamente a producao de N'NH3 no rumen <n vitro (Quadro 4.6.) na
auséncia de tanino. 0 acido tanico, ao nivel de 5%, inibiu a degradagao do
azoto do milho, tendo tal inibigao sido aleviada pela presenca de PEG. O
PEG tem sido utilizado como marcador da fase liquida em estudos da diges-
tao nos ruminantes (Czerkwaski e Breckenridge, 1969b; Genest, 1982) por
ser um composto que nao intervem no processo digestivo e satisfaz a maior
parte das condicoes exigiveis de um marcador (Kotb e Luckey, 1972). Dada
a sua grande afinidade para os compostos fenéliCoé tem sido utilizado pe-
los autores em estudos de isolamento de proteinas foliares, pfevenindo

assim a complexacao destas com os fendis que usualmente se encontram nas
folhas (Hasfam, 1966). Kay (1969) verificou que o PEG era precipitado no
rumen de animais alimentados com produtos ricos em taninos.A pre;ipitagSo
do PEG resulta da formagao de complexos PEG-polifenois insoldveis. Du=~
ranfe os estudos exploratorios, para além dé PEG estudou-se tambem a capa-

cidade da PVP e do Tween 80 de aleviarem o efeito depressivo do tanino
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( resultados ndo apresentados). Embora eficazes aos niveis maximos de 5% e
5,22%, respectivamente, nao foram t3o eficientes como o PEG. A interacgao
maxima PEG-tanino foi observada com uma relacao 1:1 (ver capitulo 2).Aten-
dendo as percentagens de tanino encontradas para a bolota e alfarroba
(4,0 e 4,6, respectivamente), nio é de surpreender que os melhores resul-

tados tenham sido obtidos com 5% de PEG (embora nao tenha havido diferen -

¢as com concentragoes de até 10%).

Quadro 4.6. Influéncia do acido tanico, do PEG
e da PVP sobre o nivel de N-NH3(Z)

no rumen in vitro(n=3).

Substrato incubado Tempo de incubagao
(MS) . 6h - 12 h
X S X S
0,5 g de bagaco de soja 1,83 0,10 2,40 0,27
Idem + PVP (5%) 1,98 0,16 2,73 0,31
Idem + PEG (5%) 1,89 0,16 2,76 0,29
0,5 g de Milho grao + _
0,025 g de ac.tanico 0,05 0,01 0,07 0,03
%* Kk *k %k
Idem + PVP (5%) 0,67 0,11 0,87 0,27
. * kk * %%k
Idem + PEG (5%) - 0,63 0,13 . 0,77 0,33

L. 4.3, Influéncia do PEG sobre a fermentag¢ao de misturas alimentares con-

tendo proporgoes variaveis de bolota ou alfarroba.- A fim de tentar deter-

minar os niveis de bolota ou alfarroba a partir dos quais os taninos pos-
sam exercer efeito deletereo sobre o ecossistema ruminal, incubaram-se mis=’
turas alimentares, na presenca e auséncia de PEG,em que as proporgoes de

bolota ou alfarroba se fizeram variar.Numa primeira fase testaram-se mis-
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turas de bolota ou alfarroba, e milho grao, em que as percentagens varia-
ram entre 0% e 100% (Quadro A 4.2.). Numa segunda fase, e a fim de se ob-
terem condicoes mais fisiologicas, incubaram-se quantidades fixas de feno
de aveia e vicia (50% da MS) e quantidades variaveis de bolota ou alfar-
roba, e milho (Quadro A 4.3.). A PB das misturas foi ajustada a 13% atra-
vés da adicao de bagago de soja (12 fase) ou zeina (22 fase).

0s resultados s3o expressos nas figuras 4.11. a 4.17.

A fermentacao do milho produziu maior quantidade de gas as 24
horas que a da Bolota ou a da alfarroba (Fig. 4.11.). No entanto,ao fimde
12h e 10h de incubagao a produgao de gas foi muito superior, tanto com a
bolota como com a alfarroba. Na auséncia de PEG nao se observaram diferen-
cas na produg3o de gas ao fim de 24 horas para concentragoes de bolota
compreendidas entre 20% e 60% e entre 80% e 100%.Com a alfarroba, verifi-
caram-se diminuicoes na producdo de gas entre 0% e 40% e entre 80% e 100%,
nso tendo havido diferencas estatisticamente significativas entre 60%
e 80% (Quadro A 4.2.). As 12h e 10h, pelo contrario, nao se observaram di-
ferencas entre 0% e 20% e entre 60% e 80% para a bolota,e entre 20% e L40%
e entre 60% e 100% para a alfarroba. 0 PEG nao exerceu nenhuma influéncia
estatisticamente significativa sobre a producao de gas das misturas con-
tendo até L40% de bolota, tanto as 12h como as 24h. Entre 60% e 100% de bo-
lota a quantidade de gas produzida foi superior'nos incubados na presencga
de PEG. As diferencas foram significativas entre 60% e 100% de bolota, as
12h e entre 60% e 80% as 24h, altura em que se nao verificou diferenca no
incremento da producao de gas entre 80% e 100%.Com a alfarroba,o PEG exer-
ceu efeito positivo sobre a produgao de gas a partir dos 20%, tanto as 10h
como as 24h. Os incrementos na producaoc de gas devidas ao PEG foram si-
gnificativamente diferentes entre 20% e 80%, tanto as 10h como as 24h. A

ligeira diminuigao no incremento observada ao nivel de 60% pode ter sido
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resultante do elevado coeficiente de variacao observado com a alfarroba.
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Fig. 4.11. Influéncia do PEG e das percentagens de bolota ou
alfarroba sobre a producao cumulativa de gas as
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incubacao. (Quadro A 4,2.)
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Os taninos ligam-se mais fortemente ao PEG que as proteinas [Lo-
omis, 1974) e assim pretende-se que o efeito positivo do PEG seja devido
a inactivagao, pelo menos parcial, dos taninos,através da formagao de com-
plexos taninos-PEG insoluveis. Os taninos da>bolota, aparentemente, exer-
ceram efeito depressivo sobre a fermentagao no rumen <n vi&ro quando aque-
le componente alimentar atingiu 40% da mistura bolota+milho. A este nivel
a percentagem de tanino relativamente a MS total foi de 1,6% (ver Quadro
2.2.). Os taninos da alfarroba exerceram, aparentemente, um efeito depres-
sivo a partir de 0,9% (20% de alfarroba). As diferencas observadas na pro-
dugao de gas por acgao do PEG foram mais acentuadas para a alfarroba, re-
lativamente a bolota (cerca de 3 vezes superior).

As relacoes PG com PEG:PG sem PEG as 12 e 24 h foram sensivel -

mente iguais para a bolota, mas foram superiores as 10 h,relativamente as

24 h, para a alfarroba. Tal podera ter sido devido ao excesso de substrato
utilizado, e a elevada fermentescibilidade da alfarroba conducente a acu-
mulacao excessiva de metabolitos as 24 h de incubagao. Contudo, na fermen-
tacao de misturas alimentares menos acidificantes (Quadro A 4.3.) aquelas
diferencas foram maiores as 12 h que as 24 h, tanto para a bolota como pa-
ra a alfarroba, sugerindo que o efeito do tanino se pode atenuar com o au-

mento no tempo de incubacgao.
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Fig. 4.12. Influéencia do PEG e da percentagem de bolota

sobre a produgao cumulativa de gas a diver-

sos tempos de incubagao.(Quadro A 4.2.).
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Fig. 4.13. Infiuéncia do PEG e da percentagem de alfarro-

ba sobre a produgao cumulativa de gas a diver-

sos tempos de incubacdo. (Quadro A 4.2.)

180




Quando a bolota ou alfarroba foram incluidas em misturas ali-

mentares contendo quantidades fixas de feno de aveia e vicia os resulta-
dos observados na producao de gas foram muito semelhantes (Figuras 4.14,
e 4.15). Ao fim de 24h de incubacao a mistura de feno e milho produziu
maior quantidade de gas que a mistura de feno e bolota ou que a de feno e
alfarroba (Quadro A 4.3.). Ao fim de 12h a produgao do gas do feno+milho
e feno+bolota foi sensivelmente igual, enquanto que as 11h a mistura con-
tendo alfarroba produziu muito mais gas que a que continha miltho. Estas
diferengas traduzem a grande riqueza da alfarroba em gllucidos soluveis,
que fermentam rapidamente (Fig. 4.17.). As 12h nao se observaram diferen-
cas significativas na producao de gas das misturas contendo 0% a 50% de
bolota. Para um tempo de incubagao aproximado (11h) a produgao de gas au-
mentou significativamente a medida que aumentou a percentagem de alfarro-
ba na mistura. As 24h a produgao de gas das misturas contendo bolota di-
minuiram a medida que se aumentou a sua percentagem. No entanto, as dife-
rencas nao foram significativamente diferentes entre 10% e 20%,e 40% e
50%.Com a alfarroba naoc se observaram diferengas significativas entre os
varios niveis utilizados. )

Quando se adicionou PEG aos meios de incubacao verificou-se um
incremento na produgao de gas a partir de certos niveis de bolota ou al-
farroba nas misturas alimentares (Fig. 4.14. e 4.15.). As 12 horas de in-
cuba¢ao o PEG exerceu um efeito positivo sobre a produgcao de gas a partfr
dos 30% de bolota e 10% de alfarroba. As 24 horas tal efeito foi obser-
vado a partir de 30%,tanto de bolota como de alfarroba.Estes efeitos cor-
responderam a niveis de taninos de aproximadamente 1,2% e 1,4% para a bo-
lota e alfarroba, respectivamente.A percentagem de aumento na produgao de
gas,induzida pelo PEG,foi muito mais pronunciada as 6 horas;tanto para a
alfarroba (Fig. 4.17.) como para a bolota (Fig.4.16.),traduzindo possivel-

mente a elevada fermentescibilidade daqueles dois componentes.
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A maior producao de gas traduz, ou um aumento da biomassa, ou um

aumento na disponibilidade do substrato, ou,mais provavelmente, ambos.No

entanto, no decurso dos presentes estudos verificou-se que a adigao de

PEG ao meio de incubagao contendo sé bolota ou alfarroba, ao fim de 3 ho-

ras de incubagao, resultava num aumento instant3neo na producao de gas,o

que sugere que nessas circunstancias terda sido o substrato o factor mais

limitante. Outro efeito aparente do PEG foi o de incrementar o nivel de

amonia nos sistemas.Com efeito, a adicdo de PEG aos meios de incubagao de-

terminou um incremento no nivel de amonia nas misturas que contiveram bo-

lota ou alfarroba (Quadro 4.7.).

Quadro 4.7. Influéncia dos niveis de PEG,e da bolota
ou alfarroba (Quadro A 4.3.) sobre o N-NH3
(mg.lOOml-Ii s) dos meios de incubacdo.
(B=bolota; A=alfarroba)
BOLOTA Tempo de incubacao (h)
ou PEG
ALFAR- | (%) | 3 8 24
ROBA
(2) B A B A B A
0 0 2,93 0,1143,08 0,2142,83 0,12 2,30 0,09(3,10 0,30 3,46 0,08
5 2,83 0,13 3,18 0,54 2,71 0,2142,35 0,10(2,60 0,36 (3,48 0,15
10 0 2,50 0,1312,56 0,08 2,55 0,16 1,35 0,07{2,82 0,14 3,19 0,31
5 2,98 O,hl 2,53 0,1112,50 0,19 1,5§ 0,15/2,68 0,26 3,6§ 0,18
20 0 |2,62 0,14 1,71 0,0712,29 0,13 0,87'0;11 2,73 0,2213,21 0,13
5 2,77 0,13(1,90 0,11]2,43 0,1141,21 0,11(2,79 0,26 |4,44 0,20
* +* *%k Skk -
30 0 12,53 0,1211,29 0,082,33 0,18/0,55 0,07(2,17 0,14|2,97 0,14
5 2,80 0,19{1,78 0,2442,55 0,19/0,80 0,10 2,61 0,19 4,33 0,24
* +*k *% *k *%k%k
4o 0 2,38 0,10 1,01 0,1092,13 0,12 0,43 0,05)2,26 0,07 3,30 0,22
5 (2,62 0,09]1,45 0,1212,32 0,120,53 0,08 (2,64 0,11 {4,75 0,17
* %k * * ke k
50 0 2,57 0,1310,86 0,09 1,95 0,15]0,43 0,06 2,04 0,16 3,37 0,20
5 2,95 0,14 1,28 0,10 2,46 0,16 0,40 0,03}3,01 0,30]5,35 0,24
* * k% * %k *kk * ik
0 1,817 0,390 2,610 0,300 8,060 2,740
BRANCOS | ¢ 1,940 0,373 2,727 0,286 | 10,040 | 2.386
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Este incremento foi mais aparente a partir de 30% de quaisquer
de ambos os produtos. Na sua ausencia, ou a baixa percentagem (10%%0 PEG
nao exerceu influéncia significativa sobre os niveis de amonia. As 8h de
incubagao nao houve diferencas entre os incubados com e sem PEG quando a
alfarroba esteve presente em concentracoes elevadas. Tal podera ser re-
sultante do esgotamento do substrato amoniacal o qual atingiu niveis ex-
tremamente baixos. 0 efeito observado tera sido devido a ligagao prefe-
rencial dos taninos ao PEG, ficando a proteina mais disponivel para a ac-
tuagao microbiana. A maior disponibilidade em substrato azotado podera ex-
plicar a maior producao de gas observada nas mesmas condigoes. Estudos
in vivo, contudo, revelaram que quando a bolota{Ferreina,1984) ou alfar-
roba (Louca e Papas, 1973) sao introduzidos em racoes para animais a di-
gestibilidade aparente do azoto decresceu acentuadamente, mas a da MO
foi afectada em muito menor grau.

Embora se nao tenham feito medigoes dos niveis de amonia nos
incubados em que a bolota ou alfarroba variaram em fungao do milho,é mui-
to provavel que os niveis de amonia tenham atingido valores ainda mais
baixos que os representados no quadro 4.7., dada a maior quantidade de
glucidos facilmente fermentesciveis presentes nos meios de incubagao. Os
baixos niveis de amonia poderao ter limitado o crescimento microbiano, ou
determinado fermentagoes energeticamente desacopladas ( fermentacoes éem

producao de ATP para o crescimento microbiano) (Smith, 1979).

L L4, Influéncia do PEG e do nivel azotado sobre a fermentacdo da bolo-

ta_ou alfarroba.- A fim de determinar o efeito do nivel proteico e do PEG

sobre a fermentacao da bolota e alfarroba no rumen in vitro incubaram-se
estes substratos (1g MS) com quantidades de ureia ou bagaco de soja sufi-

cientes para se obterem niveis de 10%, 13% e 16% de PB nos substratos. A
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bolota e alfarroba foram igualmente incubadas isoladamente, sem adicao de
quaisquer daqueles complementos (4,6% e 7,1% de PB, respectivamente). Os
resul tados estao expressos nas figuras 4.18. e 4.19.

Quando se adicionou ureia, tanto a bolota como a alfarroba, ve-
rificou-se um incremento significativo na produgao de gas as 12h e 24h de
incubacao. Contudo, no caso da bolota nao se observaram diferencas entre
10% e 13% de PB. Ao nivel de 16% observou-se uma depressao na produgao de
gas relativamente aos de 10% e 13%;no caso da alfarroba nao se observaram
diferengas entre 10% e 13%, mas ao nivel de 16% a produgao de gas foi su-
perior a observada para aqueles dois niveis. Esta diferenca relativamente
a bolota pode ser a expressao da maior riqueza da alfarroba em glicidos
facilmente fermentesciveis, que se poderd ter traduzido em maior cresci-
mento microbiano e maior fixacao de azoto. De facto,as quantidades de gas
produzido foram superiores aos da bolota (Quadro A 4.4. e A 4.5.).

Quando a bolota e alfarroba se adicionaram quantidades crescen-
tes de bagaco de soja observaram-se incrementos na produgao de gas,excep-
to para a alfarroba e para os niveis de 104 e 13% de PB em que se nao
observou nenhuma diferenga significativa, provavelmente devido a grande
variacao registada (Quadro A 4.5.).Tal como o observado para a ureia,tam-
bém neste caso a produgao de gas da alfarroba foi superior ao da bolota.

As diferencas observadas na produgao de gas entre os incubados
com e sem PEG pretende-se que traduzam os efeitos dos taninos para os di-
ferentes niveis de PB dos substratos incubados. Na auséncia de ureia ou
soja o PEG provocou incrementos na producao de gas de 86,3% e 41% as 12h
e de 54,4% e 33,3% as 24h,para a bolota e alfarroba,respectivamente.Quan-
do se adicionou ureia a bolota o efeito do PEG foi muito irregular e nao
se traduziu por um incremento apreciavel na produgao de gas, excepto as

6h de incubacao (Quadro 4.8.). No caso da alfarroba, pelo contrario, o
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PEG provocou um incremento apreciavel na producao de gas para os diferen-
tes niveis de azoto da ureia, tendo o menor aumento sido observado para
16% de PB, quando se observou igualmente o maximo de produgao de gas.

Nos incubados com bagaco de soja,o PEG exerceu um efeito extre-
mamente positivo sobre a produgao de gas. Este efeito foi mais acentuado
para a alfarroba ao fim de 6h de incubacao (Quadro 4.8.). Os incremen-
tos na produgao de gis decresceram a medida que se aumentou a quantidade
de azoto presente, excepto para o nivel de 13% de PB e para a alfarroba.

Este incremento, observado emtre 10% e 13% de PB, podera ter sido devido

Quadro 4.8. Influéncia do PEG e do nivel azotado so-
bre a produgao de gas da bolota (B) e Al-
farroba (A) incubados durante varios in-

tervalos de tempo (Quadro A k.L. e A 4.5.).

PRODUCAQ DE GAS COM PEG
NTVEL PRODUCAO DE GAS SEM PEG
AZOTADO
(%) 6h 12h 24h
B A B A B A
L,6/7,1 2,63 1,52 1,86 1,11 1,54 1,33
UREIA
10 3,50 1,76 1,04 1,35 1,03 1,22
13 7,57 1,65 1,19 1,50 1,03 1,40
16 2,30 1,34 1,09 1,23 1,08 1,15
SOJA
10 1,61 1,66 1,53 1,43 1,67 1,28
13 1,35 1,72 1,46 1,63 1,35 1,36
16 1,30 1,27 1,16 1,16 1,12 1,04

as grandes exigéncias da populxao microbiana dispondo de grandes quan-

tidades de energia facilmente fermentescivel.
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Dos presentes resultados parece poder-se concluir que, ao nivel
de 16% de PB, o efeito do PEG foi bastante menos acentuado que para os ow
tros niveis utilizados, tendo-se observado a este nivel a producao maxima
de gas, tanto na auséncia como na presenca de PEG. 0 nivel azotado parece
assim influenciar a expressao deletérea do tanino. Dadas as limitacoes fi-
sicas do aparelho de incubacdo utilizado n3o foi possivel a utilizacdo em
simultaneo de niveis ainda mais elevados de azoto nos meios de incubagdo.
Contudo, numa experiencia separada, em que se utilizaram concentracoes de
azoto ate 20%, nao se observaram efeitos positivos do PEG a este nivel.Es
tas observacoes confirmam as de outros autores ( Price e Butlen,1980 )
de que elevados teores em PB aleviam os efejtos nutricionalmente deleté-
reos dos taninos. Ao nivel do ecossistema ruminal esta resposta positiva
podera ser devida a maior disponibilidade em azoto para o crescimento mi-
crobiano. De facto, na auséncia do PEG, mesmo com 16% de PB, os niveis de
amonia nao atingiram, 3s 6h e 12h de incubagcao, as concentracoes julgadas
necessarias (Satter e Sfyten, 1974; Satten, 19§2) para um crescimento mi-
crobiano maximo (Quadro 4.9.).

Também com a amonia o efeito do PEG (N-NH3 nos incubados com PEG
- N-NH3 sem PEG) foi menor nos incubados com 16% de PB. No entanto,quando
a bolota ou alfarroba foram incubados sem adigao das fontes azotadas, o
PEG nao exerceu, aparentemente, algum efeito. Né’realidade,tal efeito de-
vera ter existido, ja que a resposta na producao de gas foi muito elevada.
Possivelmente,o azoto dos substratos foi degradado em maior extensio na
presenca de PEG, mas dada a sua limitacao quantitativa ele foi fixado na
quase totalidade pelos microorganismos.

Se a resposta na producdo de gas por accio do PEG se deve 3
maior disponibilidade em substrato azotado degradado,ou a outra qualquer

razao, nao e perfeitamente claro.Embora os polifendis sejam capazes de se
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ligarem aos glicidos, particularmente amido e celulose (Davis e Hoseney,
1979), a sua afinidade maior € para as proteinas. 0 facto de o PEG ter e-
xercido um efeito positivo sobre o nivel de amonia nos incubados com ureia
faz supor que tera havido uma maior actividade ureasica, resultante, pro-

vavelmente, de uma maior biomassa activa.

Quadro 4.9. Niveis de N-NH (mg,lOOml-Bnos meios de
incubacao contendo bolota ou alfarroba,
com diferentes percentagens de PB (adi-

cao de ureia ou soja). (Média de 3 ob-

servacoes) .

TEMPO DE INCUBAGAC (h)
PB PEG 6 12
(%) (%) BOLOTA ALFARROBA BOLOTA ALFARROBA
4,6/7,1 | 0 0,13 0,06 0,05 0,317
5 0,11 0,06 0,0k 0,521
UREIA
i 0 2,16 1,13 1,18 2,1k
5 2,7 1,27 1,29 2,37
13 0 b,h2 1,84 1,57 3,94
5 8,56 2,12 1,79 4,93
16 0 7,00 2,54 2,14 5,84
5 9,13 2,78 2,36 6,47
S0JA
» 0 0,21 0,11 1,0 1,86
5 0,40 0,29 1,77 2,71
13 0 0,21 0,15 2,13 3,31
5 1,03 0,64 3,24 5,11
16 0 1,26 0,43 2,85 4,0
5 1,59 0,79 h,27 7,1

Neste caso,os taninos seriam responsaveis pela inactivacao, ou depressao,
em parte ou no todo, da populacao microbiana do inoculo,na ausencia do

PEG. Note-se que o efeito positivo do PEG, tanto sobre a producao de gas,
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como sobre a de amonia, foi decrescendo 3 medida que aumentou o tempo de
incubagao.

0 nivel mais elevado de aménia, na presenca de PEG, devera ter
traduzido uma maior degradacao do azoto do substrato, ja que a fixacao do
N-NH3 pelos microorganismos terd sido igualmente maior,atendendo ao acrés-

cimo verificado na produgao de gas.

L. 4, g, Influéncia do PEG e do nivel azotado sobre a degradagao do azoto

de misturas contendo bolota e bagaco de girassol. - A maior produgio de

gas e maior nivel de N-NH3, por um lado, e a menor diferenga induzida na-
queles parametros pelo PEG no rumen <n vitro, por outro, quando 3 bolota
ou alfarroba se adicionou azoto (ureia ou bag. de soja), a fim de se obter
um nivel de PB, na mistura, de 16%, pode ter resultado de uma maior degra-
dacao do azoto, garantindo um suprimento mais adequado de azoto ao ecossis
tema ruminal. Contudo, os niveis de amonia s& por si nao significam neces-
sariamente uma maior protedlise do substrato incubado, ja que degradacao e
sintese microbiana est3o confundidas. A fim de se estudar a influéncia dos
taninos e do nivel azotado sobre a degradacao do azoto em misturas alimen-
tares contendo produtos ricos em taninos, aplicou-se a técnica de Raab
(1980), modificada, tal como descrita em 4.2.. Escolheu-se a bolota como
produto tipico, a qual se adicionaram quantidades trescentes de bagago de
girassol a fim de se obterem misturas com 11%, 13%, 15% e 17% de PB. Cada
uma destas misturas foi analisada pela técnica referida, e os resultados
sao expressos nas figuras 4.20. - 4.22. (Quadro A be.).

Na ausencia do PEG, a degradacio do azoto &s 12 h aumentou a me-

dida que se aumentou a percentagem de PB na mistura.
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Fig. 4.20.

Influéncia do PEG e do amido sobre a produgao de
gads (a) e o nivel de amonia (b) de dietas com bo-
lota,e niveis crescentes de proteina bruta de gi-

rassol,incubadas in vitro durante 12h.
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gas (a) e o nivel de amonia (b) de dietas com bo-
lota,e niveis crescentes de proteina bruta de gi-

rassol, incubadas in vitro durante 24h.
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Fig. 4.22, Influéncia do PEG sobre a degradacao do N de
misturas alimentares a base de bolota,com &4
niveis diferentes de bagaco de girassol, in-

cubadas <n vitro durante 12h (a) e 24h (b).

Nao houve, contudo, diferencas entre as misturas com 13% e 15% de PB. As
24 horas a degradagao do azoto apenas foi mais elevada para a de 17% de PB.

Quando se adicionou PEG aos meios de incubacao a percentagem de
degradagao aumentou substancialmente, mas mais as 12h que as 24h ( Quadro
A L4,6.). A maior diferenca foi observada para a mistura (bolota+bagaco de
girassol) com 15% de PB. Para o nivel de 17% a influéncia do PEG foi rela-
tivamente pequena ao fim de 24 h de incubagao.

A maior degradabilidade do azoto das misturas com maior percen-
tagem de proteina bruta podera dever-se a maior contribuigao do bagago de
girassol, relativamente a bolota, para o azoto total da mistura. Ao nivel

de 11% a bolota contribuiu com relativamente mais azoto para a mistura e
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tal podera explicar a mais baixa degradacao observada, tanto as 12h como
as 2hh, Note-se, contudo, que as 24h nao se observaram diferengas na de-
gradagao das’misturas com 11%, 13% e 15% quando incubadas sem PEG. Na

presenca de PEG a degradacao foi directamente proporcional a concentragao
proteica das misturas. 0 efeito do PEG sobre a degradagao do azoto foi
mais acentuado ao fim de 12h de incubacao.

Atendendo a que a quantidade de azoto incubado,de cada mistura,
foi constante (4,16mg), os meios de incubacao com as misturas mais ricas
em PB contiveram as menores quantidades de glucidos (bolota),e nao é de
admirar, pois, que tenham produzidé menores quantidades de gas,e tenham
revelado os maiores niveis de N-NH3 (Figs. 4.20. e 4.21.). Quando se adi-
cionou amido aos meios de incubagao, o efeito do PEG,sobre a produgao de
gas, foi mais acentuado que na ausencia de amido. Contudo, o efeito apa-
rente sobre o N-NH3 foi mais evidente na ausencia de amido. Tal podera
ter sido devido ao esgotamento do substrato amoniacal por uma populagao
microbiana mais activa e numerosa. A uma maior proteolise devera ter cor-
respondido uma maior biossintese,e niveis muito baixos de amonia. A mistu-
ra com 17% de PB, quando incubada sem amido, nao revelou diferenca signi-
ficativa na produgao de gas, por acgcao do PEG. Contudo,os niveis de amonia
foram significativamente maiores (tendo a diferenca sido mais pronunciada
as 12h), o que faz supor que os niveis de aménia'tenham sido adequados a
energia fermentescivel presente. No entanto, os niveis de N-NH3 encontra -
dos para as outras misturas foram bastante baixos.

Como principal conclusao pensamos poder salientar que o nivel
proteico da mistura alimentar influencia o efeito depressivo dos taninos
da bolota sobre a fermentagao ruminal. 0 efeito deletereo parece ser par-
ticularmente notorio quando existe um largo excesso de energia, relativa-

mente ao substrato azotado. Deve-se notar, contudo, que as diversas mistu~
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ras alimentares incubadas contiveram quantidades variaveis de bolota (e

consequentemente de taninos), pelo que o menor efeito observado para o

nivel de 17% de PB pode igualmente ter sido devido ao menor conteudo do

meio em taninos. Seja como for, o que interessa comparar sao as relagoes

tanino:proteina das misturas alimentares. A medida que aquela relagao foi

diminuindo, foi-se atenuando o efeito depressivo atribuido aos taninos.

tar em que se

incubaram quantidades fixas de bagago de girassol

26 mg PB) com quantidades crescentes de bolota (Quadro 4.10.).

Quadro 4.10,

Produgao de gas, e niveis de amonia,

do bagaco de girassol

incubado com

quantidades crescentes de bolota(n=3).

Estas observagoes foram confirmadas numa experiencia complemen-

(96 mg;

BOLOTA | PEG PG (ml) * s N-NH, (mg.100m1 ") # 5
(mg) (%)
12h 24h 12h 24h
0 9,5 1,3 | 14,5 2,1 | 2,120 0,293 | 3,308 0,355
0 5 8,5 0,8 14,5 3,5 2,350 0,085 3,605 0,134
85 0 22,8 1,5 | 28,8 1,5 | 1,010 0,090 1,99 0,060
85 5 | 23,8 1,0 | 31,0 1,8 | 1,290 0,110 |2,87 0,110
128 25,7 0,6 | 35,3 0,9 | 0,800 0,091 |1,650 0,022 |
128 5 33,0 1,8 | 41,8 1,7 | 0,970 0,120 |2,310 0,190
171 0 36,3 3,1 | 40,0 2,6 | 0,500 0,080 |1,320 0,079
17 40,7 2,2 | 50,2 3,1 | 0,670 0,030 |1,930 0,080

As diferencas percentuais, na producao de gas, induzidas pelo

PEG, foram crescendo a medida que aumentou a quantidade de bolota incuba-

da em simult3neo com o bagaco.A diferenca maior foi observada para 128mg

de bolota as 12h,e 171mg as 24h, altura em que as diferencas percentuais
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nos niveis de amonia foram igualmente as maiores. As 12h,a diferenga na
produgao de gas,obtida com 171mg, foi menor que a obtida com 128mg. Para
o mesmo tempo de incubagao,e com aguela quantidade de bolota, o efeito do
PEG sobre o nivel de amonia foi o maior observado,e os niveis de amonia,
os mais baixos. E provavel que o esgotamento do substrato amoniacal jus=
tifique a menor diferenca induzida pelo PEG sobre a produgdo de gis as
12h com 171 mg de bolota.

Note-se que para os incubados com 0, 85, 128 e 171 mg de bolo-
ta corresponderam substratos com 27%, 16,6%, 14,2% e 12,7% de PB ( aten-
dendo as quantidades de bagago de girassol e bolota incubados e 3 concen-
tracao de PB em cada um daqueles componentes) .

Seria interessante saber se a natureza da proteina exerce al-
guma influéncia sobre a expressao dos efeitos dos compostos polifenolicos

tanantes,

L.4.6. Discussao global e conclusées finais.- 0 ecossistema ruminal , pe-

la diversidade de vida que apresenta,e pelo grande nimero de nichos eco-
16gicos que alberga,apenas pode ser comparado aos ecossistemas tropicais
{Hungate, 1975).0s mais de 20.000 trabalhos referenciados, s6 nos Glti-
mos 15 anos, conferem-lhe o estatuto de ecossistema mais bem estudado em
toda a biosfera. Mesmo assim,estamos longe de o'cbnhecer em toda a sua
complexidade. Uma classe de microorganismos quantitativamente importante
no rumen, os fungos anaercbios, s6 foram descobertos ha 6 anos (Bauchop,
1979). € tal a complexidade das interaccoes microbianas, cooperativas e
competitivas, na nutricao e crescimento dos individuos,que ocupam cada
nicho particular, digestao dos glicidos, azoto e lipidos, e fermentacao
dos substratos solubilizados, que a definicao quantitativa da ecologia

do rumen requer a aplicacao de técnicas de modelagao por computador.
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Somente por este processo seremos capazes de avaliar os dados e conceitos
disponiveis, para adequacdao ao dominio quantitativo e dinamico.

Nenhum sistema <n vitro é capaz de simular a complexidade e na-
mero de nichos ecologicos existentes no rumen <n vivo, em que factores
muito diversos, tais como a complexidade dos substratos alimentares (Hun-
gate , 1966 ; Tamminga, 1979 ) a frequéncia e nivel de ingestao alimenta-
res | Ganev et al., 1979 ; Zinn e Owens, 1983 ) a natureza fisica e qui-
mica dos alimentos (Genest, 1982), entre outros, determinam taxas de de-
gradagao e de passagem que afectam nao so as eficiencias dos crescimentos
microbianos individuais como,em Gltima analise,a eficiéncia de todo o e-
cossistema. Seja como for,estas técnicas sao insubstituiveis, se nao para
estudos quantitativos, pelo menos para os qualitativos.

As técnicas de estudo in vitro utilizadas permitem detectar dj-
ferencas nas fermentagoes que nao poderiam ser detectadas por qualquer
outra, por falha de sensibilidade. Alem disso é ideal para estudos em que
o conhecimento da cinética fermentiva e importante.

Um dos factores que poderd ter influenciado, de varias manei-
ras, os resultados dos presentes estudos,foram os baixos niveis de amonia
verificados nos meios de incubagcdo. Menke et af., (1979), Raab ( 1980},
Cagantaris (1981), e Jilg (1982),verificaram concentragoes de amonia, nos
seus estudos,bastante superiores. Estes autores  introduziram bicarbonato
de amonia nos meios tamponizantes, o que podera justificar, pelo menos em
parte, as diferencas observadas. Os baixos niveis de amonia deverao ter
resultado, quer de insuficiente protedlise e desaminacao, quer de esgota-

mento da amonia por excesso de energia. A populagao microbiana deriva a

maior parte dos seus acidos aminados do N-NH3. Mesmo com dietas normais,

30% a 80% do N bacteriano, e 25% a 64% do protozoarico, pode derivar do

N-NH, (NoLan, 1975).




Nao existe unanimidade relativamente a concentracao de N-NH3
mais adequada para o crescimento microbiano maximo. Varios autores refe-
rem valores de 5 a 8 mg.100ml_] (ALeison, 1970; Annison, 1975; Nikolic et
al., 1975; Satter e Slyten, 1974), enquanto que MilLen (1973) refere va-
lores de 29mg.100ml-1. Estudos ¢n vivo indicam valores de 9mg.100m1-](Hu-
me et al., 1970), Smg;IOOml_](OhOhie et al., 1977) e mesmo 23,5mg.100ml-1
(Mehnez et al., 1977). Contudo, Ontega et al., (1979) nao confirmaram es-
tas Gultimas observacoes. 0 efeito da disponibilidade em azoto sobre a ta-
xa de crescimento microbiano nao € o de uma relacao simples dose-resposta.
A proteclise ocorre apos ligacao da proteina a bactéria (Nugent e Mangan,
1981). Os protozoarios contribuem igualmente para a protedlise, mas a ac-
tividade proteolitica bacteriana é dez vezes superior a daqueles | Wif-
Liams, 1982).A desaminagao nao oxidativa no rumen parece ser superior a
da proteolise, ja que raramente ha acumulacao de acidos aminados. A desa-
minagao processa-se basicamente atmvés da reaccao de Stickland (Broderick
e Balthnop, 1979).

Se o nivel de azoto nao for adequado,pode ocorrer fermentacao

desacoplada (sem produgao Gtil de ATP) (Me Meniman et al., 1976; Butteny,

1977). Em contraste, se o nivel de azoto for excessivo, a energia pode

ser o factor limitante para a eficiente utilizacao do azoto.Butterny (1976)

e Butteny e Lewis (1976) descreveram recentemente as vias metabdlicas de
fixacao da amonia pelas bactérias. Seria de esperar, a partir de conside-
ragoes teoricas, que a concentragao de amonia no rumen, que satura a capa-
cidade dos microorganismos para sintetizar proteina,fosse relativamente.
baixa. As constantes de saturagao de amonia observadas por Schaefern et
al., (1980) para 9 especies de bacterias do rumen variaram entre 15 e
55 UM, o que é indicativo de que 95% da taxa maxima de crescimento deve-

ria ter ocorrido a concentracoes de amonia inferiores a 1mM. A via mais




-

importante no rumen parece envolver a glutamato desidrogenase (Km=5x10

(Bhatia et af., 1980). O NH

3 & primeiramente assimilado em acido glutami-
co e depois transferido para outros e;queletos carbonados pelas transami-
nases (Chalupa et al., 1970; Bhatia et af., 1980). Contudo,algumas bacte-
rias (v.g. B. ruminicola)nao tém citrato sintetase nem isocitrato desi-
drogenase, duas enzimas essenciais a sintese (via ciclo de Krebs)do a-ce-
toglutarato, o precursor imediato na sintese do glutamato pela glutamato
desidrogenase. Muitos microorganismos utilizam a via da glutamina sinte-
tase (Hobson e Wallace, 1982),a qual e Gtil para a captacao de baixas con-
ceﬁtragEes de amonia devido ao baixo Km para o NH3 da glutamina sintetase
(Km=1,8x10-3M). Esta via apenas é activada por baixas concentragoes de
NH3 (Engle et al., 1977).

