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USO DE EXTRATO DE Acacia mearnsii (ACACIA NEGRA) NA
ALIMENTAGAO DE NAO-RUMINANTES!
Autora: Bruna Poletti
Orientador: Alexandre de Mello Kessler

Resumo: Estudos recentes sobre a atividade dos taninos desmistificaram seu
efeito antinutricional e evidenciaram importantes acfes benéficas a producéo
animal devido as suas propriedades antioxidantes, antibacterianas, reparadoras
de tecidos e de regulacdo enzimatica e proteica. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a adicdo de extrato da casca de Acacia mearnsii, composto rico em
taninos condensados, na dieta de poedeiras, frangos de corte e suinos em
crescimento e terminagéo, sobre o desempenho, digestibilidade dos nutrientes,
qualidade de ovos e carne, integridade do coxim plantar, vilosidades intestinais
e microbioma das fezes. Foram realizados 3 diferentes experimentos: o primeiro
utilizando 40 poedeiras Isa Brown com 51 semanas de idade, o segundo com
160 frangos de corte Label Rouge, e o terceiro, com quarenta e oito suinos em
terminacdo Large White x Landrace. Todos experimentos possuiam uma dieta
controle e mais 3 dietas com diferentes niveis de inclusdo do extrato de acacia
negra na dieta, sendo eles: 150, 300 e 450mg/kg para os experimentos 1 e 2; e
500, 1000 e 2000 mg/kg para o 3. Poedeiras que receberam as inclusdes de 300
e 450 mg/kg do extrato apresentaram melhora (P<0,05) nos escores de leséo
por pododermatite ao final do experimento. Em frangos de corte, oS menores
valores de oxidacéo lipidica da carne, e maiores valores de altura e largura de
vilosidades na andlise de morfologia intestinal foram encontrados nas amostras
dos animais que receberam 300 e 450 mg/kg de inclusdo. Em suinos, o aumento
dos niveis de inclusdo resultou em uma reducao linear na oxidacao lipidica
(P<0,04) e forca de cisalhamento (P<0,003) da carne. Na analise do microbioma
fecal, a diversidade de dois reinos, Bacteria e Archea, foi identificada,
compreendendo sequéncias de 42 filos, 88 classes, 123 ordens, 287 familias,
1127 géneros e 1775 possiveis espécies de microrganismos. O numero de
espécies nao foi diferente (P>0,05) entre os tratamentos (O0mg/kg: 505 espécies,
500mg/kg: 547 espécies,1000mg/kg: 570 espécies e 2000mg/kg: 630 espécies).
Por outro lado, houve tendéncia (P<0,08) de crescimento linear do numero de
espécies com o0 aumento da adi¢do de tanino na dieta. Concluiu-se que o extrato
de acéacia negra pode ser adicionado na dieta de aves de postura frangos de
corte e suinos em crescimento e terminacdo sem prejuizos ao desempenho,
qualidade dos ovos e metabolismo e digestibilidade de nutrientes. Além disso,
sua inclusdo melhorou a integridade do coxim plantar das aves de postura, o
tamanho das vilosidades intestinais dos frangos de corte, a qualidade oxidativa
e maciez da carne de frangos e suinos, além de modular o microbioma fecal dos
suinos.

Palavras-chave: Desempenho; Metabolismo de nutrientes; Morfologia intestinal;
Microbioma; Pododermatite; Qualidade de ovos; Qualidade de carne; Taninos
condensados.

1Tese de Doutorado em Zootecnia — Produgdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (124p.) Marcgo, 2022.



USE OF Acacia mearnsii (BLACK ACACIA) EXTRACT IN THE
FEEDING OF NON-RUMINANTS?