Apesar da existéncia daquela Gltima via,a eficiéncia energetica
da sintese proteica diminui com baixas concentragées de amonia (Okorie et
al., 1977), ocorrendo normalmente, em tais condicoes, fermentagao energe-
ticamente desacoplada (Kang-Meznarich e Brodenick, 1981). Assim, as bai-
xas concentracoes de amonia observadas nos presentes estudos in vitro de-
verao ter afectado de alguma forma o significado global das observagoes.
Note-se, contudo, que o nivel da amonia no rumen dos ovinos dadores de
inoculo, alimentados com bolota, feno e bagago de girassol ( racao com
13% de PB) nao ultrapassou normalmente os 3mg.100ml‘1.

Quanto a influéncia dos substratos energéticos,nao € aparente
nenhum efeifo directo do tipo de glicido fermentado sobre a producao de
ATP e a taxa de crescimento microbiano. Tamminga (1979)refere que,com ba-
se em calculos bioquimicos teoricos, se verificam apenas pequenas dife-
rengas na produgao de ATP por equivalente de hexose fermentada quando a
fermentacao do tipo acetato se desvia para a do tipo propionato ou buti-

rato. A degradacdo dos glicidos facilmente fermentesciveis pode, no en-
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tanto, ter resultado na formagao de acido lactico como produto final, ou
~de propionato atraves da ineficiente via do acrilato. Nestas condigoes a
producao final de ATP por eqqivalente de hexose fermentada pode ser redu-
zida em 50% e as celulas microbianas podem ter derivado uma parte subs-
tancial do substrato energético para manutengao.
Aos incrementos na produgcao de gas podem nao ter correspondido,
necessariamente, crescimentos microbianos equivalentes.
Dos resultados obtidos podem-se salientar as seguintes conclu-

soes genéricas:

- 0Os metodos de estudo do rumen in vitro utilizados adequaram-se melhor
aos estudos da cinética da fermentagao ruminal que aos da degradagcao do
azoto.

- Para as fermentacoes in vitro seria mais adequada a utilizacdo de um
meio tamponizante mais complexo, contendo uma fonte de azoto nao proteico,
como por exemplo o sugerido por Menke et af., (1979).

- Para as condicoes utilizadas nos presentes estudos no rumen <n vitro
os substratos estiveram, aparentemente em excesso acima de 250mg para os
energéticamente mais concentrados, como o milho grao, enquanto que para
os menos concentrados, como o feno, nao se verificou nenhum excesso apa-
rente até 500mg.

- A percentagem de bolota ou alfarroba, nas misturas alimentares,a par-
tir da qual se observou efeito depressivo dos taninos foi diferente con-
soante os tempos de incubacao considerados:

Nas misturas de bolota+milho grio foi de 40% para as 12h e 60% pa-
ra as 24h de incubac3o; nas de alfarroba+milho grao foi de 20% para ambos
os tempos de incubagdo.

Nas misturas de bolota+milho+feno foi de 30% tanto ao fim de 12h co-

mo de 2hkh de incubagao; nas de alfarroba+milho+feno foi de 30% para ambos
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os tempos de incubagao.

- Com substratos incubados em excesso os niveis de PB das misturas ali-
mentares influenciaram o efeito dos taninos tanto da bolota como da alfar-
roba. Os efeitos mais pronunciados foram observados para 4,6% e 7,12 de
PB, para a bolota e alfarroba, respectivamente. Os decréscimos nos efei-
tos deletéreos estiveram positivamente correlacionados com os niveis azo-
tados, ao fim de 12h de incubacao, excepgaoc feita para 13% de PB e para a
alfarroba. 0Os efeitos beneficos foram mais aparentes com a adicao de ba-
gaco de soja que de ureia.

- Com quantidades limitantes de bolota e bagago de girassol os efeitos
dos taninos foram mais atenuados para as concentragoes azotadas mais ele-
vadas, as quais corresponderam igualmente os mais baixos niveis de ta-
ninos.

- 0s efeitos depressivos dos taninos, tanto da bolota como da alfarroba,
foram atenuados com o avangar do tempo de incubacao. Tais atenuagoes po-
derdo ter sido resultantes de fermentagoes energéticamente desacopladas,

ou atipicas.
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CAPITULO IV

ANEXOS
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Quadro A 4,2. Influencia do PEG sobre a produgao de gas (ml,%s)
de misturas alimentares @), contendo proporgoes
variaveis de bolota ou alfarroba e milho grao,
incubadas (1g de MS) no rumen in vitro. (n=3).

MS (%) PEG Tempo de incubagao (h)
MILHO BOLOTA (%) 3 6 12 24

100 0 0 5,8 0,8 | 16,52 1,7 | 41,0® 2,4 {158,5% 3,1
5 4,7° 0,8 | 15,7° 1,6 | 40,0® 2,6 153,22 3,3
80 20 o | 6,72 1,5 | 18,8° 2,6 | 38,8 2,0 [140,2° 4,0
5 6,00 1,0 | 18,52 2,9 | 36,5% 2,7 {141,0° 4,3
0 ,3 2,5 | 30,5° 2,9 | 66,7° 2,9 |141,4° 5,1
60 40 5 2° 3.0 24,§° 1,6 | 70,3° 3,1 |138,2° 3,1
0 |22,8% 2,7 | 41,3¢ 2,5 | 79,95 2,4 |142,2° 2,9
4o 60 5 123,29 2.9 | 42,7° 2,7 | 85,9° 2,6 |153,2% 3,k

* *%k%k
0o |26,5% 2,6 | 42,3° 1,6 | 73,7° 3,0 [132,8° 3,1
20 80 5 |28.0% 2.6 | 47.5° 1.3 | 88.0° 3.3 [146,79 3.3

* % * %k %k - kkk
0 100 0 |28,2f 1,9 | 48,2° 1,2 89,7? 3,3 |134,7° 2,9
5 |34,5% 1,7 | 56,5" 2,8 {103,2' 2,9 |149,0% 3,7

% % %* %k % * %Kk %k Kk

MILHO ALFARROBA 10
100 0 0 8,0 1,9 | 25,4° 2,7 59,32 4,4 1h6,5: 3,1
5 7,0% 2,3 { 25,3% 2,7 | 59,3° 4,6 |145,3° 6,2
b b b b

0 |20,0 4,7 { 46,1 4,8 | 67,5° 4,7 1137,0° 5,3
8o 20 5 [23,0° 4,7 | 47,3° 4,3 | 79,5 4,0 |146,5° 5.3
60 40 0 | 28,8 k.9 51,9° 3,5 68,52 4,8 [127,8° 3,4
5 34,8% 3,8 | 70,6° 3,6 | 93,8° 5,0 |143,5% 3,3

* * %k * %% * k%
40 60 0 |34,3% 5,7 | 59,29 5,1 | 75,87 h,6 |132,5" 2,6
5 | 46,8% 4,3 | 75,9° 5,5 | 93,8 3,9 {142,0° 3,4

* % * %% *xk%k *k%k
20 80 0 | 34,57 4,7 | 60,4% 3,9 | 75,8° 3,8 |134,5° 2,7
5 |53,0f 6,4 | 98,67 4,9 [119,3° 5,1 {159,5% 4,2

) * X * %k - kkk *k*
o 100 0 |33,8% 4,2 | 61,79 3,9 | 75,8° 4,9 |122,5% 2,4
5 |59,0% 4,0 {101,3" 4,5 |117,3% 5,7 {145,0° 3,8

*k %k * %Kk * %%k * k%

a) As misturas foram ajustadas a 13% de PB através da adigao de
bagaco de soja.

Dentro de cada coluna,e para cada tipo de produto nas misturas,
valores referenciados com letras diferentes diferem estatisti -
camente (P<0,01)
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‘Quadro A 4.3. Influéncia do PEG sobre a producao de gas
(ml, %s) de misturas alimentares a), conten-
do proporgoes fixas de feno de aveia e vicia,
e variaveis de bolota ou alfarroba, incubadas
(1g de MS) no rumen <n vitro. (n=3).

MS (%) ‘ » Tempo de incubacao (h )
Feno de | Milho Bolg_ PEG
aveia e ta (%) 3 6 12 24
vicia
50 0 0 6,22 2,41 25,02 3,3 50,5° 3,31127,5° 3,9
5 6,0° 1,3} 26,3 2,4 | 53,0° 2,2 128,22 3,1
4o 10 0 5,8° 1,3] 27,22°2,0 | 51,2° 1,3 12o,oi 4,1
5 6,0° 1,0 27,5°°2,0 | 51,8 2,3]120,2° 4.0
0 |12,5° 0,5]29,7° 1,9 | s54,6° 2,2 120,4° 5,7
301 20} 9,3° 0,5 30,3° 1,5 | 53,8° 1,9]118.0° 6.2
50
20| 30 | 0| 9.8°4,5)28,9°°2,9 | 44,8 1,3 106,5° 6,9
5 |{10,0° 1,2 28,8%2 2 50,2* 1,9 118,0° 7,2
0 9,3° 2,81 26,3* 1,9 | 48,5° 1,8] 96,59 5,1
PR aTB29] 38070 108 | 59.3° 2.1 | 10770° 27
*%k%k *kk Tk
0 50 0 | 12,0° 2,11 28,0°°2,6 | 49,8°°4,9| 98,39 2,8
5 112,5° 1,64 39,3° 2,2 ] 60,29 1,2 111,7°°4 .6
* %* %k *%
Al fard
roba 11
50 o | 0| 11,8 2,6]28,6"2,6( 53,3°2,9|128°_ 2,9
5 | 12,0% 3,0 29,3% 2,2 { 55,3% 3,4 127,3 4,7
0 |17,0° 4,01 37,5° 3,9 | 56,0° 6,0 123,0° 2,0
AU LU PO P S T Wh,8° 2,5 | 63,0° 4,81 123,3%5.1
30 | 20 | O | 24.8° 46 50,39 3,3 | 67,0°°5,3 | 123,8° 1,3
5 | 27,0° 5,8] 54,0° 2,9 70,0° 3,91122,3° 2,2
50
20 | 30 | O ]353 1.7] 59,38 3,1 79,3¢ 5,3[118,3° 3,3
5 138,39 1,71 66,3 2,5 87,8° 2,8/ 129,3° 2,7
* % * %k * %
10| so | O ]39,5°1,2]69,3F 3,1| 91,0° 5,4 122,5%4,
5 | 44,07 3,91 74,3% 2,9 104,37 5,0 138,3° 3.8
* +* * %k
o | 5o | 0 |%42,8 0,9)72,5° 2,4 95,5¢93 7] 122,30 3,3
5 | 47,5% 0,8 78,3 3,2 | 104,0" 3,5 134,8° 2.4
* % * %k * * %%

a) As misturas foram ajustadas a 13% de PB através da adigao de Zefna.

Dentro de cada coluna,e para cada tipo de produto nas misturas,valores
referenciados com letras diferentes diferem estatisticamente (P<0,01)
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Influencia do PEG, e do azoto da ureia e da soja,
sobre a producao de gas (ml, +s) da bolota (1g de

Quadro A 4.4,

MS) incubada no rumen in vitro. (n=3).
PB no substra- PEG Tempo de incubagao (h)

to incubado (%) % MS) 3 6 12 24
gl O 1,08 1,4 5,22 1,2 19,72 2,1 60, 7 2,5
UREITA ’ 5 5’;’**1’5 ]3’12*1’3 36 Z** 0 93 Z* L' 8
0.0l 0 3,3° 1,5 1,2° 1,5 57,0°%4,9 144,5° 7,4
’ 5 0,8, 1,5 4,22 1,0 59,0° 2,2 149,0°°3,3
13.0] O b,0° 1,4 0,7° 1,2 57,05 2,4 146,0° 3,6
’ 5 1’93 1’6 5’;1*]’8 67 é**1 9 ISO’Z:iZ’g
6.0l O 2,2° 1,0 2,7 1,2 52, 19 2,6 130,0f 3,8
SOJA ] 5 0,2° 1,6 6,2° 2,2 56 § 3,7 140,07 5,0
ool O 3,2° 2,3 10,7° 2,5 38,6° 3,0 90,5° 3,9
’ 5 6,39 2,2 17,29 1,6 59, 2° 4,1 150,86 1

* s k% * %%
13.0] 0 5,84 1,5 16,54 1,4 48, hg 1,9 123, 59 2,9
’ 5 7,39 2,6 22,3i 1,6 70 g 92,2 166, 8 3 L
60l O 6,8 2,0 21,3° 1,7 69,7"94,0 155, 5' 6,7
LS 9,39 1,6 27,77 2,0 80,8, 3,0 173,8) .6

Quadro A 4.5. Influéncia do PEG, e do azoto da ureia e da soja,

sobre a producdo de gas (ml, *s) da alfarroba (1g

de MS) incubada no rumen Zn vitro. (n=3).
PB no substra- PEG Tempo de incubacao (h)
to incubado (%) (% MS) 3 6 12 24
sel O 7,809 27,80 2,6 5537 1,3 99,00 3,3
UREIA 1 5 13,52 1,8 42,3° 3,3 78,0 2,2 132,0° 552
*k%k +* %% * %k *
0.0l 0 -A,zz 1,5 24,52 2,2 73,82 5,4 132, 3 7 5
s | b8, 1,5 43,32 0,9 99,8 3,2 161,5° 6,1
* %k . * %%k
1300 0 [1.28 1.3 26,32 3,5 73,03 7,0 133, 3 13,1
’ e e
5 10,3°1,0 43,3%°3,4 109,3%°8,9 186,0917,3
6.0l 0 -2,5% 0,8 29, 02 3,9 86,53 3,5 161 5° 2,4
’ e
SOJA 5 |-0,5% 2,1 39,07 3,8 106,8 3,5 186, o ' 2, 8
i 12,02 3,b 36,5¢ 4,8 79,52 8,9 141 0”10 ,5
s e
5 |16,0° 1,3 60,50 1,2 113,3° 2,6 181,0° 3,3
130/ © 12,0° 1,2 36,0° 1,6 74,8° 5.6 150, o h 0
15 15,39 0,9 62,09 0,6 121,89 3,8 204, 08 4,2
* *% *k%k
6ol 0 14,8921 61,84 0,9 122, og 4,1 223, o 3 4
71 5 11,0 1,7 78,5° 2,2 1 3 39 231, o 4.8
* %k k
Dentro de cada coluna,e para cada quadro,valores referenciados com le -

tras diferentes diferem estatisticamente (P<0,01)
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5. ESTUDOS I¥ vIvo DA DIGESTAO DA MATERIA ORGANICA E DO AZOTO E DA SIN-
TESE PROTEICA MICROBIANA EM OVINOS ALIMENTADOS COM ERVA DE OUTONO E
BOLOTA.

5.1. lIntrodugao

N30 s3o exaustivos os trabalhos efectuados no sentido de ava-
liar o valor nutritivo e alimentar dos frutos da azinheira e do sobreiro.
A maioria dos poucos trabalhos publicados foram realizados por pesquisado-
res espanhéis e incidiram sobre monogastricos.

Os valores relativos a composigao quimica e valor nutritivo ci-
tados pelos autores raramente se referem a sua origem (Q. suber L. ou &.
ilex L.) e representam usualmente valores médios:

Quadro 5.1. Composigao quimica da bolota

da Matéria Seca

3

FRUTO MS PB EE FB | ENA Jcd- |Amido | Cin-|Referén-

cares zas cias

Quercus 1lex L. ,
Integral 57,1 2,6 | 5,4 | 7,0 {41,0 - - 1,1 |EIN(1956)
Sem casca 57,9 2,8 6,6 | 2,1 {45,2 ) - - | 1,2 |EZN(1956)
Seca e moida

CATYD

Integral 90,0 L-4 | L4-5 [6-12 - |5-8 |38-40] - | (1979)
90,0 4,31 8,9 | 6,3 {67,3| - - | 3,2 |EIN{195¢)
- 6,3 (13,5 | 5,4 - | - - 2,0l {Macarno,

1357 (1976)

Sem casca 90,0 | 5-6,5 | 4,7 | 4-7 | 70-74{ 6-9 | 42-47|2,75| CATYD

7fg (1979)
88,8 6,4 | 8,5 3,3169,0 | - - (1,7 |Blanco ¢

Macar-

ho,
(1965)
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./

Integral, de-
sengordurada

Quercus suber L.

Integral

Sem casca
Seéca e moida

Integral

desengor-
durada

Nao especificado

Integral

verde

Seco e moido

Quercus ilex L.

+
Quercus suber L.

- | &2 1,k | 6,2086,9] - - (1,30 |Lugue e
M Lo
(1971)
- | 6,1 - 8,7 - | 16,4 65,9 | 2,3 [Carva-
Lho,
(1979)
53’0 393 3,2 5!’" 39,9 - - 1,02 EZN(,956)
- [ 8,1 ]7,0 - - - - 12,14 |Macarro,
836 | 837 (1976)
54,6 (3,5 | 3,8 1,7 bb,b4 - - | 1,20 [EZN(1956)
86,5| 5,7 | 6,6 5,0 67,1 - - 12,1 [EIN(1956)
- | 6,4 - 13,3 - |19,7] 58,6 { 1,0 [Carva-
ho,
(1979)
64,8) 3,7 | 3,7 5,4| 49,2 - - | 1,50 [EZN({1956)
7357 452 | 434 | 723 539
50 2,2 | 1,9 4,11 32,6 - - - [De Jua-
na(1953)
85,81 4,9 | 7,08 | 11,69 74,01 - - 12,3 {Torrent
et ak.,
(1961)
89,6 4,9 | 8,70 | 4,5]| 68,9 - - 2,6 |Zorita e
Arnias
(1965)
MS | PB EE NDF | ADF - |Lenhi Ein-
na 2as
89,7 5,1 [17,4 | 30,31 16,0 - | 6,23 1,4 [Feredl-
' A
(1984)
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Quadro 5.2. Valor nutritivo da bolota

Digestibilidade (% MS) Energia
FRUTO metabo- Referen-
1izavel|TDN .
MO PB | EE FB |ENA cras
(MJ/Kg)
Quercus 1lex L. 71,7 (18,2 187,3 47,3 77,1 11,9 [79,3|Boza zi
al.,
(1966)
Quercus serrata 80,0 10,7 |71 |lwata e
Hinouehd
[1941) -
citados
por Boza
et ak.,
(1966)

Quercus ilex L.
+
Quercus suber L.

Iintegral 10,6 [ 61,8
1231 | 70%6| EZN(1956)

12,7 | 74,2| Torent
et al.,
(1961)

68,7 59,7 | 83,8 18,3 175,3| 12,4 }72,4|Varela
et al.,
(1965)

65,7 - | (NDF= |(ADF=

23,8 | 12,2 - 10,4 - |Ferved-

na(1984)

Sem casca 11,7 { 74,2 (sé;g?
Torrada 76,1 | 8,6 |89 26,6 (82,8 14,3 |85,5{Varela

‘ et al.,

{1965)

50:50 -Mistura de
milho e bo-

lota integral | 79,8 |68,3 {72,6 |34,5 {85,6| 13,9 |82,8|Varela

et al.,
(1965]
50:50 -Mistura de mi-

Tho e bolota

descascada e

torrada 81,7 |u44,2 | 88,8 38,2 |86,5 14,5 | 86,7 |Varela
et al.,
(1965)
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Se o valor energetico da bolota nao oferece dividas, o mesmo ja nio acon-
tece no que se refere a proteina, cuja digestibilidade & bastante baixa.
Tal facto podera ser devido & riqueza da bolota em polifendis taninos,os
quais se podem complexar igualmente com a proteina dos outros componentes
da dieta, e afectar assim negativamente a digestibilidade da proteina da
racao. Varias experiéncias realizadas com porcos ( Toarent et al., 1961;
Macarro, 1964, 1973 ; Varela et af., 1965 ; Cuesta et al., 1969) ,ovinos
( Boza et ak., 1966 ; C,0.C.SA. ,1967; Ferreina, 1984 ) ,pintos | Zondl-
ta e Anias, 1965; Blanco e Macarro, 1965; Ferneina e Castro, 1966; Cuesta
et ak., 1966; C.0.C.SA., 1967) galinhas poedeiras {C.0.C.SA., 1967; Cuesta
et al., 1970) e bovinos (C.0.C.SA., 1967) confirmam aquelas consideragoes,
ressaltando que, embora a bolota ou a sua farinha sejam muito palataveis ,
acima de determinados niveis de incorporagao em dietas equilibradas deter-
mina diminuicao nos niveis das producoes animais.

Os niveis maximos de incorporacdo dependeriam da espécie animal
e do eventual tratamento sofrido pela bolota ou farinha de bolota: 40% de
farinha desengordurada em ragoes para suinos em crescimento(Cuesta et al.,
1966);50% de farinha de bolota sem casca, para frangos (Blanco, 1965);
30% de farinha de bolota, para frangos,e 20% para pintos (Ferreina e Cas-
tho, 1966) ;até 40% (Temperton,1943 - citado por Zorita e Anias, 1965),
ou 8% a 16% (Cuesta et ak.,1970) para galinhas poedeiras. Muito do efeito
depressivo podera ser devido aos taninos veiculados pela bolota.Com efei-
to, acima de determinados niveis de incorporagao de bolota em racoes
observou-se o aparecimento de coloragao verde na gema dos ovos (Temper-
Zon, 1943 - citado por Momrnison, 1956; Zonita e Anias, 1965)  produzidos
pelas aves alimentadas com tais ragoes. Outro efeito observado é o de cb-

stipacao (Ferreina e Castrno, 1966) e diminuicdo do transito intestinal.
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Ambos os efeitos poderao ser étribu?dos aos taninos da bolota. No en-
tanto, em nenhum dos trabalhos citados se procurou estudar os efeitos
nutricionais dos taninos. Também com ruminantes existem observacoes
do efeito negativo exercido pela bolota, acima de determinados niveis,
em racoes equilibradas. Num extenso trabalho realizado pela C.0.C.S8A.,
(1967) foi observado que os niveis aceitaveis de incorporagac eram de
15% para borregbs; 25% para ovelhas lactantes ; 15% para vitelos ate
150 Kg e 25% para vacas leiteiras.

Embora nao existam trabalhos publicados sobre o assunto, e do
conhecimento geral que os ruminantes, (tal como os porcos) mantidos em pas-
toreio de montado, nao s6 nao crescem adequadamente, como inclusive estao
sujeitos a grande mortalidade, em anos de fraco ou nulo crescimento outo-
nal da erva. £ usual ouvir-se dizer que, quando chove no Outono, a bolota
& "lavada' e nao exerce um efeito toxico tao aparente. A nossa opiniac e
diferente. Em anos de chuvas outonais abundantes o crescimento da erva é
suficiente para, apesar do seu baixo teor em MS e EM, colmatar o gran-
de "déficit" da bolota em PB. Nas regices de montado o teor médio em PB
da erva no Outono & de 26% (vér em resultados). Sabe-se que o nivel pro-
teico da dieta afecta a expressdo deletérea dos taninos (Schafgert et al.,
1974; Fond e Hewitt, 1979; Combs e Wallace, 1976 - citado por Price e Bu-
tlen, 1980).E provavel que o efeito benefico observado seja,pelo menos em
parte, devido a uma remogao mais completa dos taninos soluveis ao nivel
do tubo digestivo, permitindo que parte da proteina nao complexada seja
digerida e absorvida, por um lado, e que os taninos, ao serem adequada-
mente complexados com a protefna, precipitem nao sendo nem hidrolizados
nem absorvidos ( ou o sejam em menor grau), prevenindo assim os efeitos
nutricionalmente negativos e toxicos, por outro. Ao serem considerados os

efeitos dos taninos dever-se-a ter em conta a quantidade de PB da dieta,e

221




particularmente a relacao tanino-proteina (Capitulos 2,3 e 4).

Embora os escassos trabalhos realizados sugiram que a bolota a-
presenta uma boa digestibilidade da MO, estamos longe de conhecer a real
contribuicao da bolota para a satisfagcao das necessidades alimentares dos
ruminantes mantidos em pastoreio de montado, por um lado, e os efeitos dos
taninos da bolota sobre a utilizagao dos componentes da dieta, por outro.
Inicialmente tinha-se como objectivo o estudo da utilizagao digestiva,em
ovinos, de dietas contendo proporgoes variaveis de bolota, erva de outono
e proteina bruta. Os efeitos dos taninos seriam estudados, para cada ni-
vel, utilizando o principio de que o PEG se liga preferencialmente aos ta-
ninos relativamente a proteina e liberta a proteina dos complexos tani-
no-proteina pre-formados (Jones e Mangan, 1977). Barwy e Fonss (1983)apli-
cou este principio a estudos in vitro com Lotus pedunculatus,e Bawvy e
Duncan (1984) e Barny e Mantey (1984) aplicaram-no igualmente com Lotus
pedunculatus, mas em estudos in vivo. O nimero de animais cirurgicamente
fistulados e canulados necessarios, por um lado, e as dificuldades te-
cnicas e economicas inerentes a estes tipos de experiéncias, por outro,im
pediram a prossecucao do objectivo. inicialmente definido.. Assim, e a
fim de obter alguma informagao preliminar relativamente a utilizacao di-
gestiva da erva de Outono e da bolota optou-se por estudar, em ovinos fis-
tulados, a utilizacao digestiva da erva e da erva+bolota. N3o tendo sido
possivel, pelas razoes atras expostas, a utilizacao de dietas com diferen-
tes quantidades de bolota e erva, optou-se pelo estudo de apenas dois ni-
veis de bolota, 0% e 50%. A dieta de 50% de erva e 50% de bolota pretendeu
representar uma situacao alimentar normal num periodo outonal com disponi-
bilidade de erva.

A fim de estudar a actividade proteolitica no rumen utilizou-se a

tecnica dos saquinhos, para determinar a cinética da degradacao do azoto
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da erva no rumen dos ovinos, submetidos as duas dietas.

5.2. Materiais e metodos

5.2.1. Animais. Utilizaram-se 3 carneiros adultos de raca merino, fistu-
lados, de 66,36 e 62Kg, munidos cada um de duas canulas,uma no rumen e ou-
tra na porgao inicial do duodeno,a cerca de 5 cm a jusante da desembocadu-

ra dos canais pancreatico e biliar.

5.2.2. Alimentos. A bolota foi apanhada na Herdade Experimental da Mitra
da Universidade de Evora, durante os meses de Outubro e Novembro de 1983,
em montados mistos de sobro (§. suber L.) e azinho (§. ilex L.).A erva foi
colhida também no Outono, de um campo semeado na Estacao Zootecnica Nacio-
nal, e continha fundamentalmente azevem (Lolium perenne L.), trevo branco
(Tyifolium repens L.) e trevo da Pérsia (Trifolium resupinatum L.). Bolota

e erva foram congelados ate administracao.

5.2.3. Técnica dos saquinhos. Utilizaram-se saquinhos de nylon, de pano

de para-quedas. As dimensoes dos saquinhos e a relacao superficie:peso da
amostra a incubar in situ obedeceram ao preconizado por @nskov et al.,
(1981). Estes autores recomendaram a utilizagao de pano com dimensoes de
poros de 30 - 100 um, suficientemente grandes Eara evitar a acumulacao de
gas no interior dos saquinhos [ que faz com que flutuem no rumen, inibin-
do a degradacao (Uden et af., 1974) ], mas suficientemente pequenos para
evitar a perda de material por lavagem. 0 pano de nylon utilizado na con-
feccao dos saquinhes tinha poros de dimensoes significativamente maiores.
0 substrato utilizado foi a erva de Outono moida através de crivo de 5mm.
Em cada conjunto utilizaram-se 2 saquinhos para cada tempo de

incubacao por forma a obter 4 sacos/hora/carneiro.
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No metodo usualmente utilizado os saquinhos sao introduzidos to-
dos ao mesmo tempo no rumen e vao sendo retirados para cada um dos tempos

de incubagao seleccionados:

15

24
48

P 3

6
r— 9
15

24

0 método apresenta dois grandes inconvenientes praticos. Por um lado exi-
ge trabalho nocturno, e por outro a necessidade de marcagao dos saquinhos
(ou dos fios em que estao suspensos). Este metodo foi utilizado durante
trabalhos exploratorios para adaptacao da técnica. Nos estudos referidos
no presente capitulo os saquinhos foram introduzidos a horas diferentes.
A cada tempo de incubacao todos os saquinhos foram removidos e substitui-

dos por um novo conjunto (Paine et al.,1982).

48

15
24

jw

Este método evita a necessidade de marcacdo dos saquinhos e de trabalho
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nocturno. Além disso,durante todo o periodo experimental € mantido o mes-
no nimero de saquinhos no rumen, permitindo o maximo de utilizacao da sua
capacidade.

Apos- serem retirados do rumen,os saquinhos foram lavados simul-
taneamente, durante 5 minutos, sob jacto de agua continuo, utilizando um
aparelho desenvolvido pelo Doutor Ramalho Ribeiro (Departamento de Nutri-
cao da Estacao Zootecnica Nacional), o qual ligado a uma torneira permite

a lavagem de varios sacos em simultaneo.

5.2.4, Marcadores de transito. Hogan e Weston (1967) sublinharam a di-

ficuldade de obtencao, aquando de amostragens do conteudo duodenal atra-
vés de uma canula simples, de amostras nas quais as fases solida e liqui-
da estejam na mesma proporgao que no conteudo digestivo que transita no
intestino. A utilizacao simultanea de dois marcadores, infundidos em con-
tinuo, resolve este problema (Hogan ¢ Weston, 1967; Weston e Hogan, 1967} .

Utilizou-se o Co-EDTA como marcador da fase liquida, e o ses -
quioxido de cromio como marcador da fase solida. As doses de marcadores
administradas foram calculadas a partir da seguinte expressao ( ELL(s et
al., 1982):

~dia

dose ( ug/100 Kg P.V.)= NAMxF/100 Kg P.V.x1/K, xDx(1/0,5)

NAM = nivel analitico minimo para o marcadof, ug/g MS

F = volume de MS (‘dry matter fill") para o segmento intestinal,
g/100 Kg P.V.

K2 = taxa fraccional de renovacao, aproximada, esperada para o marca-

dor e expressa em dias

D = dias, apos administracao, da Ultima colheita.

0 volume de MS nao digerida no tracto gastrointestinal total (equivalente
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a MS fecal) foi calculada na base de 1% de P.V. e 1/K2-dia avaliado em 24,
Dado que os marcadores foram administrados continuamente,utilizou-se o va-
lor 1 para D.

Nos anexos A.5. representam-se os resultados dos ensaios condu-
zidos para estudar o comportamento de alguns marcadores,e descrevem-se os
criterios de seleccao utilizados e os principios subjacentes aos calculos

dos transitos.

Preparacao do complexo Co - EDTA. 0 processo utilizado foi basicamente o

de Uden et al., (1980):

1. Pesar para copo de 2{, 25g de acetato de cobalto (I[).QHZO, 29,29
de EDTA, e 4,0g de NaOH. Adicionar 200 ml de agua destilada.
2. Dissolver com aquecimento minimo
3. Deixar arrefecer e adicionar 20 ml de peroxido de hidrogenio a 30%.
Deixar repousar 2 - 3 horas a temperatura ambiente.
Lk, Adicionar 300 ml de etanol a 95% (V/V) e deixar no frigorifico du-
rante a noite.
5. Filtrar e lavar com etanol a 80% (v/V).
0s cristais de NaCo-EDTA assim obtidos s3o estaveis a 100°C e o seu peso
molecular e de 424,2.
Preparacao dos ''pellets'' de Cr203. A fim de faéilitar a administragcao do

marcador da fase solida, e evitar perdas nos comedouros, fizeram-se "pel

lets' com a composic¢ao seguinte (% da MS):

Milho Gr0 «.v. veue wee. 92,22

Bentonite .... .... .... 1,44
Melago Ceee eeee vee 3,46
Cr203 et eere eeee eees 2,88

A mistura foi adicionada agua suficiente para permitir a formacaoc de
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"pellets', numa peletizadora de laboratorio. Estes foram seguidamente man-
tidos em estufa, a 80°C, durante 24h, tendo-se assim conseguido uma con-

sisténcia que impediu a sua facil desagregacao.

5.2.5. Conducao das experiéncias. As duas dietas, erva de outono e erva

+bolota foram estudadas em dois periodos consecutivos.
Em cada periodo as experiencias decorreram segundo o esquema se-

guinte:

®» Alimentacao continua

e Colheita de fezes (-——l

Infusao dos
marcadores

Dias de ensaio
9 .10, N 12 . 13 , 14 . 15 6 , 17 , 18 , 19 20 _ 21

2 A 2 2
v v v L4 1 4 v v .

& a 'y
¢ s & o o pum . 2 | 2

il 1

B C

A= 12 conjunto de saquinhos

B= Colheita de amostras do rumen e duodeno, conforme o esquema da pagi -
na 229, e amostragem de fezes e urinas para analise de marcadores

C= Colheitas de amostras do rumen e 22 conjunto de saquinhos

Os alimentos eram administrados continuamente ao longo das 24 h do dia,
tendo-se utilizado para o efeito alimentadores automaticos (ver Anexos) .
0 local de alojamento dos animais foi mantido iluminado durante os perio

dos experimentais.
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As quantidades oferecidas foram calculadas para satisfazerem 1,5
vezes as necessidades de manutencgao.

0 Co - EDTA (solugao a 0,32%, P/V) foi infundido para o rumen 3
razao de 200m! por dia. Utilizou-se para o efeito uma bomba peristaltica,
e um tubo condutor de 1 mm de diametro que foi introduzido no rumen, numa
extensao de 30 cm, através de um orificio realizado na tampa da canula.

A solucao de Co - EDTA a infundir foi mantida em proveta gra -
duada a fim de controlar permanentemente a quantidade infundida (ver nos
Anexos) .

Os ''pellets', contendo aproximadamente 33 mg de Cr203/g, foram
administrados de forma continua, a razao de 50g/d aos carneiros nameros
1 e 3 e de 30g/d ao carneiro numero 2. Para o efeito, os '"pellets" foram
distribuidos uniformemente com o alimento sobre o tapete rolante do ali-
mentador automatico.

As colheitas de amostras obedeceram ao calendario atras referi
do. Resumidamente:
- uma semana de medicao da digestibilidade aparente da dieta.
- trés dias de colheitas ruminais e duodenais para determinacdo dos flu-
xos e das concentragoes médias do conteiido ruminal em Co - EDTA. As amos-
tras ruminais serviram ainda para o isolamento da fraccao bacteriana pa-
ra analise do azoto e D-alanina.
- um dia de colheitas,de 2 em 2 horas, apos cessacao da administracao
dos marcadores de transito, para calculo do tempo de permanéncia da fase
liquida e do volume do rumen (analise de Co- EDTA).

Dado que a alimentacao foi continua, seria de esperar que os
processos digestivos se processassem igualmente de forma continua, e nao
periodica. Em conformidade, € possivel que as colheitas ruminais e duo-

denais pudessem ser feitas apenas uma ou duas vezes por dia,durante 2 a 3
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dias, seguidos ou intercalados. No entanto, e dado nao termos experiencia
neste tipo de estudos, optou-se por colheitas de duas em duas horas por

forma a cobrir um ciclo alimentar completo, conforme o esquema seguinte:

J J LJ LJ L_J L_ o1

L. M g J J J v Dia 2
2

J L LJ LJ LJ L_ b3

L)

-
+
-

15 21 3 9 Horas

oy

A cada hora, colheram-se cerca de 50 g de digesta duodenal, e 100 g de
digesta ruminal, obtendo-se assim 12 amostras individuais de digesta ru-
minal e duodenal. As amostras duodenais foram reunidas numa unica amos-
tra composita para ulterior analise. As 12 amostras ruminais foram divi-
didas em duas porgoes cada, num total de 24, 12 foram reunidas numa a-
mostra composita destinada a posterior analise laboratorial e a colhei-
ta de bactérias, igualmente para fins analiticos. As restantes 12 amos-
tras destinaram-se a analise individual para Co - EDTA para avaliar das

condigoes de equilibrio (''steady-state'') no rumen.

5.2.6. Processamento das amostras. Todas as amostras foram imediata -
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mente congeladas ate serem analisadas.

As amostras de digesta ruminal destinadas a analise do N-NHz, e
de N total, foram acidificadas até pH 2,0 com acido metafosforico, antes
de serem congeTadas.

As fases liquidas das digestas foram obtidas por centrifugagao

a 2.500xg durante 30 minutos.