Author: Bruna Poletti
Adviser: Alexandre de Mello Kessler

Abstract: Recent researchs on the activity of tannins have demystified its anti-
nutritional effect and evidenced important beneficial actions on animal farming
due to its antioxidant, antibacterial, tissue repairing and enzymatic and regulatory
properties protein. The objective of this work was to evaluate the addition of
Acacia mearnsii bark extract, a compound rich in condensed tannins, in the diet
of laying hens, broilers and growing and finishing pigs, on performance, nutrient
digestibility, egg and meat quality, footpad integrity, intestinal villi and fecal
microbiome. Three different experiments were carried out: the first using 40 Isa
Brown laying hens at 51 weeks of age, the second with 160 Label Rouge broilers,
and the third with forty-eight Large White x Landrace finishing pigs. All
experiments had a control diet and 3 more diets with different levels of inclusion
of black wattle extract in the diet, namely: 150, 300 and 450mg/kg for experiments
1 and 2; and 500, 1000 and 2000 mg/kg for 3. Laying hens that received the
inclusions of 300 and 450 mg/kg of the extract showed improvement (P<0.05) in
pododermatitis lesion scores at the end of the experiment. In broilers, the lowest
values of meat lipid oxidation, and the highest values of height and width of villus
in the analysis of intestinal morphology were found in samples from animals that
received 300 and 450 mg/kg of inclusion. In pigs, increasing inclusion levels
resulted in a linear reduction in lipid oxidation (P<0.04) and shear force (P<0.003)
of the meat. In the analysis of the fecal microbiome, the diversity of two kingdoms,
Bacteria and Archea, was identified, comprising sequences of 42 phyla, 88
classes, 123 orders, 287 families, 1127 genera and 1775 possible species of
microorganisms. The number of species was not different (P>0.05) between
treatments (Omg/kg: 505 species, 500mg/kg: 547 species, 1000mg/kg: 570
species and 2000mg/kg: 630 species). On the other hand, there was a trend
(P<0.08) of linear growth in the number of species with increasing addition of
tannin in the diet. It was concluded that the black wattle extract can be added to
the diet of laying hens, broilers and growing and finishing pigs without prejudice
performance, egg quality, metabolism and nutrient digestibility. In addition, its
inclusion improved the integrity of the footpad of laying hens, the size of the
intestinal villi in broilers, the oxidative quality and tenderness of chicken and
swine meat, in addition to modulating the fecal microbiome of swine.

Keywords: Condensed tannins; Egg quality; Intestinal morphology; Microbiome;
Meat quality; Nutrient metabolism; Performance; Pododermatitis; .

1 Doutoral thesis in Animal Sience — Animal Production, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (124 p.) March,
2022.
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1. INTRODUCAO

O mercado de aves e suinos no Brasil estd em constante crescimento,
de acordo com a Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2022) ha
projecdes de recordes producédo, exportacdes e consumo para a avicultura e a
suinocultura do pais para 2021 e 2022. Segundo Junqueira et al., (2021), entre
0S motivos que estdo associados a este crescimento, podemos citar 3 fatores: a
conscientizacdo dos consumidores sobre as propriedades de saude, seguranca
e qualidade dos produtos alimenticios de origem animal; a proibicdo do uso de
promotores de crescimento e de antibidticos em alimentos para animais, desde
2003; e o crescimento dos sistemas de producao alternativos, como o organico
e agroeocoldgico. Estes fatores aumentaram a popularidade dos suplementos
naturais na producdo animal, deslocando a atencdo dos produtores para o0s
suplementos a base de plantas (Lipinski, 2017). Os suplementos a base de
plantas e seus metabdlitos secundarios sédo promotores de crescimento naturais
alternativos, que sdo amplamente utilizados na pecuaria (Wallace et al., 2010;
Yesilbag et al., 2011). Consequentemente, pesquisadores estdo procurando uma
alternativa aos antibiéticos para melhorar o desempenho dos animais, otimizar a
saude intestinal (Abudabos et al., 2016; Hafeez et al., 2016; Kiczorowska et al.,
2017) e atender as demandas dos novos sistemas de producdo que estdo em
ascensdao. Entre as alternativas possiveis, aditivos fitogénicos apresentam efeitos
positivos sobre saude e produtividade (Gianennas et al., 2018; Ahsan et al., 2018;
Khoobani et al., 2019), relatando que seu uso pode desempenhar um papel
significativo na saude e desempenho das aves por estimulacdo do consumo de
racao, secrecdo de enzimas enddgenas, efeito antioxidante e antibacteriano.