5.2.7. Analises laboratoriais. A materia séca (MS) foi determinada por

minada por incineragcao das materias sécas,em mufla a 550°C,durante 9 ho-
ras. 0 azoto total (NT) foi determinado pelo metodo de Kjeldahl {AOAC,

1970)utilizando selénio e sulfato de cobre como catalizadores (2 g de
mistura contendo 2% de selénio, 6% de sulfato de cobre e 92% de sulfato
do rumen e do duodeno por destilagao em aparelho de Markkam. As amos-
tras a destilar nao foram préviamente desproteinadas, e apenas se adi-
cionou hidroxido de sodio na altura da destilagao. Ensaios prelimina-
res permitiram observar recuperagoes de 100% de amonia, sulfato de amo-
nio e cloreto de amonio adicionados a amostras de liguido ruminal. 0

cobalto dos complexos Co - EDTA foi analisado por espectrofotometria
de absorcdo atémica, utilizando um espectrofotometro Perkin Elmer, mo-
delo 380 . As condicoes analiticas foram as sugeridas no catalogo
do aparelho. Os liquidos a analisar foram aspirados directamente para o
espectrofotometro. Dados os calculos inicialmente realizados relativamen-
te as quantidades de marcadores a infundir (ver em 5.2.4.), nao foram ne-
cessarias diluicoes prévias. Na medida em que os liquidos do rumen e duo-
deno nao foram préviamenfe desproteinados,houve necessidade de lavar fre-

quentemente o sistema de aspiracao do aparelho a fim de evitar diminuicoes
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"pellets'', matéria organica da digesta ruminal e duodenal e nas fezes foi
analisado pela técnica de Stevenson e Langen (1960), conforme adaptada a
rotina analitica pelo laboratorio de nutrigao animal da Estacao Zootecni=-
ca Nacional:

1 - A amostra incinerada, contendo 1 a 5 mg de Cr203 e transferida quan-

titativamente para balao de Erlenmeyer de boca larga, de 100 ml, gradua-

do a 100.

2 - Adiciona-se 6 m! de mistura acida (250 ml de stoh concentrado+250ml

de H3F04 (d=1,75)+500 ml de H,0 destilada+50 ml de Mn SOA.AHZO a 10% em

H20).

3 - Aquece-se até ferver. A fervura deve iniciar-se aos 30 segundos.

L - Adiciona-se 3 ml de solugao de KBrO3 a b,5%2 e deixa-se ferver durante
1 minuto.

5 - Retira-se o baldao da placa de aquecimento e deixa-se arrefecer. Adi-

ciona-se entao 20 ml de solugao de KBrO3 a 0,45% (50 ml de solugao de

KBrO3 a 4,5%+450 ml de H

tos.

50 destilada) e deixa-se ferver durante 3 minu-
6 - Deixa-se arrefecer e completa-se ao volume de 100 ml com HZO destila-
da. Agita-se.

7 - Transfere-se 10 ml para tubo ou balao graduédo de 25 ml.

8 - Adiciona-se 5 ml de solucao de NaOH a 10%.

9 - Aquece-se em banho de agua fervente durante 1,5 minutos a fim de que
precipite o MnO2 formado.

10 - Deixa-se arrefecer e completa-se ao volume de 25 ml com HZO destila-
da. Inverte-se cuidadosamente uma vez. (E importante 950 agitar a solu-

cao final antes da leitura porque o MnO2 precipitado desagrega-se facil-

mente formando uma suspensao coloidal).
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11 - Filtra-se, atraves de papel de filtro Whatman n® 40, uma quantidade
suficiente para ser lida em espectrofotometro a 400 nm.

12 - As amostras sao acompanhadas de testemunhas isentas de Cr (fezes co-
lhidas dos ovinos, antes da administragao dos marcadores).

13 - Para a curva padrao utiliza-se uma solucao de KZCrﬂh contendo 2,555

g.l-1 (1 mg de Cr,0 .ml_l).

3

grafia gas-liquido capilar dos esteres isopropilicos dos N-Heptafluorobu-
tirilaminoacidos. A histidina como éester Nim—etoxicarboniI-N-HPFB—isopro-
pilico. Estas analises foram realizadas no Laboratorio de Quimica Organi-
ca Fundamental da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova

lo método descrito por Garnet et al., [(1987):

Reagentes

1. Tampao pirofosfato de sodio 0,IM (pH=8,3) (arrefecido e oxigenado du-
rante 10 min.) (26,61g/1).

2. D-amino acido oxidase (4u/mg) (5mg/ml de tampao) (Porcine Kidney,=6308,
Worthington Biochemical).

3. Catalase (2,5 mg/5ml de HZO) (preparada diariamente) ( Bovine liver,
= 1849, Worthington Biochemical).

4. FAD (1 mg/ml de H,0) (F-6625, Sigma Chemical Co.).

5. Trietanolamina com EDTA (665-5, Sigma Chemical Co.).

6. NADH, (100 mg/10 ml de H,0) (340-1100, Sigma Chemical Co.).

7. Lactato desidrogenase (224 u/mg) (32,3 mg/ml) (Bovine heart, = 1224,
Worthington Biochemical).

8. D-alanina Padrao (0,4 mg/ml de HZO) (A-7377, Sigma Chemical Co.).
Processo

1. Pipetar para tubo de ensaio de 16x125 mm:
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a. 1,58 ml de tampao pirofosfato de sodio

b. 100 pl de hidrolizado neutro

c. 10 ut de solucao de catalase

d. 5 ul de solucao de FAD

e. 10 pl de solugao de D-amino acido oxidase
2. lncubar durante 2h a 39OC. Borbulhar 02 durante 5 segundos de 20 em 20
minutos.
3. Pipetar 1,0 ml da mistura reagente para cuvete de espectrofotometro.
L, Adicionar para a cuvete:

a. 60 ul de solugao de NADH2

b. 1,93 ml de trietanolamina com EDTA
5. Agitar e deixar equilibrar durante 3 minutos.
6. Colocar a cuvete no espectrofotometro e ler a absorgao a 340 nm.
7. Sem remover a cuvete, injectar 10 pl de lactato desidrogenase
8. Aquardar 3 minutos e ler a absorgao.
9. Lavar a cuvete com metanol, depois com agua destilada, e novamente
com metanol. Remover o maximo de metanol possivel e reiniciar.

A. Deve-se tracar uma curva padrao com cada conjunto de amostras.

B. Cada amostra € analisada em duplicado com ensaios em branco também
em duplicado.

C. Os ensaios em branco sao realizados com os mesmos reagentes, mas a
D-amino acido oxidase & substituida por agua destilada.

D. A NADH,, a trietanolamina e a LDH devem ser mantidas em banho de ge-

2

lo.
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5.3. Resultados e discussao

5.3.1. A composicao quimica dos alimentos utilizados est3 expressa no

quadro 5.3.

Quadro 5.3. Composicao quimica dos alimentos
% da MS
MS
(%) MO PB. SES  UNDF"  'ADF"  N-"ADF"
Erva de
Outono 13,9 84,0 24,6 4,1 53,7 39,3 0,65
Bolota 61,3 98,3 4.6 10,0 34,0 22,2 0,23

Apesar da erva utilizada nestes estudos ser diferente, na sua
composicao floristica, da erva que normalmente se encontra nas zonas de
montado das regioes do Sul do Pais, apresenta um nivel proteico = seme-
lhante. Amostras de erva colhida na mesma altura em zonas de montado da
Herdade da Mitra da Universidade de Evora apresentaram 26% de PB e L

de 'NDF".

5.3.2. Digestibilidade aparente. No quadro 5.4, representam-se os valo-

res da digestibilidade aparente das dietas estudadas. A digestibilidade a-
parente da MO foi semelhante para as duas dietas, sendo a da erva idénti-
ca a encontrada por outros autores (Ribeino, 1979; Bary e Manley, 1984;
MacRae et al., 1985). A digestibilidade aparente calculada para a bolota
foi de 73,5; 77,0 e 76,0 para os ovinos 1, 2 e 3 respectivamente, pressu-

pondo nao ter havido efeitos associativos entre a erva e a bolota. Estes
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valores sao proximos dos encontrados por alguns autores espanhois, embora
superiores aos observados por Ferrecna (1984) para a bolota apanhada na

mesma origem (Quadro 5.2.).

Quadro 5.4. Digestibilidade aparente de alguns

componentes das dietas estudadas (%).

DI ETA
ERVA ERVA + BOLOTA
Carneiro n@ Carneiro n®
1 2 3 1 2 3

MO 73,2 74,9 75,4 72,7 73,9 74,8

N 7616 76’6 79’9 62,2 63;’" 6597

NDF 70,9 69,0 72,6 61,1 60,4 62,4

ADF 69,4 64,0 71,4 54,5 52,5 55,9

ADIN 8,4 37,3 19,7 |-56,1 -38,7 -30,4
ADIN excretado

ADIN ingerido 0)92 0963 0’80 1,56 1’39 1930

5.3.3. Fluxo e digestao da matéria organica. Os valores das digestibili-

dades parciais ao nivel dos compartimentos gastricos e dos intestinos es-
tao expressas no quadro 5.5. A proporcao de MO - aparentemente digerida en-
tre a boca e o duodeno foi marcadamente superior para a erva, excepto pa-
ra o ovino 2 em que a diferenca foi muito pequena. 0 comportamento alimen-
tar daquele ovino foi bastante distinto do dos outros. Raramente ingeria
a sua racao com o mesmo apetite dos outros e as digestas do rumen e duo-
deno apresentaram sempre percentagens de MS duplas das dos outros ovinos,
sugerindo uma menor secrecao salivar. Dai que,como observaremos para ou-

tros parametros estudados, o ovino 2 tenha exibido um comportamento dis-
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tinto do dos outros dois. Nao inferimos dai que o seu comportamento tenha
sido atipico.

As proporgoes de MO aparentemente digeridas nos intestinos fo-
ram, pelo contrario, bastante superiores para a dieta de erva + bolota.

As diferencas na digestao aparente nos compartimentos gastricos
entre as duas dietas podem ser atribuidas a varios factores: uma maior re-
sistencia da MO da bolota a degradagao, um menor tempo de permanéncia me-
dio, ou influéncia negativa exercida pelos taninos da bolota. Este ulti-
mo efeito poderia ser testado mediante administragao de PEG.

A proporcao de MO da erva aparentemente digerida no rumen foi
superior aos valores referidos por outros autores ( Ufyatt e MacRae, 1974;
Johnson e Bergen, 1982; Conbett et al., 1982). No entanto na maioria dos
trabalhos efectuados foi utilizada erva colhida na Primavera.MacRae et al.,
(1985) realizaram recentemente estudos com erva de Outono, mas nao apresen-
tam resultados sobre a digestao da MO. E possivel que as condicoes de ali-
mentacao continua tenham resultado numa maior digestao parcial ao nivel do
reticulo-rumen,ou que a erva de Outono apresente uma degradabilidade maior
dos seus componentes parietais relativamente a erva colhida na Primavera.

A menor digestao aparente, no rumen, da MO da erva + bolota po-

dera ter resultado de uma inibicao da digestao da MO, por accao dos tani-

nos, em conformidade com o observado por outros ‘autores para alimentos ri-

cos em taninos tais como Lotus pedunculatus (Barry e Manfey, 1984),silagem
de sorgo (Ben-Ghedalia e Tagarni, 1977), Serice lespedeza (Donnelly e An-
thony, 1970), Coronila varia (Buws e Cope, 1974), grao de sorgo ( Hibbend
et al., 1982), milho miudo (Ramachandra et ak., 1977), fava | Bond, 1976;
Buckley et al., 1983) e folhagens de arbustos (Van Hoven, 1984). A MO da
bolota nao parece apresentar uma degradabilidade intrinsecamente baixa,

pelo menos quando comparada com a da MO do milho grao (ver Cap. IV).
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5.3.4, Fluxo e digestao do azoto. No quadro 5.4. representam-se os dados

calculados das digestoes parciais do N ao nivel dos compartimentos gas-

tricos e dos intestinos. As digestibilidades aparentes do N da erva asse-
mélham-se aos encontrados por outros autores (0,75:MacRae, 1976;0,72:Ban-
hy e Manley, 1984), embora sejam bastante superiores aos encontrados por
Ribeino et al., (1981) (0,62) e MacRae et al.f1985) (0,65) para erva de
composicao floristica semelhante. A digestibilidade aparente do N da erva
+ bolota foi marcadamente inferior ao da erva. Tal diferenga nao pode ser
atribuida apenas ao N da bolota ja que com a dieta de erva + bolota a per-
centagem de N contribuida por aquele fruto foi de apenas 16% do N total
ingerido. Ferreina (1984) observou, em ovinos alimentados com feno e bolo-
ta,que a digestibilidade aparente do N do feno (0,69 ) foi deprimida quan-
do se adicionou 30% de bolota a ragao(0,63).

Devido as condigoes experimentais as quantidades de N ingeridas
pelos ovinos foram muito superiores com a dieta so de erva. 0s ovinos as-
sim alimentados evidenciaram perdas significativas de azoto entre a boca
e o duodeno, excepto o ovino 2 que exibiu um ligeiro ganho. Os mesmos ani-
mais, quando alimentados com erva + bolota, mostraram, pelo contrario, um
ligeiro ganho de N, tendo este sido maior para o ovino 2.

A digestao intestinal do NNA (como proporgac do NNA que fluiu
diariamente pelo duodeno) foi ligeiramente inferior para a dieta de erva +
bolota relativamente a de erva. Apesar dos ovinos, quando alimentados com
erva + bolota,terem ingerido apenas 59,k; 61;9 e 59;5% do N ingerido coma
dieta so de erva, o NNA digerido nos intestinos foi de 80,8; 63 e 81;3% do
digerido com a dieta so de erva. A ligeira depressao observada na digestao
intestinal foi largamente compensada pelo maior ganho de N entre a boca e
o duodeno. A digestibilidade aparente do N da erva nos intestinos foi bas-

tante similar a media de 0,70 referida por Amstrong et al., (1977) num




estudo de revisao sobre o assunto.MacRae (1976) observou um valor de 0,75
para o azevem perene e MacRae et al., (1985) 0,68 para uma erva com compo-
~sicao floristica idéntica a utilizada no presente estudo. A digestibilida-
de intestinal aparente envolveu o intestino delgado, o cego e o colon. A
fermentacao dos glucidos residuais no colon,com a consequente sintese de
biomassa microbiana e sua excrecao fecal,contribui nao so6 para os efeitos
associativos dos alimentos, particularmente no que se refere a digestao do
N ( Lindsay e Amstrong,1982 ),como tambem para mascarar a digestibilidade
enzimatica do NNA ac nivel do intestino delgado. As digestibilidades apa-
rentes do NNA,medidas ao nivel das fezes, sao usualmente inferiores 3s me-
didas ao nivel do ileo terminal. Assim sendo, os valores por nés caicula-
dos poderiam estar acima da media calculada por outros autores (ARC, 1980;
Lindsay e Anmstrong, 1982)embora autores Franceses (INRA; 1978)considerem
valores de absorbabilidade da proteina alimentar nao degradada no rumen
variando de 60 a 95%. Os cloroplastos contem cerca de 75% da proteina to-
tal na folha, e 50% dessa proteina & constituida pela ribulose - 1,5 - di-
fosfato carboxilase, a primeira enzima no ciclo fotosintético de Calvin
(Mangan, 1982). Esta proteina apresenta, nos monogastricos, uma digestibi-

lidade aparente semelhante™a da caseina (Pénée; 1971).

Nos quadros 5.7. e 5.8. representam-se os valores de azoto e

D-alanina nas bacterias do rumen e os calculos da degradacdo do N alimen-
tar e da sintese microbiana no reticulo-rumen. A degradabilidade do azoto
da erva no rumen do ovino 2 foi bastante inferior a verificada para os ou-
tros animais, para os quais o valor de 67 e 68% se aproximam dos valores
encontrados por outros autores. MacRae e Ulyatt (1974) e Ulyatt et ak.,
(1975) observaram valores de degradabilidade do N total de pastagem de a-
zevem e trevo branco, no rumen de ovinos, da ordem dos 70%.Valores méedios

semelhantes sao apresentados pelo ARC (71980). 0 valor nitidamente inferior
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observado com o ovino 2 n3o parece ter resultado de erros de medigao de
fluxos, ja que o seu comportamento foi igualmente diferente com a dieta
de erva + bolota (vér em 5.3.3.). Contudo nao se pode afastar tal hipote-
se. Dos resultados baseados em 259 medicoes em ruminantes em pastagem de
azevém e trevo branco no Grassland Research Institute (Hurley,linglaterra)
Thomson (1982) concluiu que flui menor quantidade de N total no duodeno,
relativamente a quantidade ingerida, excepto em ovinos com baixo nivel de
ingestao de N ( < 18g N/d) em que, presumivelmente devido a reciclagem,
aquela quantidade & maior.Concluiu igualmente (o que nao deixa de ser sur-
preendente) que nao ha distingdo entre espécies forrageiras ou estagao de
colheita. Contudo, o erro da determinagcao do fluxo total de N no duodeno
& grande e a ingestao de N uma base inaceitavel para previsao do fiuxo de
azoto no duodeno {ULyatt e Egan, 1979).No presente estudo o ganho de azo-
to entre a boca e o duodeno foi negativo, tendo a perda de N sido de 26%
e 30% para os ovinos 1 e 3,respectivamente.0 ovino 2 apresentou um balan-
co nulo. Ulyatt et al., (1975) e Thomson (1982) referem fluxos duodenais
de NNA de 0,75 do N total ingerido, valor com o qual se assemelham os
obtidos com os ovinos 1 e 3.

A menor degradabilidade do N com a dieta de erva + bolota nao
pode ser atribuida apenas ao N daquele fruto. E pqssfvel que os taninos
tenham inibido a degradagao do N da dieta, tal ‘como observado in vitro
(Capitulo V). A par da menor degradagcao do N pode ter-se verificado uma
maior reciclagem de N para o reticulo-rumen devido ao maior suprimento de
energia e ambos os factores poderao ter contribuido para o ganho de N ob-
servado entre a boca e o duodeno. Devido a problemas resultantes da con-
taminac3o das urinas recolhidas nao foi possivel medir as perdas urina-
rias de azoto nem a retencao azotada dos ovinos alimentados so com erva.

Atendendo aos niveis de amonia no liquido ruminal (Quadro 5.9.) € de espe-

243




rar que as perdas de amonia tenham sido grandes no caso dos animais ali-

mentados sO com erva(Tamminga, 1979; Satter, 1982; MilLern, 1982).

Quadro 5.9. Taxas de renovagao do liquido do rumen

e niveis de N-NH3 nesse liquido.

DIETA

Erva de Outono Erva + bolota

oV 1 ov 2 ov 3 ov 1 ov 2 ov 3

-K 0,1055 0,0968 0,1028 | 0,0786 0,0722 0,0864
T 9,5 10,3 9,7 12,7 13,9 11,6

N-N
H3

A eficiéncia da sintese microbiana foi superior com a dieta de
erva + bolota, excepto para o ovino 2 em que foi menor.0s valores encon-
trados com a dieta so de erva sao ligeiramente inferiores aos referidos
por Hogan e Weston {(1981) e Conbett e Pickerning (1981), mas semelhantes
aos calculados por Vénite et al., (1979).A maior eficiéncia da sintese

microbiana calculada para os mesmos ovinos com a dieta de erva + bolota

pode ter resultado de varios factores em simultaneo, mas nenhum deles de

forma evidente: os taninos da bolota podem terlexercido um efeito depres-
sivo sobre populacoes menos adaptadas ou menos eficientes (Hungate,1975);
pode ter-se verificado uma melhor sincronizagao entre a disponibilidade

de energia e azoto, ja que a taxa de degradagao da MS da bolota é supe-
rior a da erva ( ver Cap. IV) e pode adaptar-se melhor a elevada degrada-
bilidade do N da erva (vér 5.3.5. ). A riqueza em matérias lipidicas da
bolota utilizada poderia, de alguma forma, ter afectado a digestao no

rumen e a sintese microbiana. Os lipidos podem deprimir a digestao dos




gldcidos estruturais e diminuirem o nivel de aménia no rumen ( Tamminga,
1983) através da inibicao dos protozoarios. Seja como for, a eficiéncia
da sintese microbiana foi relativamente elevada e apesar da baixa di-
gestao aparente da MO no rumen a relacao N bacteriano (g/d)/N ingerido
(g/d) foi superior para a dieta erva + bolota. No entanto néo se podem
fazer comparagoes directas ja que, como referido, a ingestao de N foi
inferior,

A composicao da proteina duodenal pode ser importante relativa-
mente a absorcao intestinal subsequente. Os acidos aminados contribuem a-
proximadamente em 80% da proteina bruta total e o N dos acidos nucleicos
em 14 a 25% (Smith, 1979). Ao contrario do que acontece nos monogastricos
em que a composicao da digesta duodenal reflecte a composicao da dieta
ingerida, nos ruminantes, devido a accao tamponizante do rumen, a compo-
sicao da digesta duodenal é notavelmente constante e independente da die-
ta (Hogan e Weston, 1987). No quadro 5.10.contrastam-se as informacoes
publicadas por Hogan e Weston(1981) referentes a 8 dietas de forragens,
por Proud (1972) e ULyatt et al., (1975) para os ovinos alimentados com
erva verde (congelada), e por CLarke et al., (1966) para uma dieta de fe-
no e concentrado,com as obtidas no presente estudo. Com‘excepcéo da pro-
lina e serina,em que as concentragoes foram significativamente diferen-
tes entre as duas dietas experimentadas, nao se‘observaram diferengas si-
gnificativas para os outros acidos aminados. Dado que os coeficientes de
variacao entre ovinos foram elevados, e que o erro médio da determinagao
dos acidos aminados nas diversas amostras foi de 16%, devem-se colocar

sérias reservas na interpretacao daqueles dados.

A composicao em acidos aminados das bactérias do rumen parece
ser relativamente constante (Purser e Buechler, 1966; Thomson, 1982),em-

bora Hogan e Weston (1981) tenham observado grande variagao no que con-
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Quadro 5.10. Composigcao em acidos aminados da di-
gesta duodenal de ovinos submetidos a
varias dietas (mol1/100 mol).[ X (¥s)],

n=3.
Dieta Erva Forragem Feno, mi- Erva Erva+bolg
verde desidrat. lho e ba- ta
gaco de
soja
Autor Proud Hogan ¢  Clarke et Ulyatt Presente estudo
(1972) Weston al.,(1975) et ak.,
(71981 (1975)

Arginina 9,3 3,9 3,9 4,8 5,4 5,5
(2,0) (1,4

Histidina 1,8 1,6 1,7 2,1 - -
Isoleucina 5,5 5,5 5,5 5,6 4,8 4,3
(1,3) (0,3)

Leucina 9,0 8,8 8,3 8,8 11,5 8,5
0,7) (0,7)

Lisina 5,9 5,7 5,9 7,2 8,7 7,0
1,0) (0,9)

Metionina 2,5 2,8 - 2,4 2,9 2,9
(0,3) (o0,4)

Fenilalanina 4,5 L4 4,1 5,7 5,2 5,2
0,9) (0,3)

Treonina 6,5 5,7 5,7 5,9 5,9 5,3
(0, (0,7)

Valina 6,4 7,3 6,8 6,4 7,5 8,1
(1,5) (1,4)

Alanina - 10,6 9,5 7,1 6,3 6,7
(0,7)  (1,1)

Ac.aspartico 10,4 10,8 10,8 11,1 7.4 10,3
(0,7)  (1,3)

Cisteina 2,9 - - - 5,7 7,1
(0,50 (2,1)

Ac.glutamico 5,5 9,9 12,5 12,8 1,4 10,7
(1,8  (1,3)

Glicina 10,0 8,2 9,0 6,1 6,9 8,0
(0,5) (0,8)

Prolina 6,1 5,6 5,1 4,2 6,0 1,7
(0,3) (0,5)

Serina 9,6 5,9 6,1 5,5 4,4 8,7
(1,3) (1,4

Tirosina 2,9 3,3 3,4 4,2 - -
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cerne a lisina, treonina,

no quadro 5.11

metionina e cisteina.Dos valores representados

.nao parece ter havido diferenca significativa na composi-

¢ao em acidos aminados das bacterias colhidas do rumen dos ovinos quando

alimentados s6 com erva ou com erva + bolota,a excepcao da prolina e aci-

do glutamico que foram menores para a dieta so de erva. Atendendo

contu-

do ao erro analitico de 16% encontrado na analise quantitativa dos acidos

aminados, estas diferengas podem ser apenas aparentes.

Quadro 5.11.

Composigcao em acidos aminados da erva,

bolota e bacterias do rumen (g/100g de

jcidos aminados totais).[ X (* s)],n=3.

Bacterias do rumen

Erva Erva Erva + Bolota

Arginina 7,2 (0,7) 3,9 (0,4) 4,2 (0,2)
Histidina 2,7 (0,2) - -

Isoleucina 4,0 (0,5) 5,2 (0,3) 3,6 (0,9)
Leucina 8 (1,0) 8,3 (1,6) 10,5 (0,2)
Lisina 7 (1,6) 9,9 (2,4) 7,9 (0,9)
Metionina 2,2 (0,3) 2,9 (0,3) 2,8 (0,1)
Fenilalanina 5,2 (0,7) 5,4 (1,6) 6,5 (0,4)
Treonina 6,0 (0,5) 2,9 (0,8) - 2,5 (0,4)
Valina 7,3 (1,0) 6,3 (0,2) 4,2 (1,0)
Alanina 7,2 (1,1) 5,3 (0,9) b,h (1,4)
Ac.aspartico 9,9 (2,1) 9,3 (0,6) 9,8 (0,8)
Cisteina 2,1 (0,9) 6,8 (0,6) 6,8 (1,1)
Ac.glutamico 13,2 (3,2) 12,8 (3,8) 20 (2,1)
Glicina 5,0 (0,8) b,7 (1,2) 4,5 (0,6)
Prolina 4,8 (0,8) 4,2 (0,3) 5,1 (0,1)
Serina 5,5 (1,3) 5,6 (1,1) 6,0 (0,7)
Tirosina 3,2 (0,6) 6,0 (1,1) k0 (1,3)
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5.3.5. Desaparecimento do azoto,dos saquinhos.-Nos quadros 5.12 e 5,13

representam-se os valores de MS e N desaparecidos dos saquinhos ao fim de
diversos tempos de incubagao.

A MS saida dos sacos foi menor,ao fim de 9 e 12 h de incubagao,
para os ovinos 1 e 3,quando alimentados com ervatbolota.Para as 6 primei-
ras horas de incubagao para os ovinos 1 e 3,e para todos os tempos de in-
cubagao para o ovino 2,nao se observaram diferencas apreciaveis nos valo-
res de MS saida dos saquinhos para as duas dietas estudadas. As taxas de
saida da MS foram mais baixas quando os ovinos foram alimentados com erva
mais bolota.

No que respeita a saida do N dos sacos observou-se um fenomeno
semelhante:menor percentagem de N desaparecido,principalmente a partir
das 6 h de incubagao,quando os animais foram alimentados com erva+ bolota,
relativamente ao observado quando os mesmos animais foram alimentados so
com erva.Ainda aqui o ovino n2 2 exibiu um comportamento distinto. Apesar
das diferengas observadas,os valores dos coeficientes de regressao obti -
dos para o N (y=% de N desaparecido;x=tempo de incubacao,h) foram iguais,
ovino a ovino,para as duas dietas.

Estes dados sao dificeis de interpretar,por varios motivos.0 pa-
no de dacron utilizado na confecgao dos saquinhos tinha poros de dimensoes
muito superiores as recomendadas pelos autores.A medig¢ao, ao microscopio,
de 200 poros (40 poros x 5 retalhos diferentes) permitiu evidenciar que as
dimensoces médias eram 86(*16,3) x 65(+16,7) um, (5590 umz),valores 2,5 ve-
zes maiores que os actualmente recomendados (Onskov et al.,1981). Nestas
condigoes a fraccao de MS ou N que desaparece instantaneamente € elevada
ja que tal desaparecimento resulta de mera lavagem.0s elevados valores de
MS e N desaparecidos ao fim da 12 hora de incubacao poderao ter resultado

desta circunstancia,aliada ao facto da erva grosseiramente moida que foi
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Quadro 5.12. Desaparecimento da MS da erva,dos saquinhos de nylon

incubados no rumen in situ (% da MS inicial) ( media

de 2 saquinhos por animal).

Dieta dos ovinos
Tempo
Erva Erva+Bolota

de

permanencia Ovino nQ Ovino n@
(h) 1 2 3 1 2 3
1 37,2 30,0 34,7 37,k 35,2 37,5
3 Lo,1 36,4 38,0 41,8 37,3 39,4
6 50,9 43,5 46,7 k7,5 h2,1 k9,9
9 61,3 55,5 58,1 54,1 53,7 52,3
12 66,0 60,0 64,2 61,4 59,9 60,0
r 0,98 0,98 0,99 0,99 0,98 0,98
b 0,056 0,064 0,059 0,0hL4 0,051 0,044

Quadro 5.13. Desaparecimento do N da erva,dos saquinhos de nylon

incubados no rumen in sittu (% do N inicial) ( media

de 2 saquinhos por animal).

Tempo Dieta dos ovinos
de Erva Erva+Bolota
perm?zincia Ovino n@ Ovino n®
1 2 3 1 2 3
1 50,9 49,2 49,8 48,7 48,0 k6,5
3 52,7 51,6 51,6 50,9 Lg,2 48,0
6 59,0 55,5 60,0 54,9 53,1 53,4
9 65,2 60,9 65,0 61,0 57,7 60,0
12 72,7 65,1 73,0 70,2 64,0 66,0
r 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
b 0,033 0,026 0,036 0,033 0,026 0,033

Coeficientes de correlacao e de regressao segundo a equacao exponenci-

al y= e X
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introduzida nos saquinhos ter apresentado uma elevada proporgao de materi-
al pulvurento que safa dos saquinhos por mera manipulagcao destes. Para re-
sultados mais consistentes deveriamos ter utilizado material vegetal verde
(sem secagem) e cortado com tesoura em particulas de 1 a 2 cm.

Pelas razées expostas decidimos optar,em alternativa ao de Ors -
kov,por um modelo mais simples sugerido por MilLer (1980):Fazer a regres -
sao dos ltogaritmos dos valores de N desaparecido em funcao dos tempos de
incubagdao.Tal modelo nao se ajusta adequadamente a valores obtidos para a-
lem das 12 h de incubagso,no entanto,como salientado por Miller, a. major
parte da degradagao das proteinas verifica-se dentro daquele periodo de
tempo (M{lLer,1980).

As menores quantidades de MS e N saidos dos saquinhos introduzi-
dos no rumen dos ovinos quando alimentados com erva + bolota dificilmente
poderao ser explicadas por uma maior fase de latencia microbiana ja que os
animais foram alimentados de forma continua. E possivel que tais diferen -
gas ,particularmente as verificadas ao fim de 6 al12h de incubagéo se
tenham ficado a dever,quer a uma menor populagao microbiana total, quer a
um certo grau de insolubilizacao do N da erva por acho dos taninos veicu-
lados pela bolota,ou a ambos.Poder-se-a igualmente ter verificado,nao uma
diminuicao do crescimento da microbiota ruminal,mas antes um decrescimo
no nimero de organismos celuloliticos (que sao os'méis proteoliticos), em
favor dos amiloliticos,quando 50% da erva foi substituida por bolota. Se-
ja como for estes resultados confirmam a menor degradagao do azoto calcu-
lada atraves das medicoes duodenais (quadro 5.8.).

Dadas as limitacdes inerentes a estas experiéncias,nao é pos-
siveis retirar conclusoes.Estes resultados deverao ser considerados como
preliminares para estudos ulteriores baseados na metodologia sugerida(pa-
gina 222).Por este motivo optamos pela apresentagao individual dos resul-

—~ - - -~ - < -
tados e nao tentamos nenhuma inferencia estatistica.
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C 5.1. Principios das medicoes,definigcoes e metodologias envolvidas em

estudos da digestao 7n vivo.

Digestibilidade da racao. A guantidade de um nutriente 'aparentemente'

digerida é a diferenca entre uma quantidade de um nutriente que entrou,
apos aplicagao oral ou ingestao numa seccao ou no tracto gastro-intesti-
nal total (I), e a quantidade do mesmo nutriente que é rejeitada aboral-
mente a secgao ou tracto gastro-intestinal total (E)

= I-E
te'' digerida de um nutriente e a quantidade ingerida desse nutriente (I)

- LE (de0a1)

expressa, em percentagem da quantidade de material ingerida

= 325 % 100 (de 0 a 100 )
bsorvida de um nutriente) é a diferenca entre a quantidade de um nutri-
ente que entrou oralmente numa sec¢ao ou no tractogastro-intestinal to-
tal (I) e a quantidade do mesmo nutriente que é rejeitada aboralmente a
sec¢ao outracto gastro-intestinal total (E), deduzida da quantidade endo-
gena do nutriente (e)

= I-(E-e)
A digestibilidade ''verdadeira' (= absorbabilidade) é a relacao entre a
quantidade ‘'verdadeiramente digerida' de um nutriente e a quantidade in-
gerida (I)

1-(E-e)

=—I——(0a1)
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Cinetica da digesta. 0 alimento ingerido e a agua desaparecem do rumen

de duas maneiras: por digestao e absorcao,e por passagem. Somente a ma-

teria nao digerida passa para o compartimento digestivo seguinte. Neste

contexto a taxa de desaparecimento,do rumen, de qualquer componente. ali-

mentar sera a soma das taxas de digestao e passagem, a qual iguala a ta-

xa de aparecimento nos efluxos (produtos absorvidos e materiais saidos).

A taxa de saida ou passagem, num sentido matematico estrito, refere-se ex-
clusivamente a passagem ou saida de material nao digerido. Por outro la-
do, a renovagao (''turnover') é funcao tanto da taxa de digestao como da
taxa de saida ou passagem. A saida e digestao oferecem maneiras competi-
tivas para remogao da digesta. A taxa de digestao associada a taxa desai-
da determinara a extensao da digestao no interior de um compartimento.Es-
tas taxas relativas também determinam a quantidade de matéria potencial-
mente digestivel que escapa a digestao e que chega as fezes. A  passagem
ou transito refere-se ao fluxo de residuos indigeridos atraves do tubo
digestivo. Existem dois métodos gerais para medicao do transito. 0 mais
simples € a medigao ou calculo do volume do rumen e divisao dessa quanti-
dade pela ingestao para obter um tempo de renovagao (''turnover time'')cal-
culado. 0 calculo e relevante para o transito desde que na base da  de-
terminagao esteja um marcador indigestivel, recuperavel, de referéncia.
Alternativamente pode-se administrar uma dose unica de marcador indiges-
tivel seguida de colheitas frequentes durante algum tempo. A fistulagao e
canulagao do compartimento digestivo em estudo facilita a administracao
dos marcadores e a colheita de amostras para determinagao da sua concen-
tracao na digesta. Dadas as confusoes que por vezes se estabelecem rela-
tivamente ao significado de muitos termos usualmente utilizados, e dado
que nem sempre € nitida a derivacao de algumas das equagoes utilizadas nos

calculos acima referidos, nem facil de encontrar na bibliografia mais co-
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mum, achou-se oportuno definir adequadamente as bases dos calculos.

0 organismo animal pode ser encarado como sendo composto por
um conjunto variado de ''pools'' ou compartimentos, contendo moléculas carac-
teristicas, envolvidos em parte por barreiras anatomicas. As dimensdes de

|Iin_

tais 'pools'' tendem a permanecer relativamente constantes quando os
puts'’ igualam os ''outputs''. Varios conceitos sao utilizados para definirem
o movimento dos constituintes de qualquer '"pool' (Warnen, 1981):
Velocidade - Conceito apenas aplicavel a fluxos tubulares, em que um bo-
lo de digesta retem a sua coeréncia e atravessa o segmento do tubo di-
gestivo em estudo, mais ou menos directamente, sem divergéncia.Exprime-

-se em unidades tais como mm/s,

Taxa_de fluxo, ou apenas fluxo - Refere-se a quantidades de material di-

gerido ou transformado (nomeadamente em biomassa microbiana) nos, absor-
vido doé;ou segregado para, segmentos do tubo digestivo. Exprime-se em
unidades tais como 1/h ou Kg/h. Autores Franceses (Genest, 1982)utilizam
igualmente termos como débito (ml/h) e fluxo (ml/2kh) para exprimirem a
mesma ideéia.