Um dos maiores componentes dos extratos de plantas sdo o0s
polifendis, metabdlitos secundarios de plantas que contém componentes
bioativos e produzem efeitos positivos nos animais, pois séo reconhecidos por
seus efeitos anti-inflamatérios, imunomoduladores e antimutagénicos (Lipinski,
2017). Eles tém propriedades antioxidantes e minimizam as consequéncias
negativas do estresse oxidativo, além de exercerem efeitos ndo especificos sobre
0 metabolismo celular e proporcionarem uma série de beneficios para a saude e
desempenho dos animais, acdo antibacteriana, acdo sobre protozodrios,

reparacdo de tecidos, regulacdo enzimatica e protéica, (Kamboh et al., 2013).



Dentro do grupo dos polifendis encontramos 0s compostos tanicos, que estao
presentes em uma grande variedade de plantas, pois resultam do metabolismo
secundério vegetal ou metabolismo especial. Sdo compostos fendlicos que
representam o quarto componente de maior concentracao nas plantas, portanto,
configuram-se como um extrato vegetal de ampla distribuicdo na natureza (Vieira
et al., 2020).

Os taninos tém um impacto importante na nutrigdo animal por causa
de sua habilidade de formar complexos com numerosos tipos de moléculas,
incluindo proteinas, polissacarideos, membranas celulares de bactérias e
enzimas envolvidas na digestdo da proteina e carboidratos dos alimentos
(Castejon, 2014). Consequentemente, em niveis altos no alimento (até 5%), os
taninos podem comprometer a digestibilidade, bem como causar eventos de
toxicidade associados em ndo-ruminantes: depressdo no crescimento, baixa
utilizacdo da proteina, dano a mucosa intestinal, alteracdo na excrecao de céations
(Giner-Chavez, 1996). Na alimentacao de n&o-ruminantes, a fonte mais usual de
taninos estudada foi o grao de sorgo. Embora n&o cause toxicidade evidente, seu
uso na alimentacao de suinos reduz a digestibilidade da energia e aminoéacidos,
consequentemente prejudicando a eficiéncia alimentar, sendo este efeito
proporcional a quantidade de taninos do sorgo (Cousins et al., 1981; Pan et al.,
2016). Em niveis moderados, por outro lado, os taninos sao potencialmente
benéficos na alimentagéo animal. Em ndo-ruminantes, tém potencial benéfico em
funcdo de suas numerosas atividades bioldgicas, entre as quais, sdo as mais
importantes para a moderna produc¢éo animal: propriedades antimicrobiana, anti-
parasitica, anti-viral, anti-inflamatéria e anti-oxidante (Huang et al., 2018). Os
taninos também podem reduzir o odor dos dejetos produzidos pelos suinos, pois
reduzem a producdo de gases como 0 metano e o sulfeto de hidrogénio
(Whitehead et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a adicdo de diferentes niveis de
um extrato de taninos condensados na dieta de poedeiras marrons, frangos de
cortes e suinos em crescimento, sobre desempenho, metabolismo e
digestibilidade de nutrientes, bem-estar animal, salde intestinal, qualidade de

carne e ovos, rendimento e caracteristicas de carcacas destas espécies.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Panorama de Producéao

De acordo com a ABPA, a producao de carne de frango alcangcou em 2021
14,350 milh&es de toneladas, 3,5% a mais do registrado no ano anterior, com 13,850
milhdes de toneladas. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA -
Foreign Agricultural Service) projetou para 2022 que a producgéo brasileira de carne
de frango podera chegar até 14,900 milhdes de toneladas, 4% maior em relagdo a
2021, e as exportacdes 8% superiores ao alcangcado em 2020. O consumo per capita
também teve um aumento de 2% no ano passado, provavelmente em funcao do baixo
custo desta proteina em relagéo a carne bovina. O Brasil hoje ocupa o segundo lugar

no ranking mundial de producéo de carne de frango (Figura 1).

Estados Unidos 20.712
Brasil 14.750
China 14.300
Unido Europeia 10.910
Russia 4.650
Mexico 3.900
Tailandia 3.340
Argentina 2.300
Turquia 2.230
Japao 1.780
Peru 1.770
Reino Unido 1.725
Coldmbia 1.675
Malasia 1.625
Africa do Sul 1.580
Canada 1.400
Ucrania 1.380
Egito 1.370
Filipinas 1.360
Australia 1.325
0 4.000 8.000 12.000 16.000 20.000 24.000

Figura 1: Ranking mundial dos paises com as maiores producdes de carne de frango
(em milhdes de toneladas) no ano de 2021. (Fonte: USDA | Foreign
Agricultural Service, 2021)

No caso de carne suina, segundo o USDA, a producao devera alcancar neste
ano até 4,700 milhdes de toneladas, numero 6% superior ao registrado no ano
passado, com 4,436 milhdes de toneladas. Em exportacdes, o pais alcancou 1,130
milhdo de toneladas, 10,5% superior ao alcancado em 2020 (ABPA, 2021). O

brasileiro também aumentou o seu consumo per capita, alcancando 16,80 quilos em



2021, 5% a mais do que no ano anterior. Além de ser uma proteina de baixo custo,
também estdo sendo quebradas barreiras culturais quanto ao consumo de carne
suina, através da disseminacgédo de informacdes sobre suas propriedades nutricionais
e beneficios a saude (Talamini e Martins, 2021).

Para o setor de ovos, a producéo foi de 54,503 bilh6es de unidades em 2021,
1,8% a mais ao registrado no ano passado (ABPA, 2021). O volume projetado para
2022 podera chegar até 56,200 bilhdes de toneladas, volume 3% maior em relacéo a
2021 de acordo com o USDA (2022). Foram exportados 9,550 mil toneladas em 2021,
namero 52,9% superior ao alcancado em 2020, e com projecédo de aumento continuo
para este ano. O consumo per capita foi de 255 unidades, 1,55% maior que o
consumo registrado em 2020. Tanto a produ¢do quanto as exportacdes de 2021 e
projecbes para 2022 para carne de frango, carne suina e de ovos, sdo recordes
historicos (USDA, 2022).

Além do grande desenvolvimento do setor de aves e suinos nos sistemas
convencionais, os numeros referentes a producédo organica e agroecoldgica do pais

também se destaca cada vez mais.

2.1.1 Panorama de Producé&o em Sistemas Orgéanicos

Impulsionada pela demanda crescente por alimentos saudaveis, a agricultura
organica avanca em certificacdo, area plantada, nUmero de produtores e volume
produzido no Brasil e no mundo, para consumo interno ou exportacao.

Segundo a FAO (Food Agriculture Organization), define-se como agricultura
organica, a producéo holistica de um sistema de manejo, que promove e estimula a
saude do agrossistema, incluindo a biodiversidade, ciclos biol6gicos e a atividade
bioldgica do solo. O sistema enfatiza ainda, praticas de manejo ao invés do uso de
insumos externos a propriedade, levando-se em conta a adaptacdo dos sistemas as
condicdes regionais.

De acordo com dados de um estudo feito pelo Instituto de Pesquisa Econémica
Aplicada (IPEA, 2020), a demanda mundial tende a se ampliar ainda mais nos
préximos anos, pois os produtos oriundos desse sistema sdo associados a niveis mais
elevados de seguranca e saude dos consumidores, bem como seus impactos sociais
e ambientais. O Instituto de Pesquisa em Agricultura Organica publicou suas

estatisticas anuais sobre a produc¢éo organica mundial, em colaboragédo com a IFOAM



- Organics Europe and International (2022), mostrando que, em 2020, a agricultura
organica registrou um crescimento recorde. Na Unido Européia foi aringida a marca
de 14,9 milhdes de hectares, atingindo € 44,8 bilhdes, o que torna o continente
europeu no segundo maior mercado, depois dos EUA.