Taxa de passagem - £ uma medida da duragao de retengao de porcoes indi-

viduais de digesta no tubo digestivo ou em qualquer dos seus segmentos,
ou seja, o tempo a que ai sao sujeitas aos processos de mixagem mecanica,
digestao, fermentagao microbiana, absorcao, etc. Exprime-se em unidades
tais como h-1, ou, mais usualmente, o reciproco, h. Como medida da taxa

de passagem utiliza-se por vezes a taxa de fluxo fraccional (K.h-l) - a

fraccao do conteudo do tubo digestivo, ou de qualquer dos seus segmentos,
que dele sai por unidade de tempo. Como sinonimo deste termo encontramos

outros, tais como taxa de alimentagao, taxa de passagem, taxa de reno-

vagao... . 0 significado é basicamente o mesmo: Refere-se a quantidade

de material (ou moléculas) que abandona o '"pool' por unidade de tempo, e
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representa-se usualmente por K. Este conceito pressupoe um sistema em e-
quilibrio (''steady state") com todas as taxas e volumes mantidos cons-
tantes. Apesar de ser esta a definigao mais (til, nao € no entanto a
mais usualmente utilizada, nem a mais geralmente aplicavel. Prefere-se

frequentemente utilizar o conceito de tempo de retencao como medida da

taxa de passagem. E o tempo que determinada fracgao da digesta & retida
no tubo digestivo ou num dos seus segmentos. A medida mais importante do
de todos os elementos da digesta sujeitos a estudo.Em condigoes de equili-
brio o tempo de retencao médio € igual ao reciproco da taxa de fluxo frac-
cional:

1

Taxa de fluxo fraccional
(Taxa de passagem)

Tempo de retencao medio =
(Tempo de renovagao)
("Turnover time'')

_ Volume do conteudo
" Taxa de fluxo fraccional

E o tempo necessario para que desapareca 63% do material do '‘pool .Repre-
senta-se usualmente por T . Alguns autores (Faichney,1980b) consideram a

xa de fluxo (taxa de saida) e da taxa de degradacao (ou de digestdo):
Taxa de desaparecimento = Taxa de digestao + Taxa de passagem

Outra medida usualmente utilizada para caracterizar a taxa de passagem & o
tempo_de _semi-vida ('*half-time''): E o tempo necessario para a renovacao
(""turnover'") de 50% do substrato.

Para os caiculos do volume do rumen, da cinética da saida das
substancias, e do tempo médio de permanencia,utilizam-se marcadores indi-

gestiveis e nao absorviveis capazes de se associarem intimamente ao mate-

rial em estudo.
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Definicao matematica do tempo medio de renovacao e da taxa de renovacao

Um sistema continuo,em equilibrio (''steady-state') & descrito

pelo volume V e pela taxa de alimentacao ou de diluicdo.Em vez do volume

pode-se usar X para representar a quantidade de um componente  qualquer
(*'pool'') no rumen. A taxa de alimentacdo (taxa de diluicdo; taxa de re-
novacao; taxa de fluxo ) pode ser expressa como a quantidade de material
que entra no rumen por unidade de tempo, ou, mais utilmente:

~ uantidade ingerida ou
Taxa de renovacgao Q 9

_ administrada por unidade de tempo
" Quantidade presente no rumen

de qualquer com-
ponente no rumen (tamanho do ”pOO]”)
Se o ''pool'', ou quantidade total presente, for representado pela unidade
(1), a quantidade ingerida ou administrada por unidade de tempo pode ser

expressa como uma fraccao desse total. Por exemplo, se a digesta no ru-

men de um ovino representar 4 400g de MS, e a taxa de alimentacao for

240g.h"),

Taxa de renovagao 21+Og.h-1 240g 1

da MS no rumen L 400g L 400g.h 18,33h
A taxa de renovacao (quantidade ingerida por hora) da MS no rumen &

1 : . -~ -
833 da presente no rumen. 0 reciproco desta fracgao (18,33h) € o tem-

po_de renovacao ( por vezes designado ciclo de renovacdo):

Quantidade presente no rumen .~ 4 4oog
T = = '] = 18,33h
Quantidade ingerida ou adminis- 24og.h

trada por unidade de tempo
€ o tempo requerido para a entrada (ou saida) de uma quantidade de MS (no
presente exemplo) igual ao representado no rumen.
Se se adicionar uma dose Unica de um material inerte de refe-
réencia (marcador) a um rumen de volume constante, com mixagem instantanea

e continua, a quantidade do marcador que abandona o rumen por passagem,
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em qualquer instante, dependera da quantidade presente nesse mesmo ins-
tante (concentragao). Devido a mixagem do marcador com o conteudo nio mar-
cado presente, e com o material nao marcado ingerido ou administrado pos-

teriormente, nem todo o marcador sai durante um ciclo ou tempo de renova-

cao, embora, como é evidente, durante esse periodo de tempo o material to-
tal que abandona o rumen seja equivalente ao total que nele entra.

Se representarmos por X a fraccao da substdncia original no ru-
men ao tempo t (com a quantidade inicial =1, ou seja, a sua totalidade),

a taxa de alteracao na quantidade fraccional de marcador inicial ainda pre-

sente sera

dx/dt = -Kt (1)
em que a constante K e a taxa de renovagao, de valor negativo porque a
quantidade de x diminui.

A integragao de Eq. 1 da

In x = -Kt+C
No instante em que se adiciona o marcador, x=1, t=0 e C=0, e a equagao in-
tegrada torna-se

In = =Kt (2)

. = oKt (3)

ou

A integragao entre limites

X t
A S T
X X t
1 ]

da a equagao

In x2/x1 = -K (tz-t1)
ou

2,3 log x,/x, =K (tz-t1) (4)

Quando tiver ocorrido um ciclo ou tempo de renovagao, ou seja, quando ti-
- 1
ver decorrido 18,33h no ovino exemplo, Kt iqualara 1'——8———— do alimento
p b g ’ 1 ,33

(MS) representado pela digesta ruminal total sera ingerido a cada hora, e
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o alimento consumido em 18,33 horas igualara a quantidade representada no
rumen, ou seja, 1. Esta quantidade (em equilibrio) (''steady-state') de um
material representado no rumen, igual a quantidade que entra ou sai duran-
te um ciclo, periodo ou tempo de renovacao (''turnover time") é o "pool",
designado usualmente por A. A fraccao, x, do marcador ainda presente no
rumen apos um ciclo de renovacao sera 0,37 da quantidade inicialmente
adicionada: Da Eq. 2, In=-1 (Kt=1);log x = E% = -0,43478=9,56522-10, pa-
ra o qual o antilogaritmo € 0,37. !sto significa que do material existente
no rumen em qualquer momento, 0,37 ainda estarad presente depois de ter de-
corrido um tempo ou ciclo de renovagao (T). Este tempo T é o reciproco da
taxa de renovacao (K), como se disse préviamente: K= l—-. Assim, e para o

T

exemplo dado, para uma taxa de alimentacao de 1,31 por dia, T seria 0,764

dias ou 18, 33h.

Pode-se demonstrar matematicamente e graficamente que o tempo me-
dio que as particulas da digesta permanecem no rumen é igual ao tempo de
renovagao (''turnover time'). Para tal reportemo-nos novamente 3 Eq. 2 que

descreve a curva representada na figura seguinte.

-Kt
Curva para x=e

10+ "'"'-"--—-"':"’ quando K=1/24 por hora
1

" . t=tempo em horas
= i
-~ |
@ !
< i
0 054 :
© ] "

o o !
'@ C ! '
O = | i
O] o | 1
2T ' I
w o § 1
I= ,69Tl
+ ¢ + —+ t + ¢ + + =\ ==

6 12 18 24 30 36 42 43 54 60

Tempo em horas

Curva mostrando a diluigao de uma dose Unica de marcador
adicionada a um sistema continuo em equilibrio com um

tempo de renovagao (''turnover time'') de 24 horas.
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Quando T e o tempo medio que as particulas permanecem no rumen, a area do
rectangulo 0; 1,0; i; T iguala a area total entre a curva e os eixos dos

x e dos t. A area sob a curva e igual a

S xdt.

e Kt (gq. 3),

Uma vez que X

t=* Kkt 1 Koo
ft=Oe dt=-—K—e

P R S
K K
Se-—%— = T, a area sob a curva é igual a area do rectangulo.
E obvio que, para um longo periodo,o tempo medio no rumen deve
igualar o tempo requerido para que entre uma quantidade de alimento e-
quivalente. De outro modo a quantidade representada no rumen ("'pool')al-
terar-se-ia.
Uma vez demonstrado que T =-:%— , outra forma de justificagao

do significado do tempo de renovagcao e como se segue: Dada a equagao

1
X = Xq e-Kt, e dado que, tal como foi definido, T = :%f" X=X¢ e-KX(-K ,
+1 X0 N
donde x = x5 e ', e x = - - Como, por definigao, xo = 1 para o tempo T
(tempo de renovagao), tem-se x = %— = 0,37. Ao fim do tempo T a quanti-

dade x que permanece e igual a 0,37 da quantidade presente ao tempo tg,ou
seja 1 (a totalidade). Ao tempo T despareceu 0,63 de 1(da totalidade), ou
seja, 63%.

Partindo da mesma equagao x =Xq e-Kt, facil e verificar que T1/2

= . Com efeito, o tempo de semi-vida (''Half-Time') &, por definicao,

o periodo de tempo que leva a renovar 50% da quantidade total presente ao

X

5 - . . 0
tempo t = 0, ou seja, o tempo necessario para x igualar - (para que a

concentragao do marcador baixe metade, ou para que o 1092 da concentracgao

baixe 1). Substituindo na equagao, x por xo/2:

Xo/2 = Xg e K T1/2.
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Por transformagao logaritmica,

log (xo/2) = log x, K T1/2 e logx - log 2= log x, - K T]/2
Simplificando ,
_ o _log 2 0,693
log 2= - KTy e T~k - K

Formulas de calculo do fluxo da digesta

Em condi¢oes de equilibrio ("steady-state''), em que teoricamen-
te o volume do rumen ( ou qualquer outro compartimenfo em estudo) perma-
nece constante, pode-se calcular a taxa de fluxo da fase liquida do rumen
(F), o volume de distribuicao do marcador da fase liquida (V) e o tempo
médio de permanéncia do liquido no rumen (tempo de renovagao) (T)adminis-
trando uma dose Unica de marcador e estudando a sua taxa de desaparecimen-
to ao longo do tempo. Uma vez que apos a administragao do marcador a mi-
xagem nao €& instantdnea, Xo pode ser calculado como sendo a intercepgao da
recta de regressao Inx = Tnx -Kt. Apos obtengao do valor de -K,calcula-se
o valor de T:(%). 0 volume V do liquido ruminal é calculado a partir da
diluicao sofrida pelo marcador.

Quantidade de marcador administrado (g)
Concentragao do marcador ao tempo t=o (intercepgao

vV (ml) =

da recta Inx = lnxo - Kt) (g.ml-l)

Com infusao continua do marcador pode-se calcular a taxa de fluxo de 17-
quido do rumen para o omaso a partir da concentracio do marcador no liqui-
do que sai: Sendo Qr a quantidade de marcador que sai do rumen (igual 3

quantidade Qa que é administrada), se

Ca = concentracdo do marcador na solu¢3o administrada (g.ml-l);
da = debito da solugao de marcador administrada (ml.h-]);
Qa = Ca x da

0 fluxo da fase liquida (ml.h-T) e calculado a partir da concentracao do

marcador na fase liquida do rumen (Cr)
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_Ca (g.m”) X da (mi.h7h)

Fluxo (ml.h™") =
Cr (g.ml ")

Fm.h ) =% (g'h-I%
Cr (g.ml ')

Com os valores de -K e T]/Z,ca]culados a partir da cinetica de desapareci-
mento do marcador do rumen, e o valor de F calculado durante o periodo

de infusao continua,pode-se calcular com maior precisao o valor de V:
F 1 v
Vg =TXxF (T=7=—5)

A quantidade de marcador presente no rumen ("rumen marker pool')
P=QaXT
e afracgaode P (do ''pool') no rumen que é transferida para fora do or-

gao por unidade de tempo ( A ) (ou fraccdo do volume do rumen),

_ G
A= T

0 volume de digesta (17quido+sdlido) (em 1) pode calcular-se:

Volume do 1iquido X 100
100 -MS (%)

0 doséamento do Cr_0,, marcador da fase solida, permite calcular
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os fluxos (F) de matéria séca do rumen, do mesmo modo que o Co-EDTA permi-

te calcular o fluxo de liquido:
1

y . Qa (g.h” )

-1
Cr203 (g.g de MS)

Fus (g.h-

A renovacao da matéria particulada no rumen é importante nos ruminantes
porque a) a matéria particulada constitui a fonte de energia digestivel
para o crescimento microbiano e b) a renovagao dos residuos das parti-
culas indigestiveis estabelece a ingestdo de forragens menos digesti-
veis (ELLLs, 1978). Contudo, dada a natureza exploratéria dos presentes
estudos, nao se determinou aquele parametro para a fase particulada (par-
ticulas que nao fluem com a fase liquida).

0s fluxos de liquidos e s6lidos ao nivel do duodeno sao calcu-
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lados a partir de equagoes identicas as utilizadas para o rumen,mas con-
siderando as concentracoes dos marcadores nas fases liquida e solida (05;7
tidas por centrifugagao ou filtracao) da digesta duodenal.

Como se viu, é possivel calcular a quantidade e composigao da
digesta no rumen e duodeno de ovinos alimentados continuamente ou frequen-
temente a intervalos fixos, se se utilizarem dois marcadores, um dos quais
permaneca em solugao enquanto o outro se associa intimamente a materia

particulada. Este método dos dois marcadores pode ser utilizado em ani-

mais alimentados intermitentemente se as amostras colhidas forem repre-
sentativas do ciclo alimentar total (Faichney,1980a). No entanto este
método pressupde um comportamento ideal de ambos os marcadores. Faichney

( 1975 ) descreveu um outro método, designado de duplo marcador e que nao

exige um comportamento ideal dos marcadores. No entanto, o numero de ana-

lises requerido € muito superior e para os presentes estudos achou-se pre-

ferivel a utilizacdo dos dois marcadores. Note-se que o método dos  dois

marcadores, tal como definido por Faichney {1975),embora requerendo um com-
portamento ideal para aqueles, considera uma correccao: se se suposer que

a fase liquida (filtrado) contem toda a agua numa amostra da digesta, en-

tao a fraccao da amostra que é 'filtrado" (fase solida) (FF) e dada por

_ (1-MS da digesta)

FF = 9-HS do filtrado)

Nos calculos subsequentes as concentracoes dos marcadores sao expressas
sob a forma de frac¢ao da quantidade do marcador infundido nas 24 h, ou
por Kg de digesta ou filtrado; a concentragcao de MS como uma fracgao da
amostra fresca,e as concentragoes de N como g.Kg-1 de digesta ou filtra-
do.

Como parte do Co-EDTA infundido se associa com a matéria seca
da digesta (Fadlchney, 1975), a sua concentragao na agua do filtrado sera

menor que a sua concentragao aparente na agua da digesta. A relagao des-
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tas concentracoes € a efectiva fraccdo de infusdo para o Co-EDTA no fil-
trado e pode-se calcular assim:

(Co-EDTA no filtrado)

- X FF
Co-EDTA na digesta

A.concentragéovdo Co-EDTA no filtrado € corrigida dividindo pela fracgao
de infusao efectiva, e como o fluxo de filtrado corrigido e o reciproco
de concentragao corrigida de Co-EDTA no filtrado, o seu calculo pode ser
simplificado em

FF
Co-EDTA na digesta

Fluxo do filtrado =

0 fluxo de filtrado nao corrigido é simplesmente o reciproco da concen-
tracao de Co-EDTA no filtrado. 0 fluxo de Cr203 no filtrado € subtraido
da unidade para dar a fraccao de infusdo efectiva para o Cr203 no fil-
trando (I). Assim

I =1 - (Cr203 no filtrado X fluxo do filtrado)
e a cohcentracao de Cr203 no filtrando calcula-se:

Cr,0, no filtrando = Cr203 na digesta - (FF X Cr203 no filtrado)

3
(1-FF) X 1

entao

1

Cr203 no filtrando

Fluxo do filtfando =

Fluxo da digesta = fluxo do filtrado+fluxo do filtrando.
0 fluxo de N pode entdo calcular-se:
Fluxo de N = N no filtrado X fluxo de filtrado+

N d . _ . R ,.
. {Mda dlges:fﬁ__ﬁ(” XN do filtradoly ¢)ux5 do filtrando }

Subsequentemente, o fluxo de qualquer outro constituinte da digesta pode
ser calculado substituindo as suas concentragoes pelas do N na dltima e-

quagao.
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Marcador unico

1
conc. de cada marcador na digesta
(Kg) (Em fraccao da dose das 24 h)
(Por Kg de digesta)

Fluxo da digesta =

Fluxo N= F.digesta X conc. N na amostra de digesta

Calculo da proteina bacteriana e alimentar que flui ao nivel do duodeno

e modo de expressao da eficiéncia da sintese. Nos ruminantes consumindo

alimentos normais o azoto nao amoniacal (NNA) que flui para o intestino

delgado consiste em proteina bruta microbiana (NX6,25) sintetizada ao

nivel do reticulo-rumen, proteina alimentar que escapa a fermentagao mi-

crobiana e NNA das células epiteliais descamadas e das secrecoes aboma-

sais (Mathens e Miller, 1980). A quantificacao destes componentes e a de-
terminagao do modo como variam com diferentes alimentos e regimes ali-
mentares € de importancia central para recentes propostas para novos me -
todos de avaliacao da contribuigao proteica dos alimentos e de calculo
das necessidades proteicas alimentares (Jowwet e Vernite, 1977; Roy et
al., 1977; Sattern e Rofglen, 1977). Tanto a contribuicao alimentar como
microbiana podem ser determinadas na base do conhecimento do fluxo de NNA
para o intestino delgado e da determinagao da proporgao de NNA microbia-
no no NNA total presente na digesta abomasal ou duodenal. A contribuicao
do N endogeno €& avaliada na base do peso vivo (Phillipson, 1964) ou do ni-

vel de ingestao de MS (Hogan e Weston, 1967).

Calculo da degradacao do azoto no rumen in vivo

Distinguem-se principalmente dois métodos para calcular a degra-
dabilidade in vivo das proteinas no rumen (Stern e Satten, 1982): 0 método
da regressao e o da diferenca. Com o primeiro, a proporgao de proteinas a-

limentares nao degradadas no rumen e calculada a partir da relacao entre o
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fluxo de proteinas ao nivel do duodeno e a quantidade de proteinas ingeri-
das: A proteina problema € adicionada a uma ragao em quantidades crescen -
tes, mantendo constante a ingestao de matéria séca. A contribuigao da pro-
teina microbiana para a digesta duodenal € considerada igual para todas as
ragoes, O que requere que as racoes sejam formuladas com iguais fermentes -
cibilidades. Quando o fluxo duodenal de acidos aminados (Y) € representado
relativamente aos acidos aminados ingeridos (x), o aumento no fluxo é atri-
buido a proteina problema. 0 coeficiente de regressao € representativo da
proteina alimentar nao degradada. Hvelplund et al., (1976) sugeriram outro
método baseado na técnica de regressao: As proporgoes de N alimentar nao
degradado e N microbiano que atingem o duodeno sao calculadas a partir da
relacao entre a razao NNA duodenal/N ingerido (Y) e o teor em N do alimen-
to (g N/Kg MS) (x). Utilizaram a equagao Y = A + -g—-, em que A= proporgao
de NNA que chega ao intestino, nao degradado, e b= N microbiano sintetiza-
do/Kg de MS ingerida.

Com o segundo metodo mede-se a quantidade de proteina ingerida e
o fluxo de proteina total ao nivel do duodeno. As proteinas de origem mi-
crobiana e endégena_séo calculadas, com base num marcador microbiano e no
peso vivo, respectivamente, e as proteinas alimentares nao degradadas no

rumen sao calculadas por diferenca.

Marcadores utilizados no estudo da sintese microbiana no rumen

A sintese proteica microbiana € determinada atraves da wutiliza-

cao de marcadores tais como acidos nucleicos {Mc Allan e Smith, 1969),aci-

dos aminados [ diaminopimeélico (ADAP) ( Hutton et al., 1971);D-alanina
(Garnet et al., 1982) ou acido D-glutamico (Mc Mdillan, 1982)]ou i sotopos
radiactivos que sao incorporados pelas bactéerias, marcando-as [355 (Wal -

ker e Nader, 1968; Mathers e Millen, 1980), '°N (Pilgnim ot ak., 1970;
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Nokan et al., 1976) ou 3P (Van Nevel e Demeyer, 1977)]. Também se tem
utilizado o acido aminoetilfosfénico (AEP) como marcador dos protozoarios
(Abou Akkada et al., 1968), mas recentemente a sua validade foi posta em
causa (Theuren, 1982).

A maioria das técnicas foram recentemente revistas por Stewn e
Hoover (1979), Theurern (1982), Buttery e Lewis (1982) e Tamminga (1983).

Diferentes autores compararam os diversos marcadores (Haumeyer
et al., 1976; Ling e Buttery, 1978; Smith et al., 1978; Tamminga, 197§ ;
Siddons et al., 1979 ; Hanuison e Me Allan, 1980; Thewren, 1982; Tammin-
ga, 1983), tendo observado que os resultados diferem consoante o marca-
dor utilizado.

Com excepcao do ADAP, D-alanina e acido D-glutamico todos os
marcadores sofrem o efeito das contribuigoes endogenas ao nivel do in-
testino: o ARN devido as celulas de descamagao; os isotopos radioactivos
porque requerem periodos relativamente longos de infusao para atingirem
estados de equilibrio e o conteldo intestinal atinge o seu maximo enri-
quecimento em radioactividade.

No pressuposto de que as bactérias colhidas do conteudo rumi-
nal sao representativas dos microorganismos que atingem o abomaso e in-
testino delgado, a contribuigao da proteina microbiana para o suprimento
proteico total ao nivel do intestino e usualmente medida como a ''dilui-
¢ao'' do marcador comparada com o teor em marcédor nos microorganismos
isolados do conteido ruminal. 0 teor em marcador das bactérias ¢ varia-

vel, dependendo da hora de colheita apos a alimentacao ([ Dugva et ak.,

1982). A actividade especifica do P-fosfato inorganico do rumen,o pre-
cursor do P incorporado nas bactérias ruminais, tambem parece ser varia-
vel (Smith et wl., 1978).Nao existem informacoes relativas aos outros
marcadores. Tal como referem Smith et al., (197§) e [ Buttery e Lewds,

1982), continua por resolver o problema de se saber qual dos marcadores
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€ o mais preciso.

Os protozoarios contribuem significativamente para a fermenta-
gao ruminal, particularmente da fibra (W{l&iams, 1982; Hobson e Wallace,
1982; Marinho, 1983). No entanto estes microorganismos sao sequestrados
no rumen (Wellen e Pilgrim, 1974 ; Harwison et al., 1979), principalmente
os Holotricas (Marninho, 1983). Esta sequestragao permite-lhes sobreviver
no rumen, ja que a sua taxa de renovagao € muito menor que a da fase 1{-
quida (Leng et al., 1981) e a sua contribuigcao para o N duodenal total é
muito menor do que seria de esperar pela biomassa normalmente presente no
rumen. Mesmo assim sao referidos valores por vezes elevados: 50% do N mi-
crobiano total (Kutilov et al., 1976) e 25% do N intestinal (Hauiuison et
al., 1979} em ovinos, e 40% do azoto duodenal total em vacas leiteiras
(Steinhour et al., 1982). Desta forma € grande a incerteza relativa ao
calculo, por diferenga, da quantidade de proteina alimentar nao degrada-
da no reticulo-rumen e os valores de degradagao podem ser bastaﬁte ma io-
res que os calculados.

0 método da diferenga, utilizado no presente estudo (como alias
qualquer outro) esta longe de ser rigoroso, e € normalmente confrontado
com coeficientes de variacao da ordem dos 50 a 100% (M{lLer, 1978; Prs-
kov, 1980). 0 erro presente na determinacdo da contribuicdo microbiana &,
por subtracgao, transferido para a fracgao (usualmente muito menor) da
proteina alimentar n3o degradada no rumen. Por exemplo, se o conteudo em

azoto microbiano na digesta duodenal fGsse calculado em 70% (+ 10%), e a

contribuicao endégena em 10%, entao o conteudo em proteina alimentar se-
ria de 20% ( + 102 ), o que representaria um coeficiente de variagdo de
50%.

Como foi dito anteriormente, os valores calculados da sintese

microbiana dependem do marcador utilizado e da possibilidade de obtencao
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de uma amostra de bactérias do rumen representativa da populagao que flui
para o abomaso e duodeno. Mac Rae e Reeds (1980), citando trabalhos de
Ling e Buttery (1978) e de Siddons et al., (1979) compararam medicoes do
fluxo duodenal -de N microbiano utilizando diferentes marcadores ( ADAP,
ARN, 355 e 15N ). Verificaram grandes discrepancias, variando os valores
encontrados de 0,47 (ADAP) a 0,70 (ARN) para uma dieta a base de cevada
e baga¢o de soja, e de 0,45 (15N) a 0,93 (ARN) para outra a base de si-
lagem. Com dietas a base de feno e silagem aqueles autores encontraram

35 & 15\, Dis-

valores duas vezes superiores com o ARN e ADAP que com o
crepancias similares sao referidas por Tamminga (1978), Ling e Buttery
(1978), Harnison e Mc AlLan (1980), Thewrer (198Z7).Diferencas no conteudo
em celulas bacterianas e a sua lise e reciclagem no rumen também podem a-
fectar a precisao do método. 0 teor em marcador das bactérias € variavel
consoante a hora de colheita apos a alimentagao (Dufva et al. ,1982). No
entanto, nas presentes condigoes experimentais (alimentacdo continua e
colheita de bactérias de uma amostra compdsita de digesta ruminal obtida
a diferentes horas do dia cobrindo todo o ciclo nictemeral) a concentra-
¢ao em D-alanina encontrada devera ter sido bem representativa das bac-
téerias que atingiram o duodeno. Além disso,a D-alanina (ao contrario do
acido diaminopimélico) esta presente (tal como o acido D-glutdmico) nos
mucopeptideos das paredes celulares tanto das bactérias Gram+ como -das
Gram- (Schliegfer e Kandler,1972). No entanto, tal como acontece com o
ADAP, o teor em D-alanina pode variar de estirpe para estirpe pelo que cam
este tipo de marcadores so e possivel obter calculos muito gerais.

0 doseamento da D-alanina, realizado sobre as amostras compos i -
tas de bacterias do reticulo-rumen de cada carneiro em cada dieta e so-

bre as amostras compositas das fases liquida e solida das digestas duode-

nais, permitiu a quantificacao da proporgcac de azoto microbiano total no
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azoto nao amoniacal na digesta duodenal. 0 teor em D-alanina € expressa
em g/16g de N (ou 100g de PB, seja N X 6,25). Seja:

a

g de D-alanina/16g de azoto bacteriano;

b

g de D-alanina/16g de azoto total na digesta duodenal.

Partindo do pressuposto que a razao N:D-alanina nas bactérias livres do
rumen (ou seja, 16:a) é idéntica a razao N:D-alanina nas bactérias que a-
tingem o duodeno (ou seja, N bacteriano:b), a quantidade de azoto de ori-

gem bacteriana contida em 16g de azoto total no duodeno pode ser calcula-

da:
16

N bacteriano duodenal = — X b

A proporgao de NNA de origem microbiano na digesta duodenal sera:

N total (bactérias) D-alanina (digesta duodenal)
D-alanina (bacterias) NNA (digesta duodenal)

Recorde-se que o azoto nao amoniacal nao microbiano, determina-
do ao nivel do duodeno € composto por azoto alimentar n3o degradado no
rumen+azoto endogeno+azoto dos protozoarios e que esta soma sobrevaloriza
o azoto alimentar nao degradado, subvalorizando por consequéncia o valor

da degradacao do azoto alimentar no reticulo-rumen.

Modos de expressao da eficiencia da sintese microbiana no rumen

A sintese microbiana pode ser expressalem funcao da producao a)
de ATP, b) de AGV, ou das quantidades de matéria orgdnica a) aparentemen-
te ou b) verdadeiramente digerida no rumen. Com efeito a digestao da MO
determina uma produgao de AGV e de ATP, sendo este utilizado na sintese
microbiana. Bauchop e ELsden (1960) estiveram na origem do conceito se-
gundo o qual existe uma relacao directa entre a sintese de ligagoes fos-
fato e o crescimento bacteriano (YATP)' A anaerobiose limita severamente

a producao de ATP. A partir de 1 mole de hexose as bactérias ruminais

270




nao podem produzir sendo 3,6 a 5,6 moles de ATP. Os valores médios de
Yarp sao da ordem de 10,59 (4,6 a 20,9g) variando conforme as condigoes
culturais (Hungate,1966). Os rendimentos miximos foram observados em cul -
turas continuas com elevadas taxas de renovagao a que correspondem as me-
nores necessidades de manutengao (Stouthamen e Bettenhausen, 1973).

A importancia da consideragdo da eficiéncia da sintese micro-
biana pode ser exemplificada coh G seguinte exemplo: Para YATP= 14,5,uma
vaca leiteira de elevada producao somente poderia fazer uso do NNP ali-
mentar se a dieta contivesse proteina de degradabilidade excepcionalmen-
te baixa; para YATP = 20, entao.tal vaca poderia derivar virtualmente to-
das as suas necessidades do NNP alimentar. 0 YATP usualmente observado
in vitro € de 10,5 e o Yarp teorico = 25 (em rapido crescimento e poucas
necessidades de manutencdo).

A determinagao do Yarp @ Partir dos valores de AGV produzidos €
dificil num meio complexo como é o rumen. Assim prefere-se geralmente ex-
primir o rendimento microbiano em relagdo a MO aparentemente digerida no
rumen e outros compartimentos gastricos (quer dizer, a MO aparentemente
desaparecida mais a MO sintetizada pelos microorganismos), e foi esta a
forma de expressao escolhida para os nossos resultados.

Os valores de eficiéncia da sintese microbiana encontrados por
diversos autores tém sido largamente referenciados | Czerkawski, 197§;
Smith, 1979; Theuren, 1979; Arumstnong, 1980; Bergen et al., 1982;Tammin-
ga, 1983), e variam com um grande nimero de factores, nomeadamente natu-
reza da dieta, nivel e frequéncia alimentar, os quais afectam parametros
tais como pH,natureza das fermentacoes (tipo acetato, propionato ou bu-
tirato), tempo de renovacao da digesta e dos microorganismos, etc.. Con-
tudo, devido a complexidade e interacgoes entre os inumeros factores,e

para efeitos praticos, tem-se adoptado um valor unico, medio, de 30g de
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N microbiano produzido por Kg de MO aparentemente digerida antes dos in-
testinos (Jawrige, 1978; Verite et al., 1979; ARC, 1980), apesar dos va-
lores usualmente observados sejam muito variaveis (9,6 a 33,2 g de N mi-
crobiano/Kg MO aparentemente digerida no rumen) (Smith, 1979).As maiores
eficiencias tém sido normalmente verificadas com dietas 3 base de forra-

gens verdes (Mc Meniman et al., 1976).

Determinacao da taxa de degradacao do azoto no rumen in Sttu

Tecnica dos saquinhos. Para além da quantidade de azoto alimentar de-

gradado no rumen € importante o conhecimento da taxa de degradagcao des-
se mesmo azoto. Este Ultimo parametro nao pode ser medido no rumen in vi-
vo, constituindo a tecnica dos saquinhos o melhor meio da sua avaliacao
(Mehrnez e Prskov, 1977). Tal informagdo pode ser utilizada em tentativas
para assegurar uma melhor sincronizacao entre libertagao de energia e de
N dos alimentos fermentados. A maior fraqueza do método assenta na difi-
culdade em calcular o tempo de permanencia dos componentes alimentares no
rumen. Contudo, a determinagao da degradacao do azoto alimentar por méto-
dos im vivo nao pode ser realizada em rotina e a técnica dos saquinhos
tem sido objecto de larga aplicagcao nos Gltimos anos ( Mehrez e Prskov,
1977; Crawgond et al., 1978; Ganev et al., 1979; Qnskov e Mc Donald,1979;
Mehnez et ak., 1980; Qrskov et al., 1980; Lindberng,1981 a,b ; Loerch et

al., 1983).

A utilizagcao desta técnica pressupoe a fixacao de varios crite-
rios em relacao ao material da membrana utilizada na confecgao dos saqui-
nhos, dimensao dos poros, relacao MS do substrato a incubar: area do sa-

quinho, forma e tempo de lavagem, etc. Puskov et al., (1987) recomendaram
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a obediéncia aos seguintes criterios:

1-> 50cm2 de superficie de parede de saquinho/g de MS de amostra

2 - Dimensdes dos poros do pano dos saquinhos (entre 30 - 100 pm), sufici-
entemente grandes para evitarem acumulacao de gas no interior dos saqui-
nhos, mas suficientemente pequenos para se evitar ao maximo a perda de ma-
terial particulado por lavagem.

3 - Fios atados ao; saquinhos suficientemente longos (25cm para ovinos e
50cm para bovinos).

L - Condigdes ruminais tais que os substratos alimentares, necessarios pa-
ra garantirem a actividade degradativa microbiana maxima, nao sejam limi-
tantes a degradacao da amostra.

Por sua vez, Smith (Smith, R.H., comunicacao pessoal) recomenda:

1 - Saquinhos em tecido de malha (nylon) com poros de 40-50 um, e com 24X
9-10 cm, cosidos com fio de nylon ou poliester (pontos duplos e costuta a-
pertada) de forma a obter um tamanho efectivo de 17X9-10cm quando o topo
é atado. Os saquinhos podem ser reutilizados 2 a 3 vezes desde que nao o-
corra deterioracao apreciavel. (As deterioragoes dos poros podem ser con-
firmadas por observagao ao microscopio.

2 - As amostras dos alimentos deverao ser preparadas do seguinte modo:

a - Alimentos concentrados: Nephum tratamento se todo o material pas-

sar atraves de crivo de 2,5 mm. Os materiais com particulas de maiores di-
mensoes deverao ser moidos através de crivo de 2,5 mm. Nao remover o ma-
terial fino.

b - Componentes fibrosos: Nenhum tratamento se as particulas tiverem

comprimento inferior a 25-50 mm. Materiais mais longos devem ser corta-
dos.
Para saquinhos com as dimensoes indicadas a quantidade de mate-

rial por saco devera ser 5g (material seco ao ar) por saquinho.
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3 - De cada saquinho devera ser suspenso um peso de 150 g para evitar que

flutue.

Autores Franceses (Gueneau e Bentrand, 1984) recomendam a uti-
lizagdo de um peso idéntico (150 g), mas para um conjunto de 4 saquinhos.
0s saquinhos podem ser confeccionados da seguinte maneira: Cortar um rec-
tangulo de tecido com 20X16 cm; dobra-lo em dois e soldar ( ou coser ) 2
bordos. Deixa-se um bordo do lado pequeno aberto. Realizar outra soldadu-
ra (ou cosedura) a cerca de 4 cm da extremidade pequena fechada. Coloca-

-se um rebite para permitir a fixagao do saco (Gueneau e Bertrand, 1984):

4 CM—b> < 15 cm >

°
]
|1

Rebite Termesoldadura ou costura

«— 4 cm—>

A colocacao dos saquinhos € realizada do seguinte modo:

Tampa da canuia
- do rumen

< Parede do rumen

7 ’
wE - Fio de nylon
o @ Saquinhos
0

'
[
le
L}
[}
]

6 e Peso de 150 g em aco  inox
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Nos ensaios conduzidos no presente trabalho os saquinhos foram
suspensos de fios individuais. Cada um destes saquinhos devera conter a-
proximadamente 3 g de alimento a testar.

Apos a lavagem dos saquinhos e residuos nao digeridos, os mes-
mos sao usualmente colocados em solugao de pepsina (1:10 000) a 29.1-]
em HC1 0,1N, durante 48 h. No presente trabalho, contudo nao se procedeu
a incubagao com pepsina.

A degradagao de um suplemento proteico, determinada a partir do
desaparecimento do N do suplemento do interior de saquinhos de nylon e in-
cubados no rumen <n situ,pode ser descrita por uma equagao exponen-
cial com a formula

p = a+b (1-e7CY)

)
em que p é a degradagao ao tempo ''t'!, a € a intercepcao da curva e repre-
senta a fraccao azotada rapidamente soldvel, b representa a fraccao azo-
tada potencialmente degradavel (funcao do tempo de permanéncia) e o ¢ a
taxa a que a fracgao b & degradada. Por definicao, 100-(a+b) & a fracgao
azotada totalmente indegradavel no rumen. A determinagao do valor p esta
dependente do tempo de permanencia das particulas do alimento no rumen.Da-
da a grande variacao que se pode encontrar nos valores de "K' (entre 0,01
e 0,1) (Prskov, 1980) nao é aconselhavel utilizar um tempo médio de incu-
bagao.