No Brasil, a agricultura organica € um dos setores do agro que mais crescem
nos ultimos anos, em 2020 o pais contabilizou 68.716 estabelecimentos
agropecudrios certificados para a produgdo organica, onde 18.215 se dedicavam a
producdo animal e 10.858 a producao vegetal e animal (IPEA, 2020). Uma estimativa
do Conselho Brasileiro da Producédo Organica e Sustentavel aponta que no ano de
2020, o setor de organicos registrou um crescimento de 30%. e movimentou cerca de
R$ 5,8 bilhdes. A area dedicada a esse tipo de cultivo cresceu a uma média anual de
10%, para o mesmo periodo, colocando pais, hoje, no ranking mundial entre os 10
paises com as maiores areas de producdo organica (Figura 2), sendo o pais da

América Latina que mais se destaca no setor.
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Figura 2: Ranking mundial dos dez paises com o maior aumento de terras destinadas
a producao organica. (Fonte: Adaptado de Research Institute of Organic
Agriculture FiBL and IFOAM — Organics International, 2021).

A regulamentacdo organica brasileira € muito abrangente, e inclui programas
de promocéo e controle de qualidade dos sistemas. Todavia, 0 pais nédo dispde, hoje,
de dados estatisticos oficiais da producao organica, tem-se um cadastro nacional e
unico de produtores de organicos Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), mas ndo ha estimativas de producéo e produtividade (Lima, et al., 2021). De

acordo com Junqueira et al., (2021), a producédo animal (bovina, suina, ovina e frango)



ainda é pequena, porém com uma demanda crescente, a exemplo de outros produtos
de origem animal, como leite, carne e ovos. A maior parte da producdo organica
brasileira é destinada a exportagcdo, 0 mercado interno de organicos absorve apenas
15% do total produzido no pais (Junqueira et al., 2021). Os mesmos autores afirmaram
ainda que uma das principais caracteristicas do sistema organico do pais, € a
producdo familiar ou em pequenas propriedades, apesar de grandes empresas
nacionais, de avicultura principalmente, estarem se adequando e inserindo o sistema

ao seu modelo de produgéo.

2.2 Uso de aditivos na producao animal

De acordo com 0 MAPA (Instrucdo Normativa N°. 13 de 30/11/2004) e segundo
orientacdes do Codex Alimentarius, aditivos sdos produtos destinados a alimentacao
animal e é definido como "substancia, microrganismo ou produto formulado,
adicionado intencionalmente aos produtos, que nao é utilizada normalmente como
ingrediente, tenha ou néo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentacdo animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho
dos animais sadios e atenda as necessidades nutricionais ou tenha efeito
anticoccidiano.

Os aditivos atuam, entre outras funcdes, melhorando as condi¢des estruturais
da mucosa intestinal, promovendo, dessa forma, melhor absor¢cdo dos nutrientes e,
conseguentemente, melhorando o desempenho e a qualidade dos produtos de origem

animal (Lemos et al, 2017).

2.2.1 Uso de aditivos substitutos aos antimicrobianos promotores de

crescimento na producao animal convencional

O uso de antibidticos/antimicrobianos na alimentagdo animal teve inicio na
década de 50, com o objetivo de otimizar o desempenho dos animais, resultando
em taxas de crescimento e conversao alimentar melhores, prevencao de infeccdes e
reducdo nas taxas de mortalidade e morbidade (Vieites et al., 2020). Com o passar
dos anos, comecaram a surgir preocupagfes em relacdo ao uso de antibioticos na
cadeia produtiva animal, tais como: resisténcia das bactérias aos antibiéticos,

residuos na carcaca e nos alimentos derivados de origem animal e reag0es alérgicas



em pessoas previamente sensiveis (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001). Frente aos
receios ao uso indiscriminado de antibidticos, a maioria dos paises europeus aboliu o
uso desses agentes na producdo animal. A Organiza¢do Mundial da Saude, em 2017,
determinou normas que delimitam o uso de antimicrobianos de forma consciente. No
Brasil, houve reavaliacdo da legislacdo, assim, em 2018 os antibidticos tilosina,
loncomicina, virginiamicina, bacitracina e tiamulina foram proibidos pela portaria n®
171 da Secretaria de Defesa Agropecuéria, ligada ao Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2018) e a Instrucdo Normativa n° 03 de janeiro de
2020 (Brasil, 2020) passou a restringir ainda mais os antimicrobianos como aditivo
zootécnico adicionado as racfes animais. Tendo em vista esse cenario, e juntamente
com a pressdo dos consumidores, tém aumentado a busca por alternativas que
garantam o desempenho produtivo sem interferir na qualidade do produto, e garantam
a saude animal e humana (Gresse et al., 2019).