Se se conhecer a taxa fraccional de saida, do material em es-
tudo, do rumen, a degradabilidade efectiva do N pode ser calculada pela
equagao:

bc
c+K

p=a+

em que K & a taxa fraccional de saida do material proteico, por hora (@Pxs-
kov ¢ Mc Donald, 1979).Em alguns casos a constante a e negativa, o que se-

ra indicativo da existencia de uma fase latente inicial antes do inicio
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do desaparecimento da proteina. Em tais condicoes a equacao € modificada

para (Prskov et al., 1981):

' c+K
p = e ( a+b ) K

c+K b
Miteer (1980} sugeriu outro tipo de calculo que nd3o é afectado
pelo problema das fases latentes que podem ser observadas para certos ali-

mentos, como o feno de luzerna:

Kd
p=ax+ (1-a) (grgg)

Kd = taxa constante do desaparecimento do azoto dos saquinhos,
Kr = Taxa constante de saida, da proteina n3o degradada, do rumen.
a = Proporcao de N desaparecido ao tempo t=o0

(Supostamente soldvel e 100% degradado).

A diferenga entre os dois modelos €, contudo, pequena e os cal -
culos finais da degradabilidade sao usualmente similares. @nskov considera
uma fracgao b, enquanto que M{ffer considera b = 1-a. Para além disso as
equagoes sao identicas. 0 modelo de Miller parece nio se ajustar adequada-
mente aos valores obtidos para além das 12 h de incubagao. Contudo a maio-
ria das proteinas degradam-se durante as primeiras 12 horas.

A taxa de saida, do rumen, da proteina nao degradada pode ser
medida por marcacao do alimento com cromio de acordo com o metodo de Ganev
et ak., (1979), utilizando técnicas desenvolvidés por Uden et ak., (1980).
A proteina assim tratada € completamente indegradiavel no rumen, e o méto-
do pressupoe que a proteina marcada desaparece 3 mesma taxa que a nao mar-
cada.

Serano (1985) reviu recentemente as bases tedricas em que as-
senta o método dos sacos Zn situ bem como os factores de variacao que in-

fluenciam os resultados.
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C 5.2. Ensaios conduzidos para medir as taxas de recuperacao de marcado-

res.

Dada a inexisténcia de tradigcdo, no nosso Pafs, na utilizacao de
marcadores em estudos de digestao em ruminantes, foi iniciada no Departa-
mento de Nutrigcao da Estacao Zootecnica Nacional, sob a orientacao do seu
responsavel, Dr. Joao Ramalho Ribeiro, uma linha de trabalho visando o es-
tudo da adequagao de alguns marcadores a investigacdo da cinética dos pro-
cessos digestivos. Dadas as grandes exigéncias em meios técnicos e finan -
ceiros deste tipo de pesquisa optou-se por adequar os estudos aos objecti-
vos mais globais daquele Departamento e nao aos mais especificos dos da
presente tése. Foi assim que o alimento base dos animais experimentais foi
a silagem de milho e nao a erva ou bolota. 0s principais resultados,no en-
tanto, podem-se considerar extrapolaveis para outras situacoes alimenta-

res.

A utilizagao de marcadores para o estudo dos fluxos de solutos
e material particulado ao nivel do tubo digestivo foi recentemente re-
vista por Kotb e Luckey (1972), Falichney ( 1975 ), Teeten (1981), Warnen
(1981) e ELLLS et ak., (1982).

Numa primeira fase seleccionaram-se a fibra tratada com cfdmio

(fibra-Cr) como marcador da fase particulada da digesta e o PEG Cr-

20.000°
-EDTA e Co-EDTA como marcadores da fase liquida,para um estudo do seu com
portamento no rumen in vitro.Numa segunda fase estudaram-se os comporta

mentos <n vivo da fibra-Cr ,NDFI,ADFI, Cr-EDTA e Co-EDTA. 0 PEG 20.000

e o Cr203 foram excluidos dos estudos <n vivo. O primeiro porque nao se
pode aplicar a dietas que contenham taninos (precipita) e o segundo por-

que foi exaustivamente estudado no passado por inUmeros autores.

Os lantanideos foram excluidos destes estudos devido 3 onerosi-

dade dos processos analiticos.
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C 5.2.1. Preparacao dos marcadores. Fibra- Cr. A sua preparagao baseou-

-se na técnica de Uden et af., (1980). Como fontes de fibra,para ser tra-

tada com cromio, utilizaram-se a palha de trigo, a silagem de milho e o
feno de festuca. Os materiais foram primeiro moidos grosseiramente e la-
vados em tabuleiro de rede com duas camadas de gaze a fim de eliminar o
material pulvurento. Apos secagem em estufa a 65° +2°C foram extraidos
durante 2 h com detergente comercial na proporcao de 20 g de detergente
para 50 g de 'NDF'"' (préviamente determinado para aqueles materiais). Uti-
lizou-se para o efeito uma panela de pressao e 2 £ de agua por cada 50 g
de ''NDF''. Apos filtracao atravées de funil de Buchner com 2 camadas de ga-
ze lavou-se o material extraido com agua gquente, transferiu-se para funil
filtrante com placa de vidro sinterizado de porosidade G2 e lavou-se com
acetona. Apos secagem em estufa a 65° +2°C durante 24 h os residuos ex-
traidos foram tratados com 4 volumes de solugao de dicromato de sodio
(Na20r207): A quantidade de cromio utilizada foi 14% do peso da fibra a
tratar,e fibra e Cr foram mantidos em estufa a 100°C durante 24 h, com os
recipientes tapados com folha de aluminio. Seguidamente filtrou-se atra-
vés de papel de filtro xaroposo, lavou-se exaustivamente, primeiro com a-
gua e depois com acetona. Depois de evaporar toda a acetona o material
foi submetido durante 3 h a accao de uma solugao de acido ascorbico (aci-
do ascérbico:fibra = 1:2) a fim de reduzir o iao Cr hexavalente a triva-
lente. Apos lavagem e secagem a 650 +2°C o material foi conservado em re-
cipientes herméticamente fechados até utilizagao.

Cr-EDTA. A sua preparagao baseou-se na tecnica descrita por
Binnents et al., (1968): Pesou-se para copo de 800 ml 14,2 g de triclo-
réto de cromio (CrCl3.6H20) e dissolveu-se em 200 m! de agua destilada.
Num copo de 500 m! dissolveu-se 20 g de acido etilenodiaminotetraceético,

sal dissodico (TITRIPLEX I11) em 300 ml de agua destilada. Esta solugao
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foi adicionada a primeira. Seguidamente colocaram-se algumas pedras de

fervura (siderite) no copo de 800 ml contendo o cloreto de cromio e EDTA

e aqueceu-se o conjunto ate inicio da fervura. 0 liquido ferveu branda-
mente, sob refluxo (vidro de relogio) durante | hora.Seguidamente neutra-
lizou-se o pequeno excesso de EDTA, nao complexado, com 4 ml de solucdo
de cloreto de calcio IM. Finalmente ajustaram-se o pH e o volume final a
6,5 e a1 £, respectivamente.

Co-EDTA. Este complexo foi preparado sob a forma do seu sal de

sodio, conforme a técnica de Uden et al., (1980), descrita em 5.2.4.

0 PEG20 000 foi dissolvido em agua destilada em quantidades ade-

quadas a concentracao desejada.

€C 5.2.2. Comportamento dos marcadores no rumen in vitro. Incubaram-se os

marcadores com silagem de milho (Tilley e Terry, 1963), conforme o esque-

ma seguinte:

Silagem de mi- Fibra-Cr(Fes Cr-EDTA (Iml; Co-EDTA (1ml; PEG (1 ml;
lho (0,59 MS)  tuca, 100mg) 2,9mg Cr.ml-B 2,5mg Co.ml-h hmg.ml-l)

X X X X X X
>
>

Ao fim de 48 h de incubagao os tubos foram centrifugados a 5.000xg durante
30 minutos e os sobrenadantes recolhidos para balodes aferidos de 500 ml.
Os sedimentos foram resuspensos duas vezes com agua bidestilada, recen-
trifugados, e os sobrenadantes adicionados aos primeiros.0s trés sobrena-

dantes obtidos para cada tubo e reunidos no mesmo balao foram acertados a
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500 ml com agua bidestilada. Sobrenadantes e sedimentos foram analizados

para Cr e Co, conforme referido em 5.2.7. e o PEG20 000 pelo metodo de

Smith, {(1959), modificado como se segue: Prepararam-se 8 a 10 solucoes
para a curva padrao, por diluicao de uma solugao mais concentrada de PEG
com volumes adequados de liquido ruminal centrifugado a 8.000xg.Alicotas
das amostras incubadas com o PEG foram diluidas de forma a que as concen-
tracoes se situassem entre 300 e 3.000 ug.ml-1 e centrifugadas a 8.000xg.
A 300 pl de cada solugao padrao ou problema adicionou-se, por ordem, com
mixagem entre cada adigao:2,1ml de BaC12.2H20 a 1,2%; 300 ul de Ba(OH)z,
0,3N e 300 pul de Zn SOh a 5%.As solugoes de Ba(OH)2 e In 504 foram equi-
libradas por titulagao do Zn S0, com Ba(OH)2 de forma que o ponto de vi-
ragem da fenolftaleina fosse atingido com volumes iguais de cada solucao.
A precipitagao da proteina foi acelerada por centrifugacao a  2.000xg.
Transferiu-se para tubos de ensaio 1 ml de cada sobrenadante, e adicio-
nou-se 1 ml de agua destilada a cada. A intervalos de tempo adequados a
realizacao de duas leituras sucessivas adicionou-se 2m! de acido triclo-
ro acetico a 30%/cloréto de bario dihidratado a 5,9%. (A soiugéo foi pre-
viamente filtrada através de cadinho de porosidade Go. A absorcao a 360nm
foi medida 40 minutos apos a adigao do reagente acido. A curva padrao foi
tracada por regressao dos valores de absorcao das solugoes padrao relati-
vamente ao logaritmo natural das respectivas concentragcoes em PEG.As con-
centragoes em PEG das amostras problema foram os antilogaritmos dos valo-

res de X calculados a partir da curva padrao.

C 5.2.3. Comportamento Zn vivo dos marcadores. Numa primeira fase testou-

se a recuperagao da fibra-Cr em 2 ovinos e numa segunda fase as recupera-
coes da fibra-Cr,Cr-EDTA e Co-EDTA em 3 ovinos.Em ambas as fases os ani-
mais foram alimentados ad libitum com silagem de milho.

Todos os marcadores foram introduzidos em dose Unica atraves de
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fistula ruminal canulada: 20 g de fibra-Cr (silagem de milho), 100 ml de
solucao de Cr-EDTA contendo 2,6 mg de Cr,ml-1 e 100 ml de Co-EDTA conten-
do 2,5 mg de Co.ml-].6 horas apos a introdugao dos marcadores iniciaram -
se as colheitas fecais,de 2 em 2 horas na primeiro ensaio e de 4 em 4 ho-
ras no segundo ensaio.

A taxa de recuperacao dos marcadores (Co-EDTA e Cr203) no du-
odeno e nas fezes € a quantidade de marcador analisada na digesta duode-
nal e nas fezes colhidas,expressa em percentagem da quantidade de marca-
dor administrada durante um determinado intervalo de tempo (24h).Alterma-
tivamente,e se as amostras de digesta duodenal e de fezes forem represen-
tativas,entao a razao Co:Cr no duodeno devera ser iqual a razao Co:Cr ad-
ministrados. Exprimindo as razoes entre os marcadores no duodeno e nas
fezes como percentagem da razao entre os marcadores infundidos obtem-se a

percentagem de recuperagac para ambos os sitios.

No caso da administracao de dose unica do marcador e subsequen-
te analise da curva de excrecao pelas fezes (por analise da concentracao
do cromio nas fezes colhidas a intervalos regulares durante um periodo
prolongado-usualmente 10 dias-) a recuperacao € determinada calculando a
quantidade de cromio excretada (area sob a curva de excrecao) e relacio-

nando-a com a quantidade administrada.

Para o estudo da recuperacao das NDFI e ADF! wutilizou-se um
ensaio de digestibilidade com 8 carneiros,alimentados ao nivel de manuten-
¢ao,4 com feno de azevém e trevo violeta e 4 com o mesmo feno (L0%) + ce-
vada (60%) (Ribeino,1983-ESTACAO ZOOTECNICA NACIONAL). As NDF! e ADFI fo-
ram determinadas submetendo 0,5 g de amostra (alimento ou fezes) a diges -
tao in vitro (Tilley e Terny,1963) durante um periodo de 96 h,sequida de

extracgao com detergentes,neutro ou acido (Goering e Van Scest).As recupe-
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racoes foram calculadas a partir das quantidades ingeridas e excretadas

durante um periodo de 6 dias. 0 Cr e Co-EDTA foram extraidos das fezes pe-

la tecnica de Uden et al.,(1980) e analizados como descrito em 5.2.7.
As curvas de excrecao fecal dos marcadores administrados em do-

se unica tem a seguinte forma (Grovum ¢ PhillLips,1973):

v = (T T) o tT T

CONCENTRACOES DO MARCADOR
NAS FEZES

TEMPO APOS ADMINISTRACAO
DO MARCADOR

A equacao da curva e similar & descrita por Blaxtern et al.,{195). y e A
representam as concentragoes dos marcadores na MS fecal, k1 e k2 sao cons-
tantes associadas a cinética do marcador no reticulo-rumen e intestino

grosso e t & o tempo de amostragem das fezes apos a administragao do

marcador. TT é o tempo de transito do marcador atraves dos intestinos do

ovino e € calculado pela equagao:

In A, - In A
TT =

em que A, e A, sao as intercepcoes das curvas que exprimem as concentracoes
do marcador na MS fecal.Grovum e Wil&iams (1973} explicitaram a forma de

realizacao dos diversos calculos.
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As curvas de percentagem acumulada de recuperacao do marcador sao

descritas pela equagao seguinte (Grovum e Phillips ,1973):

RECUPERACAO (%)

%:mlzz-k&kﬁkﬂ"”)-kz‘ek““ﬁj

ko=k1

TEMPO APOS ADMINISTRACAO
DO MARCADOR

- ~ -k (t-TT -k, (t-TT)
A equagao resulta da integragao da equagao y=Ae 1( )-Ae 2 entre
os tempos TT e TF (tempo finito),multiplicando o resultado por 100, e divi-

dindo o produto pelo integral para a area total sob a curva de concentraco-

es para tempos compreendidos entre TT e «.

C 5.2.4.-Resultados. Nos quadros seguintes estao representados os princi -
pais resultados dos ensaios realizados. Para a recuperacao Zn vivo dos mar-
cadores administrados em dose unica nao se representam os valores encontra-
dos para as diferentes variaveis utilizadas para os calculos das recupera -
coes.Tais dados resultaram de trabalhos de base desenvolvidos no Departa-
mento de Nutricao da Estacao Zootecnica Nacional,sob orientacao do Doutor
Joao Ramalho Ribeiro,e nos quais o autor se inseriu.0s resultados globais
dos referidos trabalhos serao objecto de publicagao num futuro proximo.To -

do o trabalho,analitico e de calculo,envolvido foi realizado pelo autor.
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Quadro C 5.1. Digestibilidade in vitro e teor em Cr

da fibra tratada com dicromato de so-

dio (n=h)
Material tratado Digestibilidade Teor em Cr
(%) EPM (% MS + EPM)
Palha de trigo 4,2 + 0,3 5,4 + 0,06
Silagem de milho ' 6,7 + 0,6 5,5 + 0,04
Feno de festuca 4,9 + 0,6 L9 + 0,04

Quadro € 5.2. Recuperagéo dos marcadores incubados

in vitro com silagem de milho (n=l)

Marcador Recuperagao (%)  EPM
Fibra-Cr 99,5 * 1,2
Cr-EDTA

na presenca de fibra-Cr 11,4 + 3,1
na ausencia de fibra-Cr 109,0 + 2,6
Co-EDTA 104,7 + 1,9
PEG 98,7 + 2,0
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Quadro C 5.3. Recuperagao dos marcadores internos nas fezes.

Recuperagao (% ¥ s)

Marcador Dieta

Feno Feno+Cevada
NDF | 83,5 ¥ 2,3 93,0 ¥ 3,9
ADFI 77,1 T 2,7 90,6 ¥ 3,1

Quadro C 5.4, Recuperacao da fibra-Cr,e dos Cr-EDTA e Co-EDTA

nas fezes. a)

Recuperagao (%) b)

Marcador 19 énsaio 29 ensaio
Ovino Ovino
1 2 1 2 3
Fibra-Cr 96’3 95’8 9"}’7 96’7 95’9
Cr-EDTA 94,7 96’] 98,7 9993 9598
Co-EDTA 98,0 96,0 94,6 95,8 96,7

a) Tendo em conta os tempos de amostragem das fezes,apds a ad-
ministracao dos marcadores,para os quais ja se nao detectaram
quantidades mensuraveis.

b) Corrigida para as quantidades excretadas por via renal (Qua-
dro A 5.5.).
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Quadro C 5.5. Excregao urinaria dos Cr-EDTA e Co-EDTAa)

Excregao urinaria

Marcador (% do administrado)
Ovino
1 2 3
Cr-EDTA 2,7 3,7 3,0
Co-EDTA 4,6 5,5 4,6

a) Calculado com base nas quantidades de urinas emitidas

durante 10 dias apés a administragao dos marcadores.

0 comportamento Zn vitro dos marcadores foi o esperado.0s valo-
res obtidos para o Cr-EDTA foram,contudo,ligeiramente elevados.Tal podera
ter sido resultante de contaminagoes,ja que o material utilizado nas incu =
bagoes era normalmente‘passado por mistura cromo-sulfurica antes de descon-
taminagao com HC1 1N.

As recuperacoes in vivo dos marcadores internos foram muito bai-
xas.Tal podera ter sido resultante quer de dificuldades analiticas,quer de
solubilizagao parcial das entidades em estudo ao nivel do tubo digestivo .A
incerteza do seu comportamento’desaconselhou-nos pois a sua utilizagao.

As recuperagoes in vivo verificadas para os marcadores externos
foram satisfatorias e foram semelhantes as obseryadas por Oden et al.,(1980).
Elas foram de 100% ao fim de 10 dias para a Fibra-Cr,e de 5 dias para o Cr-
-EDTA e Co-EDTA.Tendo em conta os tempos de amostragem das fezes apos a ad-
ministracao daqueles marcadores,para os quais ja se nao detectaram quantida-
des mensuraveis,as recuperagoes foram as indicadas no quadro A 5.4.As recu -
peragoes calculadas foram corrigidas para as quantidades excretadas por via
renal (Quadro A 5.5.).

0s ovinos utilizados nos ensaios de recuperagao dos marcadores
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externos apresentaram fezes nao moldadas nas primeiras 48 horas apds a ad-
ministracao daqueles.Contudo,nenhum deles afectou a digestao no rumen in
vitro quando se adicionaram a silagem de milho em concentragoes identicas
as utilizadas in vivo (Sewranc,1985).

Apesar de a fibra mordantada com cromio ter exibido um excelente
comportamento,tanto <n vitro como Zn vivo (ao contrario do NDFI ou ADFI) ,
receou-se que a sua utilizacao em administragao continua,misturada com o a-
limento,pudesse conduzir 3 rejeicao do alimento marcado,devido a grande ca-
pacidade de seleccao que os ovinos exibem em relacio ao alimento,tornando
impossivel a quantificacao das doses de cromio ingeridas diariamente. Por
outro lado,a introducao no rumen da fibra marcada,atraves das fistulas ca-
nuladas,a intervalos frequentes e regulares (de 3 em 3 horas) ,nao era exe-
quivel atendendo ao longo periodo de administracao considerado.Assim, foi
decidido,para os estudos descritos no capitulo V,utilizar CrZO3 como marca-
dor da fase particulada.Para o efeito tentou-se infundir o Cr203 mantido em
suspensao na solugdo de Co-EDTA por agitacdo permanente,com o auxilio de
uma bomba peristaltica e de um agitador magnetico.Verificou-se,contudo, que
o] Cr203 se depositava sobre as paredes dos tubos condutores de tal forma
que os mesmos acabavam por se obstruir parcialmente e o fluxo se tornava
irregular.Nao restou outra alternativa senao a administragao do referido
marcador com o alimento.A fim de prevenir perdas sobre o tapete do alimen-
tador continuo e comedouro o Cr,0, foi administrado em '"]pelliets' conforme

273
descrito na pagina 226,

Apesar da recuperacao do Cr-EDTA ter sido ligeiramente superior
a do Co-EDTA optou-se pela utilizacao deste Gltimo ja que a utilizacao de

do Cr como marcador das duas fases da digesta (sélida e liquida) poderia

criar dificuldades e incertezas na interpretacao dos resultados.
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O0s taninos,condensados e hidrolizaveis,exercem efeitos negativos sobre a
ingestao e digestao das dietas que os contém acima de valores de 0,8-1,2
% da materia seca.

Os taninos hidrolizaveis exercem peso/peso efeitos nutricionalmente me-
nos deletéreos que os condensados,mas sao susceptiveis de exercerem ac-
¢oes toxicas mais pronunciadas.

As técnicas usualmente utilizadas na analise de taninos em produtos sao
- - . . . . -~ €

inespecificas,mas as baseadas no principio da precipitagao das proteinas
sao faceis de executar e os resultados tem maior significado nutricional.

Os taninos ligam-se mais fortemente as proteinas em zonas de pH proximas
dos pontos isoelectricos daquelas.Contudo,os taninos condensados (alfar-
roba) precipitam mais proteina a pH francamente acido que os hidroliza-
veis (bolota).

Para um dado nivel de tanino o aumento na quantidade de proteina em pre-
senga,acima de determinados valores, dlmanl a percentagem de proteina

precipitada.A precnpntagao dos taninos € maxima quando a proteina se en-
contra em quantidades iguais a duplas das daqueles.

A ligacao tanino-proteina é reversivel,devido a natureza fundamentalmen-
te hidrofobica das ligagoes,e pode ser evitada por accao de certas subs-
tancias como o PEG ou PVP,as quais sao igualmente capazes de deslocarem
os taninos de complexos pré-formados.Tais substancias podem constituir
valiosos auxiliares em estudos relativos a influéncia dos polifenois ta-
ninos sobre a digestao e absorgao.

Os taninos da bolota exercem um efeito depressivo maior sobre a digestao
intestinal que sobre a gastrica in vitro da proteina,sendo tal efeito me
nos pronunciado que o exercido pelos taninos da alfarroba os quais exer-
cem igualmente um efeito mais pronunciado sobre a fermentagao no rumen
in vitro.Tais constatagoes concordam com os resultados referidos em L.

Em misturas alimentares contendo bolota ou alfarroba os taninos destes
produtos exercem efeitos depressivos sobre a digestao in vitro das pro-
teinas de intensidade proporcional a quantidade de produto incorporado.

Os taninos da bolota e da alfarroba exercem efeito depressivo sobre a
fermentagcao da dieta pela microbiota do rumen quando aqueles produtos sao

incorporados aos niveis de 30-40% e de 20-30%,respectivamente.

0 aumento no nivel azotado da dieta alevia o efeito depressivo dos tani-
nos sobre a fermentacao da matéria organica e a degradagac do azoto no
rumen Zn vitro.0 azoto proteico € contudo mais eficiente que o azoto nao
proteico.Este efeito pode ser parcialmente explicado pelo referido em 5.

A associacao erva de Outono-bolota constitui,aos niveis de 50%:50%, e a-
pesar dos taninos veiculados por esta,uma associagao nutricionalmente U-
til:quando a bolota & introduzida na dieta rica em azoto a menor degra-
dabilidade do azoto da dieta e a aparente ausencia de depressao na efi-
ciencia da sintese bacteriana no rumen determinam,apesar da depressao na
digestibilidade aparente geral do azoto,uma maior proporgao de NNA dige-
rida nos intestinos.A ligeira depressao na digestao intestinal & larga-
mente compensada pelo maior ganho de N entre a boca e o duodeno.

Estes efeitos,atribuiveis aos taninos da bolota,poderac ser
menos beneficos ou mesmo nocivos quando o nivel azotado da dieta € baixo
como acontece em Outonos secos.

As diversas tecnicas adaptadas ou desenvolvidas nos presentes estudos re
velaram-se adequadas aos objectivos dos trabalhos realizados.
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- 0 estudo dos niveis de taninos em produtos e sub-produtos utilizaveis -em
alimentagao humana e animal e sua variagao de especie para especie vegetal
(bolota,alfarroba,residuo de uva,fava,ervilha,sorgo...);

b= 0 estudo da influencia dos polifenocis taninos de tais produtos,incorpora-
dos em variados niveis em dietas tipo para mopogastricos e ruminantes,so-
bre a digestao gastrica e intestinal e a fermentagcao reticulo-ruminal ;

c- 0 estudo da praticabilidade técnica e economica de métodos de destaniniza
¢ao ou inactivagao dos taninos nos produtos ricos naqueles polifenois ;

d- 0 estudo da potencialidade de proteinas de baixo valor biologico (mais ba
ratas) serem tao eficazes como as de maior valor biologico (mais caras)
para atenuarem o efeito depressivo que os taninos exercem sobre a duges-
tao ,principalmente das proteinas ;

e- A determinagao dos niveis proteicos mais adequados a minimizacao do efei-
to depressivo de um dado nivel de tanino

constituem areas de pesquisa de indole aplicada que interessaria desenvol /- -
ver no futuro,no ambito da nutricao e alimentagao.

f- Para conclusao dos estudos iniciados com erva de Qutono e bolota procu -
rar-se-a quantificar o efeito que os taninos desta exercem sobre a uti -
lizagao dlgestlva do azoto da dieta quando aquele fruto e utilizado com
proporgoes variaveis de erva ou feno e de proteina suplementar.

Os estudos referidos em b) e) e f) deverao ser conduzidos primei-
ro em sistemas modelo Zn vitro a fim de restringir o numero de combinacgoes
testaveis e so depois se deverao testar inm vivo as que tiverem sido julgadas
mais adaptadas em fungao dos resultados dos estudos in vitro.Em ambos os ca-
sos os efeitos dos taninos poderao ser estudados utilizando o principio de
que o PEG (ou a PVP) se liga mais fortemente aos taninos que as proteinas.

A medicao das quantidades de gases produzidas no rumen <n vitro
constitui um metodo simples e sensivel de aferir da actividade da microbiota
do rumen e podera ser utilizado vantajosamente,a par com outras medigoes,nos
estudos referidos em b)ef).

Para os estudos da digestao gastrica e intestinal,a par dos méto-
dos in vitre usuais sugere-se a possibilidade de utilizagao de um sistema in
vivo idéntico ao de Sibbald para determinagdo da disponibilidade verdadeira
dos acidos aminados da dieta.

Para estudos da digestao parcial ao nivel do reticulo-rumen, e a-
tendendo as incertezas resultantes das quantificagoes dos fluxos da digesta
e da sintese proteica microbiana atraves da utilizacao de marcadores, pensa-
-se ser preferfve] sacrificar o estudo da sintese proteica microbiana e da
degradagao do azoto alimentar pelo metodo da diferenca em.favor de uma quan-
tificagao mais precisa da quantidade total de NNA que flui ao nivel do duo -
deno atraves da utilizacao de canulas duodenais de duplo circuito e do estu-
do da degradagao do azoto ao nivel do rumen pela técnica de frskov ou de Mi-
ller.

292




BIBLIOGRAFIA







ABOU AKKADA,A.D. ;MESSMER,D.A. ;FINA, L.R. ;BARTLEY,E.E.,196&.Distrnibution of
2-Amino-ELhyLphosphonic Acid <in Some Rumen Microonganisms.Journ -
nal o4 Dairy Science,51,7§.

ALLISON,M.J.,1970 .Nitrogen Metabolism 04 Ruminal Micnoonganibmé.In:Ph%ALO-
Logy of Digestion and Metabolism in the Ruminant,456.Eds:” A.T .
Prillipson et al.,0niel Press ,NewcasZle Upon Tyne.

ALLISON,D.W. ;0SBOURN,D.F.,1970.The Celfulose-Lignin Complex in Forages and
Aty Relationship to Fornage Nutrnitive Value.Jowwal of Agricultu-
ral Science (Camb.),74,23.

ANNISON,E.F., 1975 .Michobial Protein Synthesis in Relation to Amino - Acid
Requirnements.In:Tracerns Studies on Non-Protein Nitrogen fon Ru-
minants, 141, 2. TAER, Vienna, Austria.

AOAC,1970.0f4gicial Methods of Analysis.(11th Ed.).Association 0§ 0f4icial
Agricultural Chemiszts ,Washington,D.C.,

AOAC,1975.044icial Methods of Analysis.(12th Ed.).Association of Official
Agrnicultunal Chemists,Washington,D.C.

ARC (Agricultural Research Council),1980.The Nutrient Requirements 04 Ru-
minant Livestock.Commonwealth Agricultural Bureaux,Faunham Roy-
at.SLough SL2 3BN England.

ARMSTRONG,D.G. ,1980.Net Efficiencies In Vivo of Microbial N Synthesis — in
Ruminant Livestock.In:Proc.of the 3xnd EAAP - Symposium on Prote-
Ain Metabolism and Nutnition,400,Vol.11.Eds:0s8age H.J.;Rohn K.

ARMSTRONG,D.G. ;SAVAGE,G.P. ;HARRISON,D.G. ,1977.Digestion of Nitrogenous Su-
bstances Enterning the Small Intestine With Particular Regenrence
to Amino Acdids in Ruminant Livestock.In:Protein Metabolism and
Nutrnition,55.Ed:S. Tamminga, Centrne gor Agrnic.Pubf. and Documen-
Zation,Wageningen,Holland.

ARMSTRONG,G.S., 1976.Immobilization of Tannins:Characterization and Appli-
tion.M.S. Thesis.Purdue Univernsity,West Lagayetie,Indiana,USA.

ARMSTRONG,W.D. ; FEATHERSTON,W.R. ;ROGLER,J.C.,1973. Influence o4 Methionine
and Othern Dietany Additions on the Performance of Chicks  Fed
Bind Resistant Songhum Grain Diets.Poultrny Science,52,1592.

ARMSTRONG,W.D. ;ROGLER,J.C. ; FEATHERSTON,W.R. ,1974a.E4fect 0§ Tannin Extrac-
tion on the Pernformance of Chicks Fed Bird Resdistant Sorghum

Grain Diets.Pouliry Science,53,714. ‘

ARMSTRONG,W.D. ; FEATHERSTON,W.R. ;ROGLER,J.C.,1974b.Effects of Bind  Resdis-
tant Songhum Grain and Various Commercial Tannins on Chick Pes-
gormance., Poultry Science,53,2137.

ARMSTRONG,W.D. ;ROGLER,J.C. ; FEATHERSTON,W.R. ,1974c.In Vitro Studies of +Zhe
Protein Digestibility of Sorghum Grain.Poultry Science,53,2224.

ARORA, S.K. ; LUTHRA,Y.P.,1974.The In Vitro Digestibility of Promising Indian
Vardieties of Sorghum and its Relation with Tannin Content.Indian
Jouwmal of Nutnitin and Dietetics,11,233.

ARORA,S.K. ; LUTHRA,Y.P. ;DAS,B.,1975. Locational Variation in Chemical Compo-
sition and In Vitro Digestibility of Forage Sorghum. Jowwnal o4
Agrniculturnal and Food Chemistry,?3,543. '

AXTELL,J.D.;KIRLEIS,A.W.}HASSEN,M.M.;MASON,N.D'C.;MERTZ,E.T.;MUNCK,L.,1981.
Digestibility of Songhum Proteins.Proc.of the Nat.Acad.of Sci. ,
(USA),78,1333.

295




BARRY,T.N. ;DUNCAN,S.J.,1984.The RoLe o4 Condensed Tannins in the Nutrnitio-
nal Value of Lotus pedunculatus for Sheep.l. Voluntary Intake .
British Jowmal of Nutrnition, 51, 485,

BARRY,T.N.;FORSS,D.A.,1983. The Condensed Tannin Content of Vegetative Lo-
tus pedunculatus,its Regulation by Fertilisern Application,and Ef
fect Upon Protein Solubility. Jowwal o4 the Science o4 Food and
Agrnicultune, 34, 1047,

BARRY,T.N. ;MANLEY,T.R., 1984. The Role 04 Condensed Tannins in the Nutrni -
tional Value of Lotus pedunculatus for Sheep.?. Quantitative Di-
gestion of Canbohydrates and Proteins. British Jowwal of Nutrni-
tion, 51, 493,

BASARABA,J., 1966. Effects o4 Vegetable Tannins on Glucose Oxdidation by
Various Microonganisms. Canadian Jowwmal of Microbiology,12,787.

BASARABA,J.;STARKEY,R.I., 1966. Effectes o4 Plants Tannins on the Decompo-
s4tion 04 Onganic Substances. Soil Science,101,17.

BATE-SMITH,E.C., 1973, Haemanalysis of Tannins: The Concept of Relative
Astringency. Phytochemistry, 12,907.

BATE-SMITH, E.C., 1975, Phytochemistrny of Proanthocyanidins. PhyZochemis -
ty, 14, 1107,

BATE-SMITH,E.C., 1977. Astringent Tannins of ACER SPECIES. Phytochemisiny,
16, 1426.

BATE-SMITH,E.C.,1981. Phytochemistny, 20, 211.

BATE-SMITH,E.C.; LERNER, N.H., 1954. Leuccanthocyanins.(Z) Systematic 0Dis-
tuibution o4 Leuco-Anthocyanins in Leaves. Blochemical Jowwal ,
58, 126.

BATZER,H.; WEISSENBERGER, G., 1951. Leathern and Tanning Agents.IIT. Tan-
ning Experiment with Poyamides. Theorny of Tanning.Makromol.Chem.,
7, 320,

BAUCHOP, T., 1979 a. The Rumen Anaerobic Fungd: Colonizens of Plant Fibre.
Annates de Recherches Veterinaines, 10, 246.

BAUCHOP, T., 1979 b.Rumen Anaerobic Fungdi o4 Cattle and Sheep. Applied and
Environmental Microblofogy, 38,148.

BAUCHOP,T. ;ELSDEN,S.R.,1960.The Growth of Microorganisms in Relation %o
thein Enengy Supply.Jowwmal of General Microbiology,?3,457.

BEGOVIC,S.;DUZIC,E.,1977.1s0kating Tannase from the Mucosa of Rumen of Ca-
tthe and Comparison o4 Activity. Nutrnition Abstrnacts and Revdiews
Senies B,1979 (3273).

BEGOVIC,S. ;DUZIC,E. ;ALMASA,S. ;TAFRO,A., 1979. Variations in Tannase Acti -
vity 4in the Rumen Contents and Rumen Mucose of Goats Given Oak
Leaves and Duwuing Intrauminal Application of 3 to 10 § Tannic
Acid. Nutrnition Abstrnacts and Reviews, Sernies B, 1981 (3953).

~ BELL, T.A.; ETCHELLS, J.L.; SMART,W.W.G., 1965.Pectinase and Cellulase En-

zime Inhibiton grom Sericea and Certain Othen Plants. Bofanical
Gazette (Chicago), 126, 40.

BEN-GHEDALIA,D.; TAGARI, H., 1977. Digestive and Ruminal" Metabolism o4
Sheep Fed Sorghum (S. vulgare) and Maize (Z.mais) Silages .Nutni-
tion Reponts International, 16, 657.

BEN-GHEDALIA ,D.; TAGARI, H.; BONDI,L., 1974. Protein Digestion in the In-
testine of Sheep. British Jowwal of Nutrnition, 31, 125.

296




BEN-GHEDALIA, D.;McMENIMAN, N.P.;ARMSTRONG,D.G., 1978. The Effecte of Par -
txalﬁy Replacing Urea NLtnogen with Protein N on N Capture in the
Rumen o4 Sheep Fed a Purified Diet.British Jowwmal of Nutrnition ,
39, 37.

BENOIT, R.E.; STARKEY,R.L., 1968a. Inhibition o4 Decomposition of Cellulose
and Some Othern Carbohydnates by Tannin. Soil Science,105,2971.

BENOIT, R.E.;STARKEY, R.L., 1968b. Enzime Inactivation as a Factor 4in zhe
Inhibition of Decomposition of Organic Matter by Tannins.Soil Sci
ence, 105, 203. '

BERGEN, W.G.;BATES,D.B. ;JOHNSON,D.E. ;WALLER,J.C.;BLACK,J.R., 1982. Ruminal
Microbial Protein Synthesis and Efficiency.In:Protein Requiremen-
s forn Cattle.Proc.Ilntern. Symp.,0kRLahoma State Univ.,USA,99.Ed :
F.N. Owens ,Stillwatern.

BHANDART,D.S. ;GOVIL,H.N.,1978. Evaluation of Podder Tree Leaves gon  Sheep.
and Goat in Semi{-Anid Anea 04 Rajasthan.Jomal of Nuclearn Agri -
culture and Biology,7,110.

BHATIA,S.K. ; PRADHAN, K. ;SINGH,R.,1980.Ammonia Anabolizing Enzymes «in Cattle
and Buffalo Fed Varied Nonprotein Nitrogen and Carbohydrates.Jon-
nal of Dainy Science,63,1104,

BINNERTS,W.T. ;VAN'T KLOOSTER,A.Th. ; FRENS,A.M.,1968.Soluble Chromium Indica-
ton Measurned by Atomic Absoaption in Digestion Experiments . The
Veterinarny Recond, 82,470,

BLACKBURN,T.H. ; HOBSON,P.N.,1960. Proteolysis in the Sheep Rumen by Whole and
Fractionated Rumen Contents.Jowwal of Genernal Microbiology,?2,272.

BLANCO,M.M. ;MACARRO,J.B.A., 1965 . Utilizacion de Harina de Bellota (Quercus

zZex) en fa Racion de Pollos para Carwne.Revista de Nutrnicion Ani-
mat,111,258.

BLAXTER,R. L. ; GRAHAM,N .McC ;WAINMAN,F.W., 1956. Some Observations on the DL -

gebtab&l&iy o4 Food by Sheep,and on Related Problems. British Jo-
wwal of Nutrnition, 10, 69.

BOND; D.A., 1976. In Vitro Digestability o4 the Testa in Tannin-Free Field

geané (Vieia faba L.). Jowwnal of Agrniculitural Science (Camb.),86,
61

BOOTH, A.N.; ROBBINS, J.J.;DE EDS,F., 1961. Effect o4 Dietary Gallic Acid
and Pgnogaﬂﬁoﬂ on Choline Requ&nemenib 04 Rats.Jowwmal of Nutrnd -
Lion, 75, 104.

BOOTH, A.N.; MORSE, M.S.;ROBBINS,D.J.;EMERSON, O.H.;JONES, F.T.;DE EDS, F.
1959 The Metabolic Fate 04 "Gallic Acid and Related CompouudA Jo-
wwmal of Bilogical Chemistrny, 234, 3014,

BOZA, J.; FONOLLA ,J.; VARELA,G., 1966. Digestabilidad y Valor Nutrnitivo de
La Harina de Bebbota Desecada y Entera en Ovidos. Avances en ALi-
mentacion y Mejora Animak, 7, 512.

BRESSANT,R.; ELIAS, L.G., 1980.1In: Pnoceedingb 04 the Symposium on Polyphe-
nols in CeneaKA and Legumes.St.loucs, 61.Ed:Int.Res.Cent. ,0ttawa,
Omﬁmkto IDRC- 145 e.

BROADHURST, R.B.; JONES, W.T., 1978. Analysis of Condensed Tannins  Using
Ac&d;é&e?g%an&ﬁl&n ’ Jowwnak 04 the Science 04 Food and Agricultu-
e

BRODERICK, G.A.;BALTHROP,J.E.(Jrn.), 1979. Chemical Inhibition of Amino Acid
Deamjnaixon by Ruminal Microbes In Vitro.Jowwal 04 AnAmaZ Scien-
ce, 49, 1101.

297




BROSTER, W.H.;SMITH, T.;BROSTER, V.J.;SIVITER, J.W., 1978. Experiments on
the Nutrnition of the Dainy Hedlfer. X . Effect on Nitrogen UtLLL -
zation gon Growth of Chemical and Physical Treatment of the Prin-
cipal Sounces of Protein in the Diet. Jowwmal of Agricultural Scs
ence (Camb.), 90, 299.

BUCKLEY, K.E.;DEVLIN,T.J.;MARQUARDT,R.R., 1983. Factons Agfecting In Vitro
Rumen Digestion of Faba Bean Cultivarns (Vieia faba L.). Canadian
Jouwwmal of Animaf Science, 63, 89.

BUDINI,R.;TONELLI,D.;GIROTTI,S., 1980. Analysis o4 Total Phenols Using the
Prussian BLue Method. Jowwal o4 Agricultural and Food Chemisiny,
28, 1236.

BULLARD,R.W.;ELTIAS,D.J., 1980. In: Proceedings of the Symposium on Polyphe-
noks Ain Ceneals and Legumed,SE. Louds, 43. Ed:Int. Res. Cent.,0%-
Aawa, Ontarnio, TDRC-,145 e,

BULLARD,R.W. ; JOHN,0.Y.;STEPHEN,R.K., 1981. Polyphenolic Changes in Ripening
Bind-Resistant Songhums. Jowwmal of Agricultuwwal and Food Chemdis-

try, 29, 973,

BURNS,R.E., 1963. Methods of Tannin Analysis for Forage Crop Eveluation.ln-
Lv. 04 Georngda, Agn.Exp.Sta. Tech.Bull. N.S. 32, 14.

BURNS,R.E., 1966. Tannin in Sericea lespedeza. Univ. o4 Georgia, Agr. Exp.
Sta, Bull, N.S. 164,June 1966,

BURNS,R.E., 1971. Method for Estimation of Tannin in Grain Sorghum. Agrono-
my Jowwak, 63, 511,

BURNS,J.C.; COPE,W.A., 1974, Nutnitive Value of Crownvetch forage as Inglu-
enced by Stwctural Constituents and Phenolic and Tannin  Compo-
unds. Agronomy Jowwak, 66, 195.

BURNS,J.C.;COPE,W.A., 1976. Estimating the Nutrnitive Value o4 Fornages Con -
taining Tannin and Phenols by Chemical and Bioassay Methods.Agro-
nomy Jowwal, 68, 77.

BURNS,R.E. ;HENSON, P.R. ;CUMMINS,D.G., 1967. Tannin Content of Crownvetch(Co-
ronilla varia L.) Herbage. Agronomy Jowwal, 59, 284.

BUTLER,L.G.J., 1982. Retfative Degree 04 Polymerization of Songhum Tannin
Durning Seed Development and Maturation. Jowwmal of Agriculiuwre
and Food Chemistry, 30, 1090.

BUTTERY,P.J., 1976. In: Principles o4 Cattle Production, 145, Eds: H. Swan
and W.H.Brosten, London, Butterwortns.

BUTTERY,P.J., 1977. Aspects of the Biochemistry of Rumen Fermentation and
thein Implication in Ruminant Productivity. In: Recent Advances
An Andmal Nutnition-1977,8 (Eds: W.Haresdign;D.Lewts] London,But -
Lorwonths .

BUTTERY,P.J.;LEWIS,D., 1976. Nitrogen Metabolism in the Ruminant.In:Nuclear
Techniques An Animal Production and Health, 271.TAEA,Vienna, Aus-
T,

BUTTERY,P.J.;LEWIS,D., 1982, Nitrogen Metabolism in the Rumen.In:Fo%gge Pho-
tein in Ruminant Animal Production.tds: D.J.Thompson;D.E.Beever ;
R.G.Gunn, BSAP Occasional Publ. n¢ 6,1.

CAFANTARIS;B., 1981.EingluB Von 3 Antibiotika Auf Die Mikrnobielle Gdrung im
Pansensagt In Vitro.Dissertation, Hohehneim.

298




CALDERON, P. ;Van BUREN,J.P.;ROBISON,W.B., 1968. Factons Ingluencing the Foxr-
mation 04 Precipitates and Hazes by Gelatin and Condensed and Hy-
drolyzable Tannins. Jowwmal of Agriculiunal and Food Chemistrny,16
, 479,

CALIXTO,F.S.;CANELLAS,J., 1982. Components of Nutrnitional Interest in Carob
Pods (Ceratonia siliqua). Jowwak of the Science o4 Food and Agri-
culture, 33, 1319.

CAMPABADAL,C .M. ;WALLACE,H.D. ;COMBS,G.E. ; HAMMELL,D.L., 1976. Influence of Di-
gferent Additives on Performance o4 Young Pigs Fed Band Resistant
Songhum Grain Diets. Research Repont nf.AL-1976-10, Flonida Expe-
rimental Station.USA.

CANNON,C.B., 1955, The Interactions and Sthucturne of the- CO.NH - Group 4n
Amides and Polyamides. Mikrochimica Acta, 555.

CARVALHO,J.S., 1979. perspectivas de Industrializacao da Bolota.Perspecti -
vas de Raclonalizacao do Aproveiltamento das Bolotas de Q.ilex e Q.
suber.Congenencia.

CATYD, 1979. Crla,Alimentacion Animal,Transgormacion Industrnial y Derdvados,
S.A. . Apartado 1.016 - Sevilla,Espanha.

CHALUPA,W., 1975. Rumen Bypass and Protection of Proteins and Amino Acids .
Jowwmal of Dairny Science, 58, 1198,

CHALUPA,W. ;CLARK, J. ;OPLIGER, P, ; LAVKER,R., 1970. Ammonia Metabolism in Rumen
Bacteria and Mucosa grom Sheep Fed Soy Protein on trea.Jowwnal of
Nutnition, 100, 161.

CHAN,B.G. ;WAISS,A.C. {Jn.); LUKEFAKR,M., 1978. Condensed Tannin,an Antibiotic
Chemical from Gossypium hirvsutum.Jouwwmal of Insect Physiology,?4,
113.

CHANG,S.T.;FULLER,H.L., 1964. Effect of Tannin Content of Grain Songhum on
thein Feeding Value fon Growing Chicks. Poultrny Science, 43, 30.

CHAVAN, J.K. ; KADAM, S. S. ; GHONSTKAR,C. P, ; SALUNKHE,D.K., 1979. Removal o4 Tan -
nins and Improvement of In Vitro Protein Digestibility of Sorghum
Seeds by Saoking in Alkatli. Joumnal of Food Science, 44, 1319.

CHENG,K.J. ; JONES,G.A. ; SIMPSON,F.J. ;BRYANT ,M.P., 1969. Isolation and Identi-
gication of Rumen Bacteria Capable of Anaerobic Rutin Degradation.
Canadian Jowwal of MicrobioLogy, 15, 1365.

CHENG, K. J. ; KRISHNAMOORTY ,H.G. ; JONES,G.A. ;SIMPSON,F.J., 1971. Identification
04 Products Produced by the Anaerobic Degradation of Naringin by
Butyrivibrio sp. C3. Canadian Jowwal o4 Microbiology, 17, 129.

CHIBBER,B.A.K, ;MERTZ,E.T.;AXTELL,J.D., 1978, Effects of Dehulling on Tannin
' Content, Protein Distribution and Quality of High and Low Tamnin
Songhum. Jouwwmal of Agricultunal and Food Chemistry, 26, 679.

CHIBBER,B.A.K, ;MERTZ,E.T. ;AXTELL,.D., 1980. In Vitro Digestibility of High-
- Tannin Songhum at Different Stages of Dehulling. Jowwmal o4
Agrnicultunal and Food Chemistrny, 28, 160.

CHURCH,D.C., 1979. Digestive Physiology and Nutriition o4 Ruminants.Vol.1. 0
& B Books, Cornvallis, Oregon.

CLARK,R.T.J.;REID,C.S.W., 1974, Foamy BLoat of Cattle: A Review. Jowwal of
Dairy Science, 57, 153,

CLARK,J. L. ;HEMBRY,F.G. ; THOMPSON,G.B. ; PRESTON,R.L., 1973. Ration Effect on
Polyethylene Glycol as a Marker. Jowwal of Dairy Science,55,1160.

299




CLARKE ,E.M.W. ;ELLINGER,G.M. ; PHILLIPSON,A.T., 1966. The Influence of Diet on
the Nitrogenous Components Passing to the Duodenum and Through the
Lower TLeum of Sheep. Proceedings of the Royal Society of London,
Sendes B, 166, 63.

C.0.C.S.A., 1967. Avenida de Baviera, 6,Madnid 2, Espanha.

COMBS,G.E. ;WALLACE,H.D., 1976. Grain Sorghum in Starter and Grower Diets.Re-
seanch Repornt n9AL - 1976-3, Flonida Agricultural Experimental Sia-
Loon, USA,

CONNOR, J.K. ;HURWOOD,T.S. ;BURTON,H.W. ;FUELLING,D.E., 1969. Some Nutritional
Aspects of Feeding Sorghum Grain of High Tannin Content ito Grow-
ing Chickens. Australian Jouwwnal o4 Experimental Agriculture and
Animal Husbandry, 9, 497.

COPE,W.A. ;BURNS,J.C., 1971. RelLationship Betueen Tannin Levels and Nutniti-
ve Value of Sericea. Chrop Science, 11, 231.

COPE,W.A.;BELL,T.A. ;SMART,W.W.G. (Jn.), 1971. Seasonal Changes in an Enzyme
Inhibitorn and Tannin Content in Sericea lespedeza. Crop Science ,
11, 893.

CORBETT, J. L. PICKERING F.S., 1981. Predicting Crude Protein Supply to  the
Iniet&neé 04 G&az&ng Sheep. In: Recent Advances in Animal Nutri-
tion in Australia, 12 A . Ed: D.J.Fauell.

CORBETT,J. L. ;FURNTVAL,E.P:; INSKIP,M.W. ; PICKERING,F.S., 1982. Protein Diges-
tion in GnaZLng Sheep In: Fonage Protein in Ruminant Animal Pro-
duction. Occasional Publication n? é6- Baitish Soclety of Animal
Production, 1982, Eds: D.J.Thomson,D.E.Beever,R.G.Gunn.

CRAWFORD,R.J. (Jn. ) ;HOOVER,W.H. ;SNIFFEN,C.J. ;CROOKER,B.A., 1978, Degradation
o4 Feedstufd Nitrogen in the Rumen vs Nitrnogen in Three Salvents.
Jowwnal of Animal Science, 46, 1768.

CUESTA,M.P. ;MARTINEZ ,M.C. ;SERRANO,J.T., 1969. La Harina de Belloia Desgra -
sada en Alimentacion An&maﬂ 111 . Investigacion def Valon Nutrni-
Livo de Harina de Bellota Desgrasada,com Adicion de Grasa, en La
Especie Porcina. Archivos de Zootecnia, 18, 37,

CUESTA,M.P. ;SERRANO,J.T. ;MARTINEZ M.C., 1970. Valor Nutrnitivo de La Harina
de Bellota Desgrasada en Galinas Ponedornas. Congreso Mundial de
Avicultuna, 1970, 917.

CUESTA,M.P. ;RUIZ,D.A. ;MARTINEZ ,M.C. ;SERRANO,J.T., 1966. La Harina de Beflo-
ta Desengrasada en La Alimentacion Animal. 1. Investigacion del
Valor Nutrnitivo de La Harina de Belloia Desengrasada em Pollos de
Carne. Congreso Mundial de Alimentacion Animal,1966, 489,

CZERKWSKI ,J.W., 1978. Reassessment of Efficiency o4 Synthesis of Microbial
Mattern in the Rumen. Jowwal of Dairy Science, 61, 1261.

CZERKWSKT, J.W. ; BRECKENRIDGE,G., 1969a. The Fermentation of Sugarn-Beet Pulp
and Sucrose in an ARELficial Rumen, and the Affect of Linseed 04if
Fatty Acids on the Fermentation. Baitish Jowwal of Nutrition,?3,
51.

CZERKAWSKT,J.W. ; BRECKENRIDGE,G., 1969b. Distribution of PEG in Suspensions
04 Food Parnticles, Especially Sugar Beet Pulp and Dnied Grass Pel-
Lets. British Jowwmal o4 Nutrnition, 23, 559.

DAIBER,K.H.,1975.Enzyme Inhibition by Polyphenols of Sorghum Grain and Malt.
Journal o4 the Science of Food and Agriculiure,26,1399.

300




DAMRON,B.L.;PRINE,G.M.;HARMS,R.H.;1968.Eva£uaiion 04 Various Bind-Resdstant
and Non-Resistant Varnieties of Grain Songhum for Use . &n Broilen
Diets.Poultry Science,47,1648.

DAVIS,A.B. ;HOSENEY,R.C.,1979.Grain Sorghum Condensed Tannins. 1. Tsolation
Estination and Selective Adsorption by Starch.Cereal Chemistry,5,
310.

De JUANA,A.,1953.EL Cendo de Tipo Iberico en £a Provincia de Badajoz.Archi-
uoz.s de Zootecnia,?,18.

DELORT-LAVAL,J. ;VIROBEN,G. ,1969.Taux et Disponibilite de fLa Lysine et de La
Tyfwz»we dans Les Proteines Protegees par Centaines Substances
Tannantes (Fonmaldehyde ,Extrait Tannant de Chataignier)Contre fa
Desamination en Milieu de Rumen.Comptes Rendus des Séances de L'A-
cademie d'Agriculture de France, 269, 1558,

DELORT-LAVAL,J. ; LEROY,F.;ZELTER,S.R.,1972. PnotectLon des Protedines Alimen -
ta,uw,é Come £a De/samma/uon Bacternienne au Niveau du Rumen.An -
nales de Biofogie Animale,Biochimie et Biophysyque,12,179.

DIAGAYETE,M. ,1981. Landwirtschaftliche Forschung,37,416.

DONNELLY,E.D.,1954.Some Factons Zhat Affect Palatability in Sericea lespe -
deza,L. cuneata. Agronomy Joumnal,46,96.

DONNELLY,E.D. ;ANTHONY ,W.b-,1969.Relationship o4 Tannin,Dny Matter Digesti -
bility and Crude Protedin in Sericea lespedeza.Crop Sclence,9,361.

DONNELLY,E.D. ;ANTHONY,W.B. ,1970.Effect 0f Genotype and Tannin on Dry Matten
D&geAixbLZAiy in’ Sericea lespedeza.Chop Science,10,200.

DONNELLY,E.D. ;ANTHONY,W.B. ,1973.Relationship of Sericea Lespedeza Lead and
Stem Tannin to Forage Quality.Agronomy Jouwnal,65,993.

DONNELLY,E.D. ;ANTHONY ,W0.B. ; LANGFORD,J.W., 1971 Nutritive Relationships  in
Low-and High-Tannin Sericea lespedeza Under Grazing.Agronomy Jou-
rnal,63,749.

DREYER,J.J. ;NIEKERK,P.J.Van, 1974 .Growth-Supressing and Related Effects on
Rats of Unextracted and Ethanol-Extracted Grains of Cerntain Son -
ghum Cultivars.South African Jowwmal of Nutrnition,10,89.

DRIEDGER,A. ;HATFIELD,E.E.,1972.Influence of Tannins on the Nutrnitive Value
of Soybean Meal for Ruminants.Jowwmal of Animal Science,34,465.

DUFVA,G.S.;BARTLEV,E.E.;ARAMBEL,M.J.;GALITZER,S.J.;DAVTON;A.U.;1982.C0ntent
04 2-Aminoethylphosphonic Acid in Feeds,Bacteria and Protozooa . -
and 4ts Role as a Rumen Markenr.Jouwwnal of Animal Science,54,837.

DURKES,A.B.,1971.The Nature of Tannin in Rape Seed Meal (Brassica campes -
tms) PhyZtochemistny,10,1583.

EARP,C.F. ;AKINGBALA,J.0. ;RING,S.H. ;ROONEY,L.W., 1981. Evaluation o Several
"Methods to Determine Tanning in Songhums with Vawing Kernel Cha-
nactenistics., Ceneal Chemistny, 58, 234.

EGGUM, B. 0. ;CHRISTENSEN,K.D., 1975, In: Breeding fon Seed Protein Improve -
ment Using Nuclear Techniques, T35, TAEA,Vienna,Austrnia.

EL-DIN,M.Z. ;EL-SHAZLY,K., 1969. Evaluation of Method of Measuring Fermenta-

Zion Rates and Net Growth of Rumen Microonganisms. Applied Micro-

biokogy, 17, 801.

EL-SHAZLY,K. ;HUNGATE,R.E., 1965, Fermentation Capacity as a Measure of Net
" Growth o4 Rumen Microonganisms. Applied Microbiology, 13, 62.

301




EL-SHAZLY,K. ;NAGA,M.M.A. ;ABAZA,M.A. ;ABOU AKKADA,A.R., 1969. The Use o4 the
In VitroFermentation technique to Estimate the Digesiible Energy
Content of Some Egypiian Forages. I11. The Effect of Perlodical
Renewal of Medium on Volatile Fatty Acid Production and Cellulose
Digestion In Vitro as Criterdia of Enengy Content. Jowwal of Agrd-
cultural Science (Camb.), 73, 431.

ELY,D.G.;LITTLE,C.0.;WOOLFOLK,P.G.;MITCHELL,G.E. (Jrn.), 1967. Estimation of
Extent o4 Conversion 04 DLexany Zein to Microbial Protein in zhe
Rumen o4 Lambs. Jowwal of Nutrnition, 91, 314.

ELKIN,R.G. ; FEATHERSTON,W.R. ;ROGLER,J.C., 1978. Investigations of Leg Abnon-
malities Ain Chicks Consuming High Tannin Sorghum Grain Diets. Po-
wlthy Science, 57, 757.

ELLIS,W.C., 1978. Determinants of Grazed Forage Intake and Digestibility
Jowwmal of Dainy Science, 61, 1828.

ELLIS,W.C. ;LASCANO,C.; TEETER,R. ;OWENS,F.N., 1982, Sofuble and Particulate
Flow Markens. In: Protein Requirements for Cattle.Symposium,37.Ed:
.F.N.Owens.OkLahoma State University, Stillwater,

ERFLE,J.D. ;SAUER,F.D.;MAHADEVAN,S., 1977. Effect o4 Ammonia Concentration
on Activity of Enzymes of Ammonia Assimilation and on Synthesis
04 Amino Acids by Mixed Rumen Bacteria in Continuous  Culture .
Jouwwmal of Dainy Science, 60, 1064,

ESKIN,N.A.M. ;HOEHN,E. ; FRENKE,C., 1978. A Simple and Rapid Quantitative Met-
hod gon Total Phenols. Jowwal o4 Agriculture and Food Chemistry,
26, 973.

EVANS,W.C., 1977. Biochemistry o4 the Bacterial Catabolism of Aromatic Com-
pounds Ain Anaerobic Envininments. Nature, 270, 17.

EIN,1956. Composicdao Quimica e Valor Nutritivo de Algumas Forragens Nacio-
nais. Estacao Zootecnica Nacional, Fonte Boa, Portugal.

FAHEY,G.C. (Jn.) ; JUNG,H.G., 1983. Lignin as a Markern in Digestion Siudies: A
Review. Jouwwmal of Animaf Science, 57, 220.

FAICHNEY,G.J., 1975, The Use of Markens to Parntition Digestion within = the
Gastrhointestinal Trnact o Ruminants. In: Digestion and Metabolism
An the Ruminant, 277. Eds: 1.C.McDonald and A.C.T.Warnen.The Un&-
vernsity of New Engﬂand Publishing Unit,Anmidale,Australia.

FAICHNEY,G.J., 1980a. The Use o4 Markerns to Measure Digesta Flow from  the
Stomach of Sheep Fed Once Daily. Jowwal of Agriculiurnal Science,
94, 313,

FAICHNEY,G.J.,1980b. Measurement in Sheep o4 The Quantity and Composition
04 Rumen Digesta and of the Fractional Outflow Rates of Digesia
Constituents. Australion Jowwmal of Agricultural Research,31,1129.

FEATHERSTON,W.R. ;ROGLER,J.C., 1975. Ingluence of Tannins on the Utilization
04 Songhum Grain by Rats and Chicks. Nutrition Reports Intermnati-
onak, 11, 491,

FEENEY,P.P., 1968. Seasonal Changes in the Tannin Content of Oak Leaves.Phy-
tochemistry, 1, 871.

FEENEY,P.P., 1969. Inhibitory Effect of Oak Leaf Tannins on the Hydrolysis
0§ Proteins by Trypsin. Phytochemistry, &, 2119.

FEENEY,P.P., 1976. In: Recent Advances in Phyfochemistry, 10,1

302




FERGUSON,K.A. ; JEMSLEY,J.A.;REIS,P.J., 1967, Nutrnition and Wool Growth ; The
Eéﬁecté of P&OIQCILng D&exany Protein grom Microbial Degnada£¢on
An the Rumen. Australian Jowwal o4 BioLogical Sciences, 30, 215,

FERREIRA,M.S.V., 1984, Estudo In Vivo da Digestibilidade da Boloia. Reﬁato-
nio de Estagio. Universidade de Evonra.

FERREIRA,M.F.;CASTRO,L.V., 1966. A 4arninha de Bolota na Alimentacao das Aves
em C&@AC&mQﬂIO Boﬁei&m da Dineccao Geral dos Servdicos PecuaRLOA
1966,

FOO,L.Y.;JONES,W.T.;PORTER,L.J.;WILLIAMS,V .M., 1982. Proanthocyanidin Poly-
mens of Fodder Legumes. Phytochemistry, 21, 933.

FORD,J.E.;HEWITT,D., 1979. Protein Quality in Ceneals and Pulses.3. Bloas -
says with Rats and Chickens on Songhum (Sorghum vulgare Pers.)
Barley and Field Beans (Vieia faba L.).Influence of Polyethylene
GLycok on Digestibility on the Protein 4in High-Tannin Grain. Bri-
tish Journal of Nutrnition, 42, 375.

FORSBERG,C.W., 1978. Some Effects of Ansenic on the Rumen Micrnoglora; an In
Vitro Study. Canadian Jowwal of Microbiology, 24, 36.

FULLER,H. L. ;CHANG,S.T.;POTTER,D.K., 1967. Detoxification of Dietary Tannic
Acid by Chicks. Jouwwmal of Nutnition, 91, 177.

FULLER,H.L.;POTTER,D.K. ;BROWN,A.R., 1966. The Feeding Value of Grain Sorgh-
ums Ln Relation to theirn Tannin Content. Georgla Agriculturne Exp-
eumental Station Bulletin, NS, 176, 14,

GANDHT , V.M. ; CHERTAN,K.M. sMULKY ,M.J. ;MELON,K.K.G. ,1975.UtiLization of Non-
Traditional Indigenows 0LiL Seed Meal.Z?.Studlies With Detoxigdled
Sal Seed Meal.Jowwnal of 04 Technofogists Association of India |,
7,44.

GANEV,G. ;ORSKOV,E.R. ; SMART ,R. ,1979.The Ef4ect of Roughage on Concentrate
Feeding and Rumen Retention Time on Total Deghradation of Protein
An the Rumen.Jowwmal of Agricultural Science,Camb.,93,651.

GARNER,R.J.W. ;HURWOOD,1.S.,1976. Australian Veterinary Jowwak,52,194.

GARRET,J.E. ;GOODRICH,R.D. ;MEISKE,J.C., 1982 Measurnement of Bacterial Nitno -
gen Using D-Alanine.In:Protein Requirnements fon Catitle.Symposium.
Ed:F.N.Owens ,0kLahoma State Univ.,Stillwatern,0kLahoma ,USA.

GENEST,C.,1982.Mise au Point d'une Methode d'Estimation in vitro de La De -
gnadab4£4te des Proteines dans Le Rumen,et sa Relation Avee lLa
Detemination in vivo du Flux d'Azote Aﬁ&menia&ne a L'Entree de
L' Intestin Grele.These Doctewr-Ingeniewr,Univensite de CLexmont 2
France,

GILL,S.S.;CONRAD,H.R, ;HIBBS,J.W.,1969.Reflative Rate 04 in vitro Cellulose
Disappearance as Possible Estimaton of Digestible Dny Matter In -
take.Jowwnal of Dairy Science,57,1687.

GLICK,Z.,1981 .Modes o4 Action o4 Gallic Acid 4in Suppressing Food Intake of
"Rats.Jowwmal o Nutrnition,111,1910.

GLICK,Z.;JOSLYN,M.A.,1970a.Food Intake Deppression and Other Metabolic Ef -
gects 04 Tannic Acdd 4in the Rat.Jowwal of Nutnition,100,509.

GLICK,Z.;JOSLYN,M.A.,19700.Effect of Tannic Acid and Related Compounds on
the AbAo&pI&an and Utilization of Proteins in the Rat.Jowwmal o4
Nutrnition,100,516.

303




GLORIES,Y.,1974.Recherches sur £a Structune et Les Proprietes des Composes
Phenoaque/s Polymenises des Vins Rouges.ll-Precipitation et Ex -
traction en Presence de sels Mineraux.Action des Proteines.Con -
naissance de La Vigne et du Vin,§,375.

GOERING,H.K. ; VAN SOEST,P.J.,1970.Forage Fibern Analysis . USDA Agrniculture
Handbook n2379.

GOERING,H.K. ;WALDO,D.R. ,1974.Processing Effects on Protein Utilization by
Ruminants . Proceedings of the Cornell Nutnition Conference fon Fe-
ed Manugacturens,1974,75.

GOLDSTEIN,J.L.;SWAIN,T.,1963.Changes 4in the Tannins in Ripening Fruit.Phy-
tochemistny,?,371.

GOLDSTEIN,J.L.;SWAIN,T.,1965.The Inhibition of Enzymes by Tannins.Phyfoche-
misthy,4,185.

GOTO,T. ;MOSHINO, T. ;OHLA M. ,1976.Stabilization Effect of Newtral Salts on

Anthocyaning : Flavylium Salts ,Anhydrobases and Genuine Anthocya -
nins . Agiicultunal and Biokogical Chemistry,40,1593.

GRANT,W.D.,1976.Microbial Degradation o4 Condensed Tannin.Science,193,1137.

GREEN,V.E. (Jn,.),1974.Yield and Digestibility o4 Bind Resistant and Non-Re-~
sistant Grain Sorghum.Soil Crop Science,Soc.FLa.Proc.,33,13.

GRETIFE,H.A. ;ROOKE,J.A. ;ARMSTRONG,D.G. ,1985.The Digestion by Cattle of Si-
Lage-Containing Diets Fed at Two Dry Mattern Intakes.?.The Diges-
tion o4 Total Amino Acids and o4 D-Alanine and D-GLutamic Acdd .
British Jouwnal of Nutrnition,54,483.

GRIFFITHS,D.W.,1979.The Inhibition of Digestive Enzymes by Extracts of Fi-
eld Bean (Vieia faba).Jowwal o4 the Science of Food and Aghi -
cuwfture,30,458.

GRIFFITHS,D.W.,1981.The Polyphenclic Content and Enzyme Inhibitory Activi-
2y of Testas gfrom Bean(Vieia faba) and Pea(Pisum spp.) Varnieties.
Jowmal of the Science of Food and Agrniculiture,32,797.

GRIFFITHS,D.W. ;JONES,D.1.H.,1977.Cellulase Inhibition by Tannins 4in the
Testa of Field Beans(Vieia faba).Jowwal of the Science of Food
and Aghiculiurne,?8,983.

GRIFFITHS,D.W. ;MOSELEY,G.,1980.The Effect of Diets Containing Field Beans
04 High on Low Polyphenolic Content on the Activity of Digestive
Enzymes in the Intestines of Rats. Jouﬂnaz o4 the Science of Food

and Agricultune,3l, 255,

GROVUM,W. L. ;PHILLIPS,G.D. ,1973.Rate of Passage of Digesta in Sheep.5 .The-
onetical Consdiderations Based on a Physical Model and Computer
Sdmukation.Buitish Jowwmal of Nutrnition,30,377.

GROVUM,W. L. ;WILLIAMS,V.J.,1973.Rate 04 Passage o4 Digesta in Sheep. 4 .Pas-
sage o4 Marken Thnough the Alimentary Thact and the B&olog&caz
RelLevance o4 Rate-Constants Derdived grom the Changes .4in Concen -
thation of Markern in Faeces.British Jowwmal of Nutrnition,30,313.

GUENEAU,S. ;BERTRAND,D. , 1984 . Evaluation de La Digestibilite de La Matiere
Seche d’ AZAmentA Cellulosiques du Ruminant parn La Methode  des
Sacs Nylon.Cahien des Techniques de £'INRA.Bulletin de Lialson
Interne ndd,33.1INRA,Ruc de Grenelle, 149 75 341,Panis 7eme.

GUILLAUME,J.;BELLEC,R.,1977 . Use 04 Field Beans (Viecia faba L.) in Diets
gon Laying Hens .British Poultry Science,18,573.

304




GUPTA,R.E.;HASLAM,E. ,1978.PLant Proanthocyanidins.Part 5.Songhum Polyphe -
noks . Jowwal of the Chemistry Society,Prekin Thans.,1,892.

GUPTA,R.K. ;HASLAM, E., 1980, Proceedings of the Symposium on Polyphenols .in
Cereals and Legumes,T5.36%h Annual Tnsfitufe of Food Technofogd-
345 WMeeting,Saint Louis,1979.1Int.Res.Cent. :Ottauwa, Ontanio, 1980
IDRC 145 e,

GUPTA,D.W.;GUPTA,B.N.;SAHRA,R.C.;BHANDARI,A.B.;MATHUR,H.L.,1977.1nd£an Ve-
terinary Jowwmal 54,463,

GUSTAVSON,K.H.,1954.Interaction of Vegetable Tannins with Polyamides as
Proof of the Dominant Function of the Peptide Bond o4 Collagen
for its Binding o4 Tannins.Jouwwmal of Polymer Science,12,317.

GUSTAVSON,K.H. ,1956.The Chemistry of Tanning Processes,403.Academic Press,
New Yonrk,

HAGERMAN,A.E. ;BUTLER,L.G.,1978.Protein Precipitation Method fon the Quan -
titative Determination of Tannins.Jowwal of Agrnicultural  and
Food Chemistny,26,809.

HAGERMAN,A.E. ;BUTLER,L.G.,1980a.Detemination of Protein in Tannin-Prote -
An Precipitates.Jowwnal of Agrniculturnal and Food Chemistry, 28,944.

HAGERMAN,A.E. ;BUTLER, L.G.,1980b.Condensed Tannin Purification and Charac -
Lerdzation of Tannin-Associated Proteins.Jowwal of Agrnicultural
and Food Chemistry,28,947.

HAGERMAN ,A.E. ; BUTLER,L.G.,1981.The Specificity of Proanthocyanidin-Protein
Internactions.Jowwnal o4 BioLogical Chemistny,256,4494.

HALL,C.B.,1966.Inhibition o4 Tomato Pectinesterase by Tannic Acid.Nature ,
212,717.

HALLORAN,H.R. ;MAUNDER,A.B. , 1971 Nutrnitional Evaluation with Bind-Resistant
and Yellow Endosperm Sorghums.Poultry Science,50,1582.

HAMMEL,D. L. ; JOHNSON,J.T.,1976.Performance of Growing-Finishing Suine Fed
Flonida Grown Bind Resistant Grain Sornghum and Non Bind Resds -
tant Grain Sorghum. LIVE 0OAK ARC RES.REPT.NOSW:1976-2.Agn.Res .Cen-
Zten, Live Oak,Flonida,USK.

HARBORNE,J.B.,1976.1n:Chemistry and Biochemistny of Plant Pigments,Vol 1 ,
734 .Ed: T.W.GoZdwin.Academic Press,New Vonk,1976.

HARBORNE,J.B.,1979.FRavonoid Pigments.In:Herbivonres:Thein Interactions wi-
th Secondary Plant Metabolites,T69.Eds:G.A.Rosenthal and D.H.
Janzen.Academic Press,New Vork.

HARMEYER ,H. ;HOLLER ,H. ;MARTENS,H. ,1976 . Estimate o4 Microbial Protein Synthe-
848 in vitro by the Simultaneous Use of Three Different Isotopic
Markerns.In:Tracen Studies on Non-Protein Nitrogen fon Ruminants
I11.TAEA,Vienna, 69, ' -

HARRIS,H.B.,1969.Annual Comn and Sorghum Research Conference Proceedings ,
241h,111.Chicago,1969.

HARRIS,H.B. ; BURNS,R.E.,1970.Influence of Tannin Content on Preharvest Seed
Germination in Sorghum.Agronomy Jowwak,62,835.

HARRIS,H.B. ; CUMMINS,D.G. ;BURNS,R.E., 1970.Tannin Content. and Digestibility
of Sorghum Grain as Ingluenced by Bagging.Agronomy Jowwal,62,633.

HARRISON,D.G. ;BEEVER,D.E. ;0SBOURN,D.F.,1979.The Contribution 04 Protozoa
Lo the Protein Enterning the Duodenum of Sheep.British Jowwmal of
Nutrition,41,521.

305




HARRISON,D.G. ;McALLAN,A.B. ,1980.Factorns Affecting Microbial Growth YielLds
An the Reticulo-Rumen.In:Digestive Physiology and Metabolism in
Ruminants.Eds:Y.Ruckebusch and P.Tnavend,205.MTP Press LEd.,Lla-
ncasten.

HARTLEY,R.D.; JONES,E.C. ;W00D,T .M., 1973.Comparison o4 Cell Walls o4 Lolium
multiflorum with Cotton Cellulose in Relation to theirn Digestion
with Enzymes Associated with Cellulolysdis.Phytochemistry,12,763.

HARTLEY,R.D. ; JONES,E.C. ;W00D,T .M. ,1976.Carbohydrates and Carbohydrate Es -
tens of Ferwlic Acid Released from Cell Walls of Lolium multi -
florum by Treatment with Cellulolytic Enzymes.Phytochemistrny,15,
305,

HASLAM,E.,1966.Chemistny of the Vegetable Tannins.Academic Press,New Yonk.
HASLAM, E. ,1974. Polyphenol-Protein Interactions.BLiochemical Jouwwal,139,285,

HASLAM,E., 1977.Review: Symmetry and Promiscuity Ln Procyanidin Blochemis -
thy. Phytochemistrny,16,1625,

HASLAM,E., 1979.1n:Recent Advances 4in Phyfochemistny,12,475.

HASLAM, E.,1980.Vegetable Tannins.Department o4 Chemistrny,Shegfield Univen-
sity,Sheffleld S3 7HF,United Kingdom.

HASLAM,E.,1981.The Blochemistry o4 Plants.Academic Press,New York,Vol.1 ,
527.

HASLAM, E. ;OPIE,C.T.;PORTER, L.T.,1977. Procyanidin Metabofism:A Hypothesis.
Phytochemistrny,16,99.

HENIS, V. ; TAGART ,H. ; VOLCANT ,R.,1964.Effect of Watern Ex*racts of Carob Pods,
Tannic Acid and thein Derdvatives on the Monphology and Growth
of Microorganisms.Applied Michobiology,12,204.

HICKS,C.R.,1982. Fundamental Concepts in the Desdign o4 Experiments.3nd edd.
College PublLishing.

HIBBERD,C.A. ;WAGNER,D.G. ; SCHEMM,R. L. ;MITCHELL,E.D. (Jn. ) ;HINTZ,R. L. ;WEIBEL,
D.E., 1982 Nutrnitive Characternistics of Differnent Varnileties o4
Songhum and Corn Grains . Jowwal o4 Animal Science,55,665.

HILLTER,J.C.;MARTIN,J.J.;WALLER,G.R.,1959.The Relative Value of Six Vari -
eties 04 MiLo fon Growing and Finishing Swine.OkLahoma Agricul .
Expen.Station Misc.Pubfic MP-55,1959,

HOBSON,P.N.,1069.Discussion,348.In: Physiology o4 Digestion and Metabolism
in the Ruminant.Proc.3rd Tntern.Symp. ,Camb. UK.

HOBSON,P.N.,1970.Some Field Experiments on the Rumen Functions of Red De-
en,HikL Sheep and Reindeen.Deexr,?,450.

HOBSON,P.N. ;WALLACE,R.J., 1982 Michobial Ecology and Activities in the Ru-
men:Part 1 and Part 11.CRC Critical Reviews in Michobiology,A -
pril, 165 and May, 253.

HOFF,J.E. ;SINGLETON,K.1.,1977.A Method 4forn Determination of Tannins 4in Fo-
ods by Means of Immobilized Protein.Jornal of Food Science,42,1566.

HOGAN, J.P. ;WESTON,R.H.,1967.The Digestion o4 Chopped and Ground Roughages
by Sheep.11.The Digestion of Nitrogen and Some Carbohydrate Fra-
ctions in the Stomach and Intestines.Australian Jowwmal o4 Agri-
cuwltuwwl Reseanch,18,803.




HOGAN,J.P.;WESTON,R.H.,1981. Laboratory Methods §on Protein Evaluation. In:
Forage Evaluation:Concepts and Techniques.Eds:J.L.Wheelen and
Mochnie,75.CSIRO and American Forage and Grassland Council,Melb.

HUME,I.D.;MOIR,R.J. ; SOMERS, M., 1970.Synthesis of Microbial Protein in zthe
Rumen.Australian Jowmal of Agrnicultural Research,?1,283.

HUMPHRTES,C. ,1980. Taypsin Inhibitons in Lead Protein Concentrate.Jowwnal
04 the Science of Food and Agricultunre,31,1225.

HUNGATE,R.E.,1966.The Rumen and its Microbes.Academic Press,New York.
HUNGATE,R.E.,1975.The Rumen Microbial Ecossystem.Ann.Rev.Ecol.Sysk. ,6,39.

HUTTON,K. ;BAILEY,F.J. ;ANNISON,E.F.,1971.Measurement 05 Bacterial Nitrogen
Entening the Duodenum of the Ruminant Using Diaminopimelic Acid
as a Marker.British Jowwal of Nutrnition,?5,165.

HVELPLUND,T.;MOLLER,P.D. ;MADSEN, J. ;HESSELHOLT M., 1976 .FLow of Digesta Thx-
ough the Gastrno-TIntestinal Tract in the Bovine with Special Re -
gerence Lo Nitrogen.Rev.Vet.Agn.Univ..Yearbook,Copenhagen,173.

INRA, 1978 . Alimentation des Ruminants.Ed:INRA Publications,Route de Saint -
Cyn,78000,France.

JAGADALE,H.N. ;DESAT,H.B, ; SHUKLA,P.C.,1976.Study on Effect of Feeding Deoi-
Led Sal Seed Meal at Different Levels to Kankrej Cows on Milk
Composition.Gujarat Agnicultunal University Research Jouwwnal,1,125,

JAMBUNATHAN,R.;MERTZ,E.T.,1973.Re£aii0n$hip Between Tannin Levels,Rat Grow-
th and Diets of Proteins in Sorghum.Jowwal of Agriculiural and
Food Chemistny,?1,692. :

JARRIGE,R. (Ed.),1978.Alimentation des Ruminants.Versailles,France.INRA,597.

JAYASURTA,M.C.N. ;WIJEYATUNGE,C. ; PERERA,H.G.D.,1982.Rumen and Post-Rumen
Fermentation of Spent Tea Leaf Protein and Othern Protein Sources
Studied by the NyLon Bag Method.Animal Feed Science and Techno -

Logy,7,221,

JILG,T.,1982. Untersuchungen Zum Proteinabbau im Kinstlichen Pansen Unten
Berucksichtigung den Pepsin-HCL-Loslichkeit.Diplomarbeit,Univen.
Hohenheim, Inst. F. Tieremdhnung ,W.Germany.

JOHNSON,D. E. ; BERGEN,W.G. ,1982.Fraction of Onganic Matter Digestion Occun -
rnng 4n the Rumen:A Partial Literature Summary.In:Protein Requi-
nements gon Catile,Symp.,113.Ed:F.N.Owens,OkrLahoma State Univen-
34y, STl lwaten, Okbakoma 74078 USA. . -

JOHN,W. ; LANCASHIRE,J.A.,1981.Proceedings oévthe New Zealand Grassland As -
socdation,42,152.

JOKL, L. ;CARLSON,R.,1982. First Intenmational Conference on Lead Protein Re-
seanch,Aurangabad, India,1982.

JONES,E.T. ;MANGAN, J. L. ,1977.Complexes of the Condensed Tannins of Sanfoin
(Onobrychis vieiifolia- Scop. )with Fraction 1 Leaf Protein and
with Submaxillary Mucoprotein and Reversal by Polyethylene GLy -
col and pH.Jornal of the Science of Food and Agriculture,?8,126.

JONES,w.T.;LVTTLETON,J.W.;CLARKE,R.T‘J.;1970.B£oat in Cattle.33.The Solu -
ble Proteins of Legume Forages in New Zealand,and their ReLati -
ondhip to BLoat.New Zealand Jowwmal of Agricultural Research,13,
149, , , -

JONES,W.T. ; BROADHURST ,R.B. ; LYTTLETONE,J.W.,1976.The Condensed Tannins 04
Pasture Legume Species.Phytochemistrny,15,1407.

307




JOSLYN,M.A.;GLICK,Z.,1969.Comparative Effects of Gallotannic Acid and Re-
Lated Phenolics on the Growth of Rats.Jowwmal of Nutrition,9§,119.

JOSLYN,M.A. ;NISHIRA, H. ;1T0,S. ,196§. Leucoanthocyanins and Refated Phenolic
Compounds o4 Carob Pods (Ceratonia siliqua).Jowwal of the Sci -
ence of Food and Agriculture,19,543.

JOURNET M. ; VERITE,R.,1977. Levels of Enerngy and Nitrogen Intake in Relation
to Animal Protein Production During Lactation.In:Proceedings of
the Znd Int.Symp. Prot.Metab.and Nutr..Ed:S.Tamminga.Centen fon
Agricultural PubZishing and Documentation,Wageningen,Netherlands.

JUNG,H.J.G. ;FAHEY,G.0.C. (Jn.),1981.Effect of Phenolic Compounds Removal on
in vitroForage Digestibility.Jornal of Agricultural and Food Che-
mistrny,29,817.

JUNG,H.G. ; FAHEY,G.0.C. (Jn), 1983 Nutrnitional Implications of Phenofic Mo-
nomens and Lignin:A Review.Jowwal of Animal Science,57,206.

KANG-MEZNARICH,J.H. ;BRODERICK,G.A. , 1987 . Effects of Incremental Urea Sup -

pLementation on Ruminal Ammonia Concentration and Bacterial Pro-
tein Fomumation.Jowwal of Animal Science,51,427.

KAPEL, M. ;KARUNANITHY,R.,1974.The Determination of Tannins with Cerium (IV)
Sulphate.Analyst,99,661.

KAY,R.N.B.,1969.Effects of Tannic Acid on the Solubility of PEG.Proceedings
04 the Nutrnition Society,28,27A.

KEELER,R.F.; VAN KAMPEN,K.R. ;JAMES,L.F.(Eds),1978.E§fect o4 Poisonous Plant
on Livestock.Academic Press,New Yonrk,640.

KENDALL,W.A.,1966.Factons Agpecting Foams with Forage Legumes.Crop Science,
6,487.

KHAYAMBASHI ,H. ; LYMAN,R. L. ,1966.Growth Depression and Pancreatic and Intes-
tinak Changes in Rats Force-Fed Amino Acid Diets Containing Soy-
bean Trypsin Inhibitor.Jowwmal of Nutrition,§9,455.

KING,H.G.C. ;WHITE,T.,1956.1n:The Chemistry of Vegetable Tannins,Symp..Soci-
ety o4 Leather Trades Chemisits,Croydon,3l.

KONDOS,A.C. ; FOALE,M.A. ,1983.Comparison o4 the Nutritional Value 04 Low and
Medium Tannin Sorghum Grains forn Pigs.Animal Feed Science and Te-

chnology, §,85.
KOTB,A.R. ; LUCKEY,T.D.,1972 Markesrs in Nui&itéon.Nut&.AbAtn.Rev.,ﬁ£,813.

KRATZER,F.H. ; SINGLETON, V. L. ;KADIRVEL,R. ; RAYUDU,G.V.N. , 1975, Characterization
and Growth-Depressing Activity for Chickens o4 Several Natural
Phenolic Materials.Poultry Scaence, 54,7124,

KRISHNAMOOTY ,H.G. ; CHENG,K.J. ; JONES,G.A. ;SIMPSON, F. J. ;WATKIN,J.E.,1970. T -
dentigication of Products Produced by the Anaerobic Degradation
04 Rutin and Related Flavonodds by Butyrivibrio Sp.C3.Canadian
Jowwal of Microbiology,16,759.

KUMAR,R. ,1980.Tannin Composition of Sal (Shorea robusta) Seeds.Jouwrnal of
Food Science and Technology,India,17,144.

KUMAR,R. ; SINGH M. , 1984 .Tannins : Thein Adverse Role 4in Ruminant Nutnition. A
Review. Jowwnal of Agricultural and Food Chemistry,32,447.

KURILOV,N.V.;SEVASTIANOVA,M.A.;KORSHUNOV,V.M.;MVSNIK,N.D.;PODSHIBVAKIN,A.
E.,1976. Livestock Production Science, 3,57.

308 -




LEHNINGER,A.L.,I970.Biochemiéiﬁy.2nd Edit. .Wonth Publisherns,Inc.444  Park
Avenue South,New York,10076.

LENG,R.A.;GILL;M.;KEMPTON,T.J.;ROWE;J.B.;NOLAN;J.V.;STACHIW,S.J.;PRESTON,T.
R.,1981.Kinetics of Large Ciliate Protozoa in the Rumen o4 Cattle
Given Sugar Cane Diets.British Jonnal of Nutrition,46,371.

LEROY,F.;ZELTER,S.Z. ; FRANCOIS,A.C., 1964, Protection des Proteines Alimentai-
nes Contre La Desamination Bacterienne au Niveaux du Rumen.Etudes
en Rumen Artificiel.Comptes Rendues de £a Academie des Sciences
de France,?59,1592,

LEWIS,J.A. ;STARKEY,R. L., 1968.Vegetable Tannins , thein Decomposition and Ef -
gects on Decomposition of Some Onganic Compounds .Soil Science,106
,241,

LEWIS,J.A. ;STARKEY,R. L., 1969.Decomposition o4 Plant Tannins by Some  Soil
Microonganisms.Soil Science,107,235,

LINDBERG, J.E.,1981a.The Effect of Sample Size and Sample Structure on the
Degradation of Dry Matten,Nitrogen and Cell Walls in Nylon Bags.
Swedish Jornak of Agrniculitural Reseanch,11,71. .

LINDBERG,J.E.,1981b.The Effect of Basal Diet on the Ruminal Degradation of
Dry Matten,Nitrogenous Compouds and Cell Waals in NyLon Bags .Swe-
dish Jowwmal of Agrniculturnal Reseanch,11,159.

LING,J.R. ;BUTTERY,P.J.,1978.The Simubtaneous Use of Ribonucleic Acid, %S |
Z,6-Diaminopimelic Acid and 2-Aminoethyl-Phosphonic Acid as Man -
kens of Microbial Nitrnogen Entering the Duodenum 04 Sheep.British
Jowwmal of Nutrnition,39,165.

LINDSAY,D.B. ; ARMSTRONG,D.G. ,1982. Post-Ruminal Digestion and the Utilization
04 Nitrogen.In:Forage Protein in Ruminant Animal. Production,13.0-
ceasional Publication NY96,British Soclety of Animal Production.
Eds:D.J.Thomson;D.E.Beever and R.G.Gunn.

LINDGREN,E.,1975.The Nutnitive Value 04 Peas and Field Beans gon Hens.Swe -
dish Jouwwnal of Agrnicultunal Reseanch,5,159,

LOERCH,S.C. ;BERGER, L. L. ;GIANOLA,D. ; FAHEY G.C.(Jn),1983.Effects of Dietary

Protein Source and Enengy Level on In Situ Nitrogen Disappearance
04 Various Protein Sounces.Jowwal 04 Animal Science, 56,206,

LOHAN,O.P.;LALL,D.;PAL,R.N.;NEGI,S.S.,1979.DaLny Industrny Conference,Hyder-
abad,India,Feb.,1979.

LOHAN,O.P.;LALL,D.;PAL,R.N.;NEGI,S.S.,1980.N0te’oh Tannins 4in Tree Podders.
Inddan Jowwnal o4 Animal Sciences, 50,881,

LOHAN,0.P. ; LALL,D. ;MAKKAR, P.S. ;NEGT,S.S.,1981.Inkhibition of Rumen Urease A-
ctlvity by Tanning in Oak Leaves.Indian Jowwal of Animal Science
,51,279,

LOOMIS,W.D.,1969.Removal of Phenolic Compounds Dwiing the 1solation of Pla-
nt Enzymes.In:Methods 4in Enzymology,Vol.13,555.Ed:J. M. Lowenstein,
Academic Press,New Vork.

LOUCA,A. ;PAPAS,A. ,1973.The Effect of Different Propontions of Carob Pod Me-
al in the Diet on the Performance of Calves and Goats.Animal Pro-
duction,17,146.

LOOMIS,W.D. ;BATTAILE,J.,1966.Plant Phenolic Compounds and the Isoflation of
Plant Enzymes . Phytochemistny, 5,423,

309




LOOMIS,W.D.,1974.0vercoming Problems o4 Phenolics and Quinones in the 1s0-
Lation of Plant Enzymes and Organelles.In:Methods Lin EnzymolLogy,
Vol£.31,528 . Ed: J.M. Lowenstein,Academic Press,New Yonrk.

LOZANO,R.F.;CA§TRO,A.G.G.;BERROCAL,J.R.;LUCENA,E.P.;BLANCO,M.M.,1983.Va£o_
nacion de Frutos de Quercus ilex L.en Funcion de La Concentrati-
on de TaninoA Archivos de Zootecnia,3Z,3.

LUQUE,J.A. ;MURILLO,A. ,1971.Sobre el Valor BioLogico de fLa Proteina de AL -
gunOA SubpnoduIOA de Onigen Vegetal.Revista de Nutrnicioon Animal
09,145,

LYFORD,S.J. ;SMART ,W.W.G. (Jn) ;BELL,T.A.,1967.Inhibition of Rumen Cellulose
Digestion by Extrnacts of Sericea lespedeza.Jowwal  of Animal
Science,26,637.

MA,Y.;BLISS,F.A.,1978.Tannin Content and Inheritance 4in Common Bean.Crop
Science,18,201.

MACARRO,J.B.A.,1964.Ceba de Cendos Ibericos en "Montanera".Archivos de Zo-
otecnia,13,230.

MACARRO,J.B.A.,1973.Ceba de Cendo Iberico.VI-Ganancia en Peso Vivo en Re-
g&men de Montanera con Suplementacion Protelca.Archivos de oo -
tecnia,?2,227.

MACARRO,J.B.A.,1976.Ceba de Cerdo Iberico.VII.Ganancia en Peso Vivo en Re-
gimen de Pastoreo (Montanera) SuplLementado con Hauina de Soja.
Contrnol del Deposito de Grasa Dorsal.Archivos de Zootecnia,26,97.

MAC RAE,J.C.,1976.Utilization of Protein of Green Forage by Ruminants  af
Pasture.In:From Plant to Animal Protein.Eds:T.M.Sutherland et al,
93.Univensity of New England,Armidale,Australia.

MAC RAE,J.C.;REEDS,P.J.,1980.Prediction o4 Protein Deposition in Ruminants.
In:Protedin Deposition 4in Andimals.Eds:P.J.Buttery and D.B. Lindsay,
225, Butterwonths , London.

MAC RAE,J.C.;ULYATT,M.J., 1974 . Quantitative Digestion of Fresh Henbage by
Sheep.2.The Sites o4 Digestion of Some Nitrogenous Constituents.
Jowwak of Agricultural Science,Camb.,82,309.

MAC RAE,J.C.;SMITH,J.S.;DEWER,P.J.S. ;BREWER,A.C. ;BROWN,D.S. ;WALKER,A.,1985.
The Ef4iciency of Utilization of Metabolizable Energy and Appa -
nent Absonption of Amino Acids <n Sheep Given Spring-and Autumn-
-Harvested Dried Grass.Buitish Jowwmal of Nutrnition,54,197.

MAHADEVAN, A, ; MUTHUKUMAR ,G. , 1980.Aquatic Microbiology with Reference to Ta-
nin Degradation.Hidrobiologia,72,73.

MAHADEVAN,S. ;ERFLE,J.D. ;SAUER,F.D.,1979.A Colorimetrnic Method forn the De -
termination oﬁ Pnoteotyt&c Degradation of Feed Proteins by Rumen
Microonganisms . Jowwmal of Animal Science,4§,947.

MAHADEVAN,S. ;ERFLE,J. ;SAUER,F.,1980.Degradation o4 Soluble and Insoluble
Protein by Bacteroides amylophilus Protease and by Rumen Micro -
onganisms . Jowwnal of Animal Science,50,723.

MANGAN,J.L.,1982.The Nitrogenous Constituents of Fresh Forages.In: Forage
Protein in Ruminant Animal Production,25.0ccasional Publication
NO6 ,Bnitish Society of Anumal Production.Eds:D. J. Thomson;D. E.Be-
ever and R.G.Gunn.

MARIGO,G.,1973.Sur_Une Methode de Fractionnement et d'Estimation des Com -
poses Phenoliques Chez Les Vegetaux.Analusis,?,106.

310



MARINHO,A.A.M. ,1983.Revisdo:Ciliados do Rumen-sua Dindmica e Importincia no
gezaboﬁiAmo Digestivo dos Ruminantes.fimeogragado,Universidade de
vora, 1983,

MARINHO,A.A.M.,1984.Tnflulneia dos Taninos no Compontamento dos Microonga -
nismos e suas Implicacoes nas Transfomnmacoes Microbianas no Thato
Gastrintestinal dos Ruminantes.Revista Portuguesa de Ciéncias Ve-
terinarnias,79,Jan. /Max. ,5.

MARQUARDT,R.M.;WARD;A.T.;CAMPBELL,L.C.;CANSFIELU,P.E.,1977.?un£6£0ati0n,1 -
dentification and Characterization of a Growth Inhibiton in Faba
Beans (Vieia faba L. var. minor).Jouwnal of Nutrition,107,1313.

MARSHALL,D.R.;BROUE,P.;MUNDAV,J.;7979.Tannin4 in Pasture Legumes.Australian
Jowwal of Experimental Agriculture and Animal Husbandry,19,797.

MARTIN-TANGUV,J.;VERMOREL,M.;LENOBLE,M.;MARTIN,C.,I976.Leb Tannins des Gra-
ins de Songho.Impontance dans £'Utilization Digestive de £'Azote
Chez Le Rat en Croissance.Annales de Biologie Animale,Biochimie
et Biophysique,16,879.

MARTIN-TANGUY,J. ;GUILLAUME,J. ;KOSSA,J.,1977.Condensed Tannins in Honse Be-
an Seeds:Chemical Structure and Apparent Effects on Powltrny. Jour-
nal of the Science o4 Food and Agrnicultune,28,757.

MATTHES K., 1981.Abbau von Geschitzem und Ungeschitztem Protein im Kinsili-
chen Pansen-Unternsuchung an HandelsublLichen Futtermitteln.Diplo-
manbeét,UnLu.Hohenheim,Inéz.F.Tienennahnung,w.Genmany.

MATHERS,J.C. ;MILLER,E.L.,1980.A Simple Procedure Using °°S Inconporation
for the Measurement of Microbial and Undegraded Food Protein in
Ruminant Digesta.British Jowwal of Nutrnition,43,503.

MAXSON,E.D. ;ROONEY, L.W.,1972. Evaluation of Methods gorn Tannin Analysis 4in
Songhum Grain.Cereal Chemistrny,49,719.

MAXSON,E.D.;ROONEV,L.W.;LEWIS,R.W.;CLARK,L.E.;JOHNSON,J.W.,I973a.The Rela-
tlonship Between Tannin Content,Enzyme Inhibition,Rat Pergorman-
ce and Characteristics of Sorghum Grain.Nutrition Reponts Inter-
national,§,145.

MAXSON,W.E.;SHIRLEV,R.L.;BERTRAND,J.E.;PALME,A.Z.,1973b.Enzngy Values of
Conn,Bind-Resistant and Non-Bind-Resistant Songhum Grain 4in Ra -
Lions Fed to Steens.Jowwal of Animal Science,37,1451,

Mc ALLAN,A.B. ;SMITH,R.H.,1969.Nucleic Acid Metabolism in the Ruminant.De -
Ltenmination of Nuclelc Acids 4in Digesta:British Journal of Nu -
tnition,13,671.

MCDONALD,1.W.,1954.The Extent of Conversion of Food Proteins to Microbial
Protein in the Rumen of the Sheep.Biochemical Jounnatl,56,120.

MCGINTY,D.D.,1968. Factons Afgecting the Digestibility of Varieties of Son-
ghum Grain by Cattle.Ph.D.Thesdis.Texas A.L M. Univernsity,College
Station,Texas.

MCGINTY,D.D.,1969.Variation in Digestibility of Songhum Varieties.Procee.
62h Bien.Int.Grain Songhum Res.and Utiliz.Conf.,Amarnillo, Texas.

MCLEOD,M.N.,1974.PLant Tannins-Their Role in Forage Quality.Review.Nutrni -
Lion Abstracts and Reviews-Series B,44,11,83.

MCMENIMAN,N.P.;BEN-GHEDALIA,D.;ARMSTRONG,D.G.,1976.Nitnogen-Enengy Intera-
ctions 4in Rumen Fermentation.In:Protein Metabolism and Nutrition
,217.Edé:D.J.A.Coﬂe;K.N.Booaman;P.J.Butteny;D.LeudZ;R.J}Neale and
H.Swan.

31t




MC MILLAN,L.,1982.0-Aminc-Acids 4in the Ruminant Digesiive Thact.Ph.D.Thesis
University of Newcastle Upon Tyne,U.K.

MEHREZ,A.Z. ; JRSKOV,E.R.,1977.A Study of %he Artificial Fibre Bag Technique
“fon Determining the Digestibility of Feeds in the Rumen. Journal
of Agricultunal Science,Camb.,88,645.

MEHREZ,A.Z. ;ORSKOV, E.R. ;McDONALD, 1. ,1977.Rates of Rumen Fermentation in Re-
“pation to Ammonia Concentration.Baitish Jouwwnal of Nutrnition,3§ ,
437,

MEHREZ,A.Z.;@RSKOV,E.R.;OPSTREDT,J.,1980.P&0cebéing Factorns Affecting De -
gradability of Fishmeal in the Rumen. Jouwwnal of Animal Science |,
50,737,

MENKE,K.H.;RAAB,L.;SALEWSKI,A.;STEINGASS,H.;FRITZ,D.;SCHNEIDER,W.,1979.The
Estimation of the Digestibility and Metabolizable Energy Content
04 Ruminant Feeding Stuffs grom the Gas Production When they are
Incubated With Rumen Liquon in vitro.Jowwmal of Agrnicultural Sci-
ence,Camb.,93,217.

MERTENS,D.R.;ELY,L.D.,1979.A Dynamic Model o4 Fibern Digestion and Passage
in the Ruminant fon Evaluating Forage Quality.Jowwal of Animal
Science,49,1085.

MILLER,E.L.,1973.Evaluation of Foods as Sources 04 Nitrogen and Amino Acids.
Proc.Nutr.Soc.,32,79.

MILLER,E.L.,1978.Research Into the End-Products of Digestion in Relation to
the Proposed Agrnicultunal Research Council Protein System.In:Ru -
minant Digestion and Feed Evaluation.Eds:D.F.Osbowwm;D.E.Beever ;
7. 7. Thomson, Agiicultunal Reseanrch Council, London.

MILLER,E.L.,1982.The Nitrogen Needs of Ruminants.In:Fornage Protein 4in Rumi-
nant Animal Production.Occasional Publ.NO6-British Soc.of Anumak
Producition,79.€ds:D.J. Thomson;D.E.Beever and R.G.Gunn.

MILLER,E.L.,1980.Specific ProblLems of N Metabolism in Ruminants.In:Proc. of
the 3rnd EAAP_Symposium on Protein MetabolLism and Nutrition,5Z.Bra-
unschwelig,F.R.Germany.

MILLER,E.L.,1982.The Nitrogen Needs of Ruminants.In:Forage Protein in Rumd-
nant Animal Production.Occasiona- Publ.NO6-British Soc.of Animal
Production, 79.ds:D.J. Thomson;D. E. Beever and R.G.Gunn.

MILIC,B.L.,1972a. Lucesne Tanning.1.Content and Composition Durning Growth .
Jowwal of the Science o4 Food and Agrnicultune,23,1151.

MILIC,B.L.,1972b. Lucene Tannins:11.1s0lation of Tannins grom Luceane, thein
Nature and Ingluence on the Digestive Enzymes in vitro.Jowwnal o4
the Science of Food and Agriculture,?3,1157.

MILIC,B.L.;STOJANOVIC,S.;VUCUREVIC,N.,1972.Lucenne Tannins.2.1s0kation 04
Tanning from Lucerne,Thein Nature and Influence on the Digestive
Enzymes in vitro.Jowwmal of the Science 04 Food and Agriculture,
23,1157,

MITJAVILA,S.;CARRERA,G.;DERACHE,R,1977.E65QCI 0§ Tannic Acid on Growth,Bo-
dy Composition and BioLogical Value of Foods 4in the Rat.Annales
de fa Nutnition et de £'Alimentation,?5,297.

MITJAVILA,M.T.;MITJAUILA,B.;DERACHE,R.,1974.Augmeniuii0n de La Quantite d'
Azote Fecal Metabolique Chez f£e Rat a £a Suite de L' Ingestion de
2'Acide Tannique.Annafes de La Nutrition ef de £'ALimentation,2§,
189. T

312




MITJAVILA,S. ; LACOMBE,C. ;CARRERA,G. ; DERACHE,R. , 1977. Tannic Acid and Oxidized
Tannic Acdd on the Functional State of Rat Intestinal Epithelium.
Jouwwnal of Nutrnition,107,2113.

MORRISON, F.B.,1956.Feeds and Feeding.?2nd Ed. ,Monrison Publ.Co.,Clinton, IA.

MUINDI,P.J.;THOMKE,S,,I987.The Nutrnitive Value forn Rats 04 High-and Low-Ta-
nnin Songhums Treated With Magadi Soda.Jowwmal 0§ the Science of
Food and Agn&cuﬂtune,jg,739.

MUTNDT, P.J. ; THOMKE,S. ; EKMAN, R. , 1981 . Effect of Mogadi Soda Treatment on Ta-
nnin Content and in vitro Nutritive Value 0§ Grain Sorghums.Jou-
rnal o4 the Science of Food and Agricultune, 32,25,

NACHTOMI ,E. ;ALUMOT ,E. ,1963. Tannins and Polyphenols in Carob Pods (Cergto -
nia siliqua).Jowwnal of the Science o4 Food and Agricultune, 14,464

NAPHADE,M.S. ; TRIPATHI M. , 1978, Evaluation 04 Four Cereal Grains fon Chicks,
Grower and Layer Performance.Indian Jowwal 04 Animal Science,44,
99§,

NASER,J.A.;COETZER,J.A.w.;BOOMKER,J.;CABLE,H.,I982.SouZh Africa Veterinary
AAbocLazion,§§,15l.

NELSON,T.S.;STEPHENSON,E.L.;BURGOS,A.;FLOVD,J.;VORK,J.O.,1975.E66ect 04 Ta-
nnin Content and Dry Matten Digestion on Enengy Utilization and
Average Amino Acid Availability o4 Hybrid Sornghum Grains . Pouliny
Science,54,1620. '

NEGI,S.S.,1982.Tannins in Sak Seed (Shorea robusta) and Sal Seed Meal Li -
mit Thein Utilization as Livestock Feeds.Animal Feed Science and

Technokogy,7,161.
NIKOLIC,J.A.;JOVANOVIC,M.;FILIPOVIC,R.,7975.Micnobia£ Protein Synthesis by

Bovine Rumen Content in Relation Lo Concentrnation.In:Tracen Stu.

dies on Non-Protein Nitrogen fon Ruminanzé,43.IAEA,VLenna,AuAixia.

NISHIMUTA,J.F.;ELV,D.G.;BOLING,J.A.,1973.N£Inogen Metabolism 4in Lambs Fed
Soybean Meal Treated with Heat,Formalin and Tannic Acid.Jowwmal
of Nutnition,103,49.

NISHIMUTA,J.F.;ELV,D.G.;BOLING,J.A.,7974.Rumina£ Bypass of Dietarny Soybean
Protein Trneated with Heat,Formalin and Tannic Acid. Jouwnal of A-
nimal Science,39,952.

NOLAN,J.V.,1975, Quantitative Models of Nitrogen Metabolism in Sheep.In:Di-
gestion and Metabolism in the Ruminant,.Eds:1.W.Mc Donald and A.
C.1.Warnen,University of New England,Anmidale.

NOLAN,J.V. ;NORTON,B.W. ; LENG,R.A. , 1976. Further Studies of the Dynamics 04
Nitrogen Metabolism in Sheep.British Jowwmak 04 Nutrition, 35,127,

NUGENT,J.H.A.;MANGAN,J.L.,1981.ChanacteniAtLa4 0f the Rumen Proteolysis of
Fraction 1 (18S) Lead Protein from Lucerne (Medicago sativa L. ).
British Journal of Nutrnition,46,39.

OH,H.1.,1978.Physicochemical and Nutrnitional Aspects of Tannin-Protein In-
Lernactions . PH.D.Thesis, Purdue Univernsity, USA.

OH,H.I.;HOFF,J.E.;ARMSTRONG,G.S.;HALL,L.A.,1979.Hydnaphob£c Interactions 4n
Tannin-Protein Complexes.Jowwal 0f Agrnicwliuwad and Food Chemis.

O'HARA M. ;OHKT K. ,1973.Studies on the Mode of Gas Production in an AL -
cial Rumen and its Application to the Evaluation of Feedstudgs .
IT1.The Mode of Volatile Fatty Acid Production and its Relation
Lo the Gas Production Rate.Japanese Jouwwal of Zootechnical Sci -

ence, 44,432, 313




0'HARA, M. ;SUGTASHT,T.,1972.Studies on the Mode of Gas Production in an An-
tificial Rumen and its Application to the Evaluation o4 Feedstu-
§64.1.6as Production Patterns and thein Specificity by Substrate.
Japanese Jowwmal of lootechnical Science,43,567.

0'HARA M. ;SUGIASHT,T.,1973.Studies on the Mode of Gas Production 4in an Ar-
tificial Rumen and its Application fo the Evaluation o4 Feedstu-
$44.11.6as Production Patterns by Carbohydrates.Japanese Journal
0f lootechnical Science,44,159. ‘

O'HARA M. ; HOZUMI ,S. ; OHKI K., 1974.Studies on the Mode of Gas Production 4n
an Artigicial Rumen and {ts Application to the Evaluation o4 Fe-
edstudfs.IV.0n the Role of Bicarbonate Bufger for Gas Production.
Japanese Jowwmal of Zootechnical Science,45,1.

OKORIE,A.U.;BUTTERV,P.J.;LEWIs;D.,1977.Ammonia Concentration and Protein
Synthesis in the Rumen.Proc. Nutr. Soc.,36,38A.

ORPIN,C.G.,1977a.The Occurrence of Chitin in the Cell Walls of Zthe Rumen

Onganisms Neocallimastix frontalis,Piromonas communis and Sphae-
romonas commnis.Jowwmal of General Microbiology,99,215.

ORPIN,C.G.,1977b.0n the Induction of Zoosporogenesdis in the Rumen Phycomy-
cetes Neocallimastix frontalis,Piromonas communis and Sphaeromo—

nas communis.Jounal of General Microbiofogy,101,181.

ORTEGA,M.E.;STERN,M.D.;SATTER,L;D.,1979.The Effect o4 Rumen Ammonia Concen-
tration on Dy Matter Disappearance in sttu.Jowwal of Dairy Sci-
ence,62, (Suppl.1),76, (Abstr. ).

ORSKOV,E.R.,1980.In:Proceedings of the 3nd EAAP-Symposium on Protein Meta -
bolism and Nutnition,Vol.111,52.European Association gorn Animal
Production Publication n?27.Eds:H.J. Oslage and K.Rohr.

ORSKOV,E.R. ;Mc DONALD,I.,1979.The Estimation of Protein Degradability 4in
the Rumen §rom Incubation Measurements Weighted According fo Rate
04 Passage.Jowwmal of Agricultural Science,Camb.,92,499.

ORSKOV , E.R. ;HOVELL, F.D.DeB. ;MOULD,F.,1980.Use of the Nylon Bag Technique
fon the Evaluation of Feedstu4fs.Tropical Animal Production,5,195.

ORSKOV, E.R. ; HUGHES-JONES,M. ;Mc DONALD,T.,1981.Degradability of Protein Sup-
plements and Utilization of Undegraded Protein by High-Producing
Dairy Cows.In:Recent Developments in Ruminant Nutrnition,17.Eds:W.
Haresign and 0.J.A.Cole.Butterwonths,1981.

0SBOURN,D.R. ; TERRY,R.A. ;CAMMELL,S.B. ; OUTEN,G.E.,1971.The Effects of Leuco-
-Anthocyanins in Sanfoin on the Availability of Protein Zo Sheep
and Upon the Determination of Acid Detengent Fiber and Lignin
Fractions.Proc. Nutrn.Soc.,30,13A.

OSWALT,D.L.,1973.Nutritional Quality of Sorghum Bicolon (L.)Moench as Esti-
mated by Polyphenols,Crude Protein,Amino Acid Composition and Rat
Performance.PH.D. Thesdis.Purdue Univernsity,USA.

PAINE,C.A. ; CRAWSHAW, R, ; BARBER,W.P.,1982.A CompLete Exchange Method forn zthe
in sacco Estimation of Rumen Deghadability on a Routine Basis.In:
Forage Protein in Animal Production.Occasional Publication N26 -
_Bltish Society of Animal Production,117.Eds:D.J.Thomson;D.E.
Beeven and R.G. Gunn.

PAL,R.N. ; PACHAURT,V.C. ;NEGI,S.S.,1972.Comparative Nutritive Value of Maize
and Oak Kernels Vis-a-Vis Maize gon Cattle.Indian Jowwal of Ani-
mal Sciences,4?,341.

314




PANDA,B.;JAVARAMAN,M.;RAMAMURTHV,N.S.;NAIR,R.B,,1969.Paace441ng and Utili-
zation of Sal Seed Shorea robusta) as a.Sounrce 04 Energy 4in Pou-
Ly Feeds.Indian Veterinary Journal,49,957.

PATEL,B.M. ;SHUKLA, P.G. ; TALAPADA,P.M. ,1972. Indian Veterinany Journal, 49,822,

PERT,C. ; POMPEL, C. , 1971 . Estimation. of Difgenent Phenolic Groups in Vegetable
Extracts. Phytochemistry, 10,2187,

PIENAAR,J.P. ;RENTON,K.A. ,1960.The Effect of Formalin Treatment on the Nutri-
tive Vakue of Sorghum Grain with a High Tannin Content.South Afni-
can Jowwmal of Animal Science, 10,77,

PHILLIPSON,A.T.,1964.The Digestion and Absorption of Nitrogenous Compounds
Ain the Ruminant.In:Mammalian Protein Metabolism,Vol 1,71.Eds: H.N.
Munro and J.B. AlLison.Academic Press ,New Vork,

PILGRIM,A.F.;GRAV,F.V.;WELLER;R.A.;BELLING,C.B.,1970.Synthebib 04§ Microbial
Profein from Ammonia in the Sheep's Rumen and the Proportion o4
Dietary Nitrogen Converted Into Microbial Nitrogen.British Jowwal
04 Nutnition, 24,589,

PIRTE,N.W.,1971. Leaf Protein:Its Agnonomy,P&epaaation,QuaZLty and Use. IBP
(International BioLogical Programme) Handbook NO 20.Publ : BLackwell
Sclentific Publications,Oxford and Edinburgh,1979.

POTTER,D.K. ;FULLER,H. L., 1968 .Metabolic Fate of Dietary Tannins in Chickens.
Jowwmal of Nutnétion,jé,l&?.

POTTER,D.K.;FULLER,H.L.;BLOCKSHEAR,C.D.,1967.E56€ct 04 Tannic Acid on Egg
Production and Egg Yolk Mottling. Poultny Science,46,1307.

PRICE,M.L.;BUTLER,L.G.,1977.Rap&d Visual Estimation and Spectrophotometriic
Determination of Tannin Content 04 Songhum Grain.Jowwal of Agni-..
cuwltural and Food Chemistry,?5,1268.

PRICE,M. L. ;BUTLER,L.G.,1980.Tannins and Nutnition.Station Bulletin n0277 .
Department of Biochememis try , Agricultunal Experiment Station, Pur-
due University,West Lagayette, Indiana, USA-

PRICE, L. ;VAN SCOVOC,S.;BUTLER,L.G.,7978a.A Crnitical Evaluation 0§ the Vani-
LLin Reaction as an Assay for Tannin in Songhum Grain.Jows 04
Agicultunal and Food Chemistrny, 26,1214, _

PRICE,M.L.;BUTLER,L.G.;FEATHERSTON,W.R.;ROGLER,J.C.,1978b.vet0xigécatian 04
High Tannin Sorghum Grain.Nutrition Reponts Intennationa£{11,229.

PRICE,M.L.;BUTLER,L.G.;ROGLER,J.C.;FEATHERSTON,W‘R.;1979a.0ve&cam£ng the Nu=
t@iiionaﬂ@y Harmful Effects of Tannin An Songhum Grain by Inexpen-

PRICE,M.L.;STROMBERG,A.M.;BUTLER,L.G.,7979b.TannLn Content as a Function 04
Grain Maturity and Drying Conditions in Several Varieties of Son-
ghum Bicolon (L.) Moench.Jouwwmal 04 Agricultural and Food Chemis.
ty,27,1270. |

PRICE,M. L. ;HAGERMAN, A E. ;BUTLER, L.G. ,1980. Tannin in Sorghum Grain:Effect of
Cooking on Chemical Assays and on Antinutrnitional Propenties in
Rats . Nutrition Reponts International,?21,761.

PRIDHAM,J.B. ,1960.PLant Phenolic Gnoup.SympoAium,BaiAtoﬁ,1959.3ympo¢ium Pu-
blications Division,Pergamon Press,Inc. ,New York.

PROUD, 1972.A Study of the Digestion of Nitrogen in the Adult Sheep. PH. D.
‘ Thes s, Univernsity of Newcastle-Upon-Tyne,U.K,

315




PURSER,D.B. ;BUECHLER,S.M. , 1966 . Anino Acid Composition of Rumen Organdisms .
Jowwal of Dainy Science,49,81.

QUESNEL,V.C.;1968.Fnactionaiion and Properties of the Polymernic Leuco-cya-
nidin of the Seeds 0§ Theobroma cacao.Phytochemistrny,7,1583.

RAAB, L., 1980.Untersuchungen Uber Den Proteinabbau Und Die Protein-Synthese
Im Kanstlichen Pansen.PH.D. Thesdis ,University of Hohenhedm.

RAAB, L. ;CAFANTARIS,B. ; JILG,T. ;MENKE,K.H. ,1963.Rumen Protein Degradation and
Biosynthesis.1.A New Method for Determination of Profein Degra -
dation in Rumen Fluld in vitro.Baitish Jowwal of Mutrition,50 ,
569.

RAI,S.N.;SHUKLA,P.C.,1977.Influence of Feeding Deoiled Sal-Seed-Meal with
Urea and Molasses on Digestibility and Bakances of Nitrogen,Pho-

sphorus and Cakeium in Lactating Cows.Indian Jowwal of A :
Sciences, 47,111,

RAMACHANDRA , G. ; VTRUPAKSHA, T. K. ; SHADAKSHARASWANY ,M. , 1977 .Relationship Betw-
cen Tannin Levels and in vitro Protein Digestibility in Finger
Millet (Eleusine coracana Gertn.).Jowwal of Agricultural -~ and
Food Chemistny,25,1101.

RAVUDU,G.V.N.;KADIRVEL,R.;VOHRA,P.V.;KRATZER,F.H.,1970a.T0chLty 0§ Tannic
Acid and 45 Metabotéieblﬁon Chickens..Poultrny Science,49,957.

RAVUDU,G.V.N.;KADIRVEL,R.;VOHRA,P.;KRATZER,F.H.,1970b.Eéﬂect of Varnious
Agents in Alleviating the Toxicity of Tannic Acid for Chickens.
Poultrny Science,49,1323.

REED,R.J. ;Mc DOWELL,R.E. ;VAN SQEST,P.J. ; HOWARTH,P.J.,1982.Condensed Tanni-
ns:A Facton Limiting the Use of Cassava Fornage.Jowwal of  the
Science of Food and Agriculture,33,213.

REICHERT,R.D. ;FLEMING,S.E. ; SCHWAB,D.J.,1980.Tannin Deactivation and Nutrni-
tional Improvement of Sorghum by Anaerobic Storage of Hz0-, HCL-
-, on NaOH-treated Grain.Jowwal o4 Agricultural and Food Chemis-
thy, 28,824,

REID,C.S.W. ;ULYATT,M.J. ;WILSON,J .M., 1974, PLant Tannins,BLoat and Nutiitl -
ve Value.Proc . New Zeak.Soc.Anim.Prod.,34,82.

RIBEIR0,J.M.C.R.,1979.Digestion and Metabolism of Diets by Sheep.PH.D.The-
845 ,University of Abendeen,England.

RIBEIRO,J.M.C.R. ;MAC RAE,J.C.;WEBSTER,A.J.F.,1981.Proc. Nutr. Soc.,40,12A,

RINGROSE,R.C. ;MORGAN,C.L.,1970.The Nutnitive Value of Lespedeza for Poul -
try Feeding.South Carolina Agriculture Experimental Station An -
nual Repont,53,91. '

RIORDAN,J.F.;VALLEE,B.L.,1972.Diazonium Salts as Specific Reagents and Pro-
bes 0§ Protein Conformation.In:Methods in Enzymofogy,?5(B),521. -

ROBB,J.,1976.1n:Feed Energy Resources fon Livestock.Eds:J.Swain and D.Lewis
. Butterwonth, London,13.

ROBINSON,T.,1979.Plant Science letters,15,Z11.

ROFFLER,R.E.;SATTER,L.D.,1975.ReLationship Between Ruminal Ammondia and Non
Protein Nitrnogen Utilization by Ruminants.Z.Application of Publi-
shed Evidence to the Development of a Theoretical Model gfon Pre-
dicting Non Protein Nitrogen Utilization.Jowwmal o4 Dairy Scien-
ce,58,1689.

316




ROMERO,J. ;RYAN,D.S.,1978.Susceptibility of the Major Stonage Proteins of
the Bean,Phaseolus vulgaris L,%t0 in vitro. Enzymatic Hydrnolysdis.
Jowwal of Agniculture and Food Chemistry,26,784.

RONNEMKAMP,R. ,1977.The Effect of Tannins on Nutritional Quality o§ Drny Be-
and (Phaseolus vulgaris).PH.D. Thesis,Purdue University,USA.

ROSTAGNO,H.S.;FEATHERSTON,W.R.;ROGLER;C.;1973.Siudieé on the Nutrnitional
Value of Songhum Grains with Varying Tannin Contents gon Chicks.
I.Growth Studies.Poultry Science,52,765,

ROV,J.H.B,;BALCH,C.C.;MILLER,E.L.;¢RSKOV,E.R.;SMITH,R.H.,I977.Ca£cu£aiion
0f the N-Requirement forn Ruminants from Nitrogen Metabolism Stu-
dies.In:Protein Metabolism and Nutrition,126.Proc. Znd Int. Sym-
pos. PUDOC Crn Agnic.PubZ.Doc. ,Wageningen,Holland.

SABA,W.J;HALE,W.H. ; THEURER,B.,1972.In vitro Rumen Fermentation Studies wi-
th a Bind Resistant Songhum Grain.Jowwmal of Animal Science,35 ,
1076.

SADANANDAN K. P. ; ARORA, S.P., 1975 Proceedings of the Symposium on the Use of
Radiation and Radio Isotopes in Studies of Animal Production.IV
R1,1zatnagar,India.

SADANANDAN, K. P, ;ARORA,S.P. ,1976.Influence of Added Tannic Acid on Growth
and in vitro 32P-Phosphate Utilization by Rumen Microbes.Indian
Jowwnak of Animal Sciences,46,593.

SADANANDAN, K. P. ;ARORA,S.P.,1978. Influence of Tannins on Rumen Metabolism.
Jowwmal o4 Nuclear Agriculture and Biokogy,7,118.

SADANANDAN,K.P. ;ARORA,S.P. ,1979.Influence of Tannins on Microbial Rumen
Ferunentation Pattern.Jowwmal of Nuclear Agriculture and Biology,
§,1.

SANDUSKY,G. E. ; FOSNAUGH,C. J, ;SMITH,J.B. ;MOHAN,R. ,1977.0ak Poisoning o4 Cat-
tle in Ohio.Jowwmal o4 the American Veterinany Medical Associa -
on,171,627.

SARKAR, S.K. ;HOWARTH,R.E. ,1976.Specificity of the Vanillin Test for Fava -
nods.Jowwnal of Agricultural and Food Chemistry, 24,317,

SATTER,L.D.,1982.The Metabolizable Protein System Keyed to Ruminal Ammonia
Concentration-The Wisconsin System.In:Protein Requirements of Ca-
ttle:Symposium, 245, OkLahoma State Univ. ,Misc. Proc, 109.

SATTER, L.D. ;ROFFLER,R.E.,1977.1n:Protein Metabolism and Nutrnition,133.Ed:
3. Tamminga,Wageningen,Centre gor Agnicultural PubZishing and
Documentation.

SATTER, L.D. ;SLYTER,L.L.,1974.E4fect of Ammonia Concentration on Rumen Mi -
croblal Protein Production in vitro.British Jouwal of Nutniti -
on,32,199.

SAVON, L. ;BLANCA,S. ;MICHELENA,J.,1973.Some Observations on fannic Acdd Tre-
atment of Protein in High Molasses/Unea Diets.Cuban Journal of
Agrnicultural Science,7,51.

SCHAEFER,D.M. ; DAVIS,C. L. ;BRYANT M. P.,1980. Ammonia Saturation Constants gon
' Predominant.Species of Rumen Bacteria.Jowwal of Dairy Science ,
63,1248,

SCHAFFERT,R.S.;OSWALT,U.L.;AXTELL,J.A.,7974.Eﬁéect 04 Supplemental Protein
on the Nutnitive Value of High and Low Tannin Sonrghum Bicofor (L
IMoench Grain fon the Growing Rat.Journal of Animal Science, 39,500

317




SCHANDERL,S.H.,1970.In:Methods in Food Analysdis,Znd edit..Ed:M.A. Joslyn ,
' Academ&c Press,London,701.

SCHLIEFER,K.G.;KANULER,O.,197Z.Bactenio£091ca£'Reuieum,éé;407.

SHONER,F.J.,1981.Schatzung des Enerngetischen Futtemwertes von Molchleisun-
gééuiienn (Enganzungsfutter fur Milehkiuhe) Unter Besonderer Be -
/Lucfvuchagung des Hohenheimen Futterwenttestes.Dissertation,Bonn.

SCHULTZ,J.C. ;BALDWIN,1.T.,1982.Science (Washington,D.C.),217,149

SCHULTZ,J.C.;BALDWIN,I.T.;NOTHNAGLE;P.J.;7981.Hemog£obin as a Binding Subs-
trate in the Quantitative Analysis of Plant Tannins.Jowwmal of A-
gicultural and Food Chemistry,29,823.

SEHGAL,J.P.,1981.Annual Report CSWRI ,Avikanagar India),87.

SELL,D.R.;ROGLER,J.C.,1983 . Effect 0§ Sorghum Grain Tannins and Dirntary Pro-
tein on the Activity of Liver UDP-GRucuronylinansferase.Proc. of
the Society fon Experimental Biofogy and Medicine,174,93,

SELL,D.R. ;ROGLER,J.C. ; FEATHERSTON,W.R. ,1983.The Effect of Sorghum Tannin
and Protein Level on the Perfommance o4 Laying Hens Maintained
in Two Temperature Environments.Pouliny Science,62,2420.

SELL,D.R.;ROGLER,J.C.,1984.The Effect 0§ Sorghum Tannin and Methionine Le- .
vel on the Penﬂonmance 04 Layding Hens Maintained in Two Tempena-
ture Environments.Poultry Science,63,109.

SERRANO,J.M.E. ,1985.Degradabilidade Ruminal da Proteina dos Residuos Ensi-
tados de Tomate,Pimento e Cerveja em Mistura com Silagem de Mil-
ho.Aplicacao de Metodos in vitro,in situ e in vivo.Tese de Dou -
Lornamento,Estacao Zootecnica Nac&onaﬁ Fonte Boa,Santarem,Porntugal.

SHARMA,K.;WAH,C.S.;JACKSON,M.G.,1977.StudieA'05 various Chemical Treatment
of Varnious Chemical Treatment o4 Sal-Seed Meal to Remove or Inac-
tivate Tanning . Indian Jowwal of Animal Sciences,47,8.

SHARMA,C.P.;KANSHALL,G.P.;SAREEN,V.K.;SINGH;S.;BATHIA,I.S.,1981.In vitro
Metabolism of Flavonodids by Whole Rumen Contents and its Fracti-
ons. Zenthalbl Veterinaermed Reihe A,28,27.

SIDDONS,R.C. ;BEEVER,D.E. NOLAN-J V.;McALLAN,A.B. ;MAC RAE,J.C.,71979.Estima-
tion of M Microbial Protein in Duodenal D&geAta Annales de Rechen-
ches Veterninaires,10,286.

STLANO,V.,1977.Factons Afgecting Digestibility and Availability of Proteins
in Cerneals in Nutrnitional Evaluation o4 Cereal Mutants.Proc.Advi-
sony Group Meeting in Vienna,1976,TAWA,Vienna, 1977,

SIMPSON, F.J. ; JONES,G.A. ;WOLIN,E.A. ,1969.Anaerobic Deghadation of Some Bio-
gLavonoids by Microflora of the Rumen.Canadian Journal of Micro-
biofogy,15,972.

SINGH M., 1977 .E4fect 04 Pipal Leaves Tannin and Tannic Acid on Volatile Fa-

Lty Acids (VFA) Production in Goat's Rumen.Indian Veterinary Jou-
nnal,54,553.

SINGH,M.,1978.Effect of Salseed Tannin and Tannic Acid on Volatile Fatty A-
eids Production in Goat's Rumen.Indian Veterinary Jornak,55,45.

SINGH,K. ;ARORA,S.P.,1978.Studies on Detanning and Determining the Nutrhitive
Value 04 Akali-Treated Salseed-Meal (Shorea robusta).lndian Jou-
mnal of Animal Sciences,48,84.

SINGH,K.,ARORA,S.P.,1980.Pnoceedkngé ALL Tndia Sympos.(UNDP/ICAR),1979.

318




SINGLETON,V.L.,1967 . Adsonption of Natural Phenols §rom Beer and Wine.MBAA
Techndical. Quart.,4,245.

SINGLETON,V.L.,1981.In:Advances in Food Reseanch,?7,149.

SINGLETON,V. L. ;KRATZER,F.H.,1969.Toxicity and Related Physiofogical Activi-
ty of Phenolic Substances of Plant Onigin.Jowwal of Agricultural
and Food Chemistny,17,497.

SINGLETON, V. L. ;KRATZER,F.H. ,1973. Plant Phenolics.In:Toxicants Occurrning Na-
tunally in Foods.Znd Edit. ,National Academy of Sclence,WashingZon,

SINGLETON,U:T: sK08S1,7.4. (J1.),1965. Colonimetny of Total Phenotics with Pho.
sphomolybdic-Phosphotungstic Acid Reagents.American Journal of E-
noLogy and Viticuliture,16,144.

SINHA,R.P. ;NATH K. ,1982.Note on the Chemical Inactivation of Tannins of De-
o«led Salseed-Meal.Indian Jowwnal of Animal Sciences, 52,1087,

SINHA,R.P. ;NATH K. ,1982.Effect of Urea Supplementation on Nutrnitive Value
04 Deoiled Sal-Seed-Meal in Cattle.Indian Jouwwal of Animal Sci-
ences,52,1165.

SMART ,W.W.G., (Jn.) ;BELL,T.A.; STANLEY,N.W. ;COPE,W.A.,1961.Inhibition 04 Ru-
men Cellulase by an Extract from Sericea Forage.Jowwal of Dairy
Science, 44,1945,

SMITH,R.H.,1959.The DevelLopment and Function of the Rumen in Milk-Fed Cal-
ves. Jowmal of Agricultune Scaence, 52,72,

SMITH,D.G.,1974.Inhibition of Swarming in Proteus spp.by Tannic Acid.Jour-
nal of Applied Bacteriology,38,79.

SMITH,R.H.,1979.Synthesis of Microbial Nitrogen Compounds in the Rumen and
thein Subsequent Digestion.Jowwal of Animal Science,49,1604.

SMITH,R.H. ;MCALLAN,A.B. ;HEWITT,D. ; LEWIS,P.E.,1978.Estimation of Amounts of
Microbial and Dietany Nitrogen Compounds Entering the Duodenum
o4 Cattle.Jowwmal of Agrnicultural Science,Camb. ,90,557.

SNEDECOR,G.W. ;COCHRAN,W.G. , 1971 .Methodes Statistiques.beme Ed.Traduite par
Boele,H. et Camhafi,E.,Ass0c. Coornd. Techn. Agrnic.,Paris.

SOSULSKT, F.,1979.0rganoleptic and Nutnitional Effects of Phenolic Compoun-
ds on Oilseed Protein Products:A Review.The Jowwal of the Ameri-
can 04 Chemists'Society,56,711.

STANTER,R.Y. ; ADELBERG,E.A. ; INGRAHAM,J. L. ,1977.General Microbdiology,44h Ed.
' The Mac Millan Press Ltd.,London. '

STEINGASS,H.,1983.Bestimmung des Enengetischen Futterwvertes Von Wintschag-
Tselgenen Futtermitieln Aus der Gasbildung bei der Pansen-§ermen-
tation in vitro.Dissertation,zur Erlangung des Grades Eines Dok-
tors den Agrnaruissenschagten Vongelegt dern Fakultdt 1V-Agranuwis-
senschagten 11 den Universitat Hohenheim. :

STEINHOUR,W.D.;STOKES,M.R.;CLARK,J.H.;ROGERS,J.A.;DAVIS,C.L.;NELSON,D.R. ,
1987 .Microbial Nitrogen Flow to the Small Intestine of Ruminants.
In:Protein Requinements.British Jowwnal of Nutnition,48,417.

STEPHENSON, E. L. ;YORK,J.D. ;BRAGG,D.B.,1967.A Comparison of theNutritive Va-
Lue of Difgerent Milo Hybrids gon Chicks.Poultry Science,46,1323.

STEPHENSON, E. L. ;YORK,J.D. ;BRAGG,D.B. , 1968 Comparative Feeding Vatues of
Brown and Yellow Grain Sorghum.Feedstuggs,40,112.

319




STEPHENSON,E. L. ;YORK,J.D. ;BRAGG,D.S.;IVY,C.A.,1971.The Amino Acid Content
and Aua&iab&ﬁ&ty o4 DLﬁé&&Qﬁi SZha&nA 0§ Gradin Sorghum  to the
Chick. Poultny Science, 50,581,

STERN,M.D. ;HOOVER,W.H. , 1979 .Methods forn Determining and Factorns Affecting
Rumen M&chob&aﬂ Protein Synthesis:A Review.Jowwal of Animal Sci-
ence,49,1590.

STERN,M.D. ;SATTER, L.D.,1982.In vitro Estimation of Protein Degradability
in the Rumen In:Protein Requirements for Cattle:Symposium.OkLa-
homa State Univensity,MP-T09.td:F.N.Owens,0RL.State Uncv.,74078.

STEVENSON,A.E. ; LANGEN,H. ,1960.Measurement of Feed- Intake by Grazing Cattle
and Sheep vII. Mod&ﬁ&ed Wet Digestion Method forn Determination of
Chromic Oxide in Faeces.New Zealand Journal of Agriiculiural Re -
Aea&ch,3,314

STOUTHAMER, A.H. ; BETTENHAUSEN, C. , 1973.Utilization of Energy for Growth and
Maintenance in Continuous and Batch Cubtunes 04 Microonganisms .
Biochimica et Blophysica Acta,301,53.

STRUMEYER,D.J. ;MALIN,M.J.,1975.Condensed Tanning in Grain Songhum:1solati-
on, Fnaci&onaILOH and Characterization.Jommal of Agnicultural and
Food Chemistry, gé 909.

SWAIN,T.,1965.In:Plant Biochemistry.Eds:J.Bonnern and J.E.Vaner.Academic
Press ,New York.

SWAIN,T.,1977.Secondary Compounds as Protective Agents.In:Annual Rev&ew 04
Plant Physiofogy,?8,479.

SWAIN,T.,1979.Tannins and Lignins.In:Herbivones:Thein Interactions with Se-
condary PRant Metabolites,657.Eds:G.A.Rosenthal and D.H.Janzen .
Academic Press,New York.

SWAIN,T. ;GOLDSTEIN,J.L.,1964.In:Methods in Polyphenod Chemistry,131.Ed:J.B.
Pridham. Pergamon Press,Oxgord,U.K.

SWAIN,T.;HILLIS,W.E.,1959.The Phenolic Constituents of Prunus Domestica.l.
The Quani&tai&ve Analysis of Phenolic Constituents.Jowwmal of the
Science of Food and Agriculture,10,63.

SWAIN,T. ; HARBORNE, J.B. ; SUMERE, C.F.Van (Ed.),1979.Blochemistry of Plant Phe-
nolics. Pﬂenum Press New Yonk,USA.

TAGARI ,H. ;HENIS, V. ;MUSHA,T. ;VOLCANT ,R.,71965.Efgect o4 Canob Pod Extracts on
Ceﬁluﬂoﬂyé&é Deamination and Protein Blosynthesis in an Arntificd-
al Rumen.Applied Microbiology,13,437. -

TAMIR, M. ;ALUMOT ,E.,1969.Inhibition of Enzymes by Condensed Tannins  grom
Green and Ripe Carobs.Jowwal of the Science of Food and Agricul-
ture,20,199.

TAMIR, M. ; ALUMOT ,E.,1970.Carob Tannins-Growth Depression and Levels of Inso-
Luble NLInogen in the Digestive Tract of Rats.Jowwmal of Nutrhiti-
on,100,573.

TAMIR M. ; NACHTOMI ,E. ;ALUMOT ,E. ,1971.Degradation o4 Tannins grom Carob Pods
(Ceratonia siliqua) bg Thioglycolic Acid.Phytochemistrny,10,2769.

TAMMINGA, S. , 1978 . Measwrement of Microbial Protein Synthesis in Zhe Rumen .
In:Rumen Fermentation and Feed Evaluation,51.Eds:D.F.0sbouan;D.
E.Beever; D, J. Thomson. Agricultural ReAeanch Councik, London.

TAMMINGA,S. , 1979.Protein Degradation 4in the Forestomachs o4 Ruminants.Jour-
nal of Andmal Science,49,1615.

320




TAMMINGA,S., 1983.Recent Advances in Qun Knowledge on Protein Digestion and
Absonption in Ruminants.In:Metabolism et Nutrition Azotes,Vol.1
263.4eme Sympos . Intean. European Assoc.Anim. Prod. INRR, Tnstitut
National de La Recherche Agronomique, 149, nue Grenelle,Paris.

TAYLOR,B.F. ;CAMPBELL,W. L. ;CHINOY,T.,1970. Anaerobic Degradation of the Ben -
zenz Nucleus by a Facultative Anaerobic Microorganism. Journal of
Bacteriology,102,430,

TEETER,R.G.,1981.Indigestible Markens :Methodology and ApplLication in Rumi -
nant Nutrnition.PH.D.Thesis,Oklahoma SZate Undiversity USA.

THEURER,C.B.,1979.Microbial Protein Synthesdis as Ingluenced by Diet.In:Re -
gulation of Acid-Base Bakance,97.Eds:W.H.Hale and P. Meinhardf -
Church and Dwight Co.,Piscataway . NJ. USA,

THEURER,C.B. , 1982 .Microbial Protein Estimation Using DAP,AEP and Other Ami-
no Acids as Markens.In:Protein Requirements of Cattle:Sympos.,10.
Ed:F.N.Owens , Okahoma STtate Uncvers Lty , SEwater, USK.,

THOMSON,D.J.,1982.The Nitrogen Supplied by and the Supplementation of Fresh
on Grazed Forage.In:Forage Protein in Ruminant Animal Production,
53.0ccasional Publication n%6-Bitish Sociely of Animal Producti-
on.Eds:D.J.Thomson;D.E.Beever and R.G.Gunn.

THRASHER,D.M.;ICAZA,E.A.;LADD,w.;BAGLEV,C.P.;TIPTON,K.w.,1975.Bind Resis -
tant Milo fon Pigs.Louisiana Agaicuttune,lz,lo. '

TILLEY,J.M.A.;TERRY,R.A.,1963.A Two Stage Technique fon the in vitro Diges-
tion of Forage Crops.Jowmal 04 the British Grassland Soc.,18,104.

TORRENT,J.A.;VARELA,G.;BOZA,J.,1961.DigeAtLbL£Ldad Y Valorn Nutrnitivo de La
Bellota en Cendos Y Estudio de La Capacidad de Asentamiento en
encinares.Bolet.Servicio Plagas Forestales »4,5.

TOYAMA,N. ;KAMIYAMA,S. , 1972, Sofubilization 0f Enzyme-Tannic Acid Complexes.
Chemical Abstracts,1972,60039 u.

TRIPATHI ,A.K.,1978.Indian Jowwal 04 Animal Sciences,48,65.

TSA1,C.G.;JONES,G.A.,1975.1s08ation and Identification of Rumen Bacteria
Capable o4 Anaerobic Phloroglucinol Degradation.Canadian Jowwmal
0§ Microbiology,21,794.

UDEN, P. ;COLUCCI,P.E. ; VAN SOEST,P.J. ,1980.vauuga/t(ion 04 CthrM'um,Ce/u',wn
and Cobalt as Markers in Digesta Rate Passage Studies.Journal a4
the Science of Food and Agnicuﬂtunehil,625.

UDEN, P. ; PARRA,R. ; VAN SOEST,P.J.,1974. Factons Ingluencing the Reliability o4
the NylLon Bag Technique.Jowwmal of Dainy Science,57,622.

ULYATT ,M.J.; EGAN,A.R.,1979. Quantitative Digestion of Fresh Herbage by She-
ep.V.The Digestion of Fourn Herbages and Prediction 04 Rates of
Digestion, Journal of Agrniculiunal Science,Camb.,92,605,

ULYATT,M.J. ;MAC RAE,J.C.,1974.Quantitative Digestion of Fresh Herbage by
Sheep.1.The Sites of Digestion of Onganic Matter,Energy,Readily
Fermentable Carbohydnate,Stwuctural Canbohydrate and Lipid.Jour-
nal o4 Agrnicultural Science,Camb.,ég,295.

ULYATT M. J. ;MAC RAE,J.C.;CLARKE,R.T.J.;PEARCE,P.D.,1975.Quaniitai£ve Diges-
Lon of Fresh Herbage by Sheep.4.Protein Synthesdis in the Stoma-
ch. Jowwnal of Agricultunal Science,Camb. , 84,453,

321




VAN BUREN,J.P.;ROBINSON,W.B.,1969.Forumation 04 Complexes Between Protedn
and Tannic Acid.Jowwal o4 Agrnicultural and Food Chemistny,17,772.

VAN HOVEN,W.,1984.Tannins and Digestibility in Greatern Kudu.Canadian Jouwwnal
of Animal Science,64(Suppl.),177.

VAN NEVEL,C.J.;DEMEVER,D.I.,I977.Deieﬂm£nat&on of Rumen Microbial Growth in
vitro from 32P-Labefled Phosphate Inconporation. BLitish Jouwwal
o4 Nutnition,38,101.

VAN SOEST,P.J.,1980.The Limitations of Ruminants .Proc.of the Comnell Nutrni -
tion Confenence,7§.Cornell Univensity, USA.

VAN SOEST,P.J.,1982 Nutnitional Ecology of the Ruminant.0 & B Books,Corval -
Lis,0negon,USA.

VAN SUMERE,C.F.;ALBRECHT,J. ;DEDONDER,A. ;De POOTER,H.;PE,1.,1975.PLant Prote-
ins and Phenolics.In:The Chemistry and Biochemistry of Plant Pro -
teins.Eds:].B.Hanborne;C. F.Van Sumene.Academic Press,New Yonrk.

VARELA,G. ; FONOLLA,J. ;RUANO, J. 1965, Ingluencia del Maiz Sobre el VaLorn Nutri-
tivo y La Digestibilidad de £a BeLlota en Cendos.Avances en ALL -
mentacion Animal,6,?221.

VERITE,R. ; JOURNET M., 1978.Tn: Alimentation des Ruminants.Ed:INRA Publicati .
(Route de SaintCyn),78000 Versailles.

VERITE,R. ; JOURNET M, ; Jarnige,R.,1979.A New System fon the Protein Feeding of
Ruminants:The PDI System.Livestock Production Science,6,349.

VIJIAN,V.K. ;KATIVAR,R.C.,1973.Types of Tannins 4in Deoiled Salseed-Meal and
Oak-Kernel and Thein Metabolic Behaviour in Sheep.Indian Jouwwnal
of Animal Sciences,43,398.

VOHRA,P.;KRATZER,F.H.;JOSLVN,M.A.,7966.The Growth Depressing and Toxdie Ef -
fects of Tannins to Chicks.Poultry Science, 45,135,

WAH,C.S. ;SHARMA, K. ; JACKSON,M.G. , 1977 .Studles of Varlous Chemical Treatments
04 Sal-Seed-Meal to Remove o Inactivate Tannins . Indian Jouwwnal
o Animal Sciences,47,8.

WALKER,D.J. ;NADER,C.J., 1968 .Method forn Measuring Micrnobial Growth {in Rumen
Content.Applied Microbiology,16,1124.

WALTER,W.M. (Jn.) ;PURCELL,A.E.,1979.Evaluation of Severnal Methods fon Analy-
544 0f Sweet Patato Phenofics.Jowwal of Aghicultural and Food

Chemistry, 27,942,

WARNER,A.C.1.,1981.Rate of Passage of Digesta Thiough the Gut of Mammals
and Binds.Nutrn. Absitn.Rev.,Serndies B,51,789.

WARNER,A.C.T.;STACY,B.D.,1968.The Fate o4 Water {in the Rumen.T.A Crnitical
Appraisal of the Use of Soluble Markerns.British Jowwmal of Nutri-
tion,22,369.

WATERMAN,P.G. ;MBI,C.N. ;MC KEY,D.B.;GARTHAN,J.S.,1980.Agrnican Rain-Forest Ve-
getation and Rumen Microbes:Phenolic Compounds and Nutrients as
Connelates of Digestibility.Oecologia (Berk.),47,22.

WATSON,T.G.,1975.Inhibition of Microbial Fermentations by Sorghum Grain and
Malt.Jowwmal of Applied Bacteriology,38,135.

WEBER,C.W.,1969.6rain Sorghum §or Poultry.Proc. o the 13th Annual Poultny
Industry Day,Univensity of Anizona,Tucson,USA.

322




WELLER,R.A. ;PILGRIM,A.F., 1974, Passage 04 Protozzoa and Volatile Fatty Acids
gnom Zhe Rumen of the Sheep and from a_ Continuous in vitro Fermen-
Lation.British Jowwmal of Nutnition,32,341,

WESTON,R.H. ;HOGAN, J.P., 1967, The Digestion of Chopped and Grownd Roughages by
Sheep.I.The Movement of Digesta Through the Stomach.Australian
Jowwmal of Ag&icuztunaz’Reéeanch,l§,789.

WESTON,R.H. ;HOGAN,J.P.,1968.The Digestion of Pasture Plants by Sheep.I1.The
Digestion of Ryegrass at Diffenent Stages of Maturnity.Australian
Journal of Agrniculitural Research,19,963.

WILKINS,H.L.;BATES,R.P.;HEMSON;P.R.§LONDHAL;L.L.;DAVIS,R.E.,1953.Agnanomg
Jowwa,45,335.

WILLIAMS,A.H.,1963.1n:The Enzyme Chemistry of Phenolic Compounds.Ed:J.B.Pri-
dham, Pergamon, Ox ford and Mac Milelan,New York.

WILLTIAMS,A.G.,1982.In:Report of the Hannah Research Institute,1982,93.

WOLTER,R.,1974.la Toxicite des Glands.Revue de Madicine Veterninaine (Toulo-
use),125,1481.

ZELTER,S.Z.;LEROY,F.,1966.Schutz der Nahmuungsproteine Gegen Microbielle De-
saminienung Am PanAen.Z.TLenphyALaz.,Tienennahn.u.Futtenmitte@kde,
77,39,

ZELTER,S.Z.;LEROV,F.;TISSIER,J.P.,1970.Pdoteciion des Proteines Alimentainres
Contre La Desamination Bactzrienne Dans Le Rumen.l.Etudes in vitro
:Comportement en Milieu de Rumen de Quelques Proteines Tannzes A-
vee du Tannin de Chataignien ou Centaines Aldehydes .Annales de Bi-
ofogie Animale,Biochimie et Biophysique,10,111,

ZINN,R.A. ;OWENS,F.N., 1983, Influence of Feed Intake Level on Site of Digesti-
on in Steers Fed a High Concentrate Diet.Jowwal. 04 Animal Scien-
ce,56,471. :

ZANOBINT,A. ;VANNT, P. ; FIRENZUOLLT ,A.M. ,1967.Effect of Tween 80 on Protein -
Tannic Acid Compﬂex.ExgenLentia,gé,1075.

ZORITA,E. ;ARIAS,S.R.,1965. La Harina de Bellota en fa Alimentacion de Los Pol-
Los de Carme.Revista de Nutricion Animal, 3,105,

323







Aparelhos de incubacdo e colheita de gas utilisados em.
estudos no rumen ~in vitro -







Aspecto geral da sala onde decorreu o ensaio descrito
no CapV . observando-se os alimentadores continuos

Equipamento para infusao continua do marcador da fase
liquida da digesta







Colheita da digesta ruminal

Colheita da digesta duodenal!
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