A alta produtividade apresentada pela industria de aves e suinos foi, sem
davida, alavancada através da utilizacdo de aditivos nas dietas, que quando
adicionados as racbes, sdo capazes de melhorar o desempenho animal, as
caracteristicas fisicas dos alimentos e até mesmo possibilitar maior utilizacdo de
ingredientes alternativos. Uma enorme variedade de aditivos como probidticos,
prebibticos, simbidticos, acidos organicos, extratos vegetais e enzimas exdgenas, vém
sendo bastante estudada na alimentac&o animal (Vieites et al., 2020; Naumann, 2017;
Alves, 2018).

Os aditivos antimicrobianos de origem natural agem como melhoradores de
desempenho de animais criados de forma intensiva, auxiliando na manutencéo da
saude intestinal, permitindo maior ganho de peso diario e melhorando a conversao
alimentar destes animais (Costa et al., 2007). Estes aditivos vém sendo testados na
producdo animal como potenciais alternativas aos antibidticos e quimioterapicos
convencionalmente usados como melhoradores de desempenho (Kim et al., 2011,
2012). A melhora no desempenho de animais de producdo que recebem aditivos
alimentares pode ocorrer devido ao aumento na digestibilidade e absorcdo de
nutrientes, estimulo da secre¢cdo de enzimas digestivas (Costa et al., 2007), pela
melhora na saude intestinal por meio da manutengédo da microbiota benéfica e pelos
efeitos benéficos no epitélio intestinal (Claus et al., 2007), aléem de outros efeitos

inerentes a cada aditivo.



2.2.2 Uso de aditivos na producao animal organica

O uso substancias sintéticas € proibido em sistemas de producéo organicos,
ferindo as caracteristicas dos mesmos e a Instrucdo Normativa 24 (Brasil, 2011) e
Portaria n° 52, de 15 de Marco de 2021 (Brasil, 2021), que estabelecem o
Regulamento Técnico para os Sistemas Organicos de Producédo e as listas de
substancias e praticas para o uso nesses sistemas. De acordo com o Anexo Il
(Aditivos Alimentares e Coadjuvantes de Tecnologia Permitidos no Processamento de
Produtos de Origem Vegetal e Animal Organicos) desta portaria, extratos vegetais e
taninos estdo liberados para uso como aditivos na alimentacdo dos animais em
sistemas orgéanicos de producdo. Além disso, os Anexos IV, V e VI permitem a
utilizacao de taninos como agente de desinfeccao e fertilizantes.

Com base no exposto, a dificuldade que os pequenos e médios produtores de
carne de frango ou ovos enfrentam para competir com as grandes empresas avicolas,
ou até mesmo para essas empresas se adequarem as exigéncias e tendéncias de
mercado atuais sem comprometer a sua produtividade, é inegavel, pois o retorno
sobre o investimento, tanto para instalacao quanto para a manutencao da granja, nem
sempre compensa e faz com que muitos avicultores desistam de suas criacdes (Costa
et al., 2021). Contudo, tendo em vista o cenario de constate crescimento do sistema,
nos ultimos anos, cada vez mais pesquisadores focam pesquisas e buscam
alternativas para manter sua rentabilidade, sem descaracteriza-lo.

Diversos estudos demonstram que o0 uso de extratos naturais de plantas e
compostos bioativos na dieta podem ser uma opg¢éo, uma vez que possuem efeito
favoravel na salde e produtividade animal (Christaki et al., 2012). Eles possuem
propriedades que podem otimizar a saude intestinal (Abudabos et al., 2016; Hafeez et
al., 2016; Kiczorowska et al., 2017) e atender as demandas do sistema organico de
producdo. Entre as alternativas possiveis, aditivos fitogénicos apresentaram efeitos
positivos sobre saude e produtividade em poedeiras e frangos (Gianennas et al., 2018;
Ahsan et al., 2018; Khoobani et al., 2019), relatando que seu uso pode desempenhar
um papel significativo na saude e desempenho das aves por estimula¢cdo do consumo
de racdo, secrecdo de enzimas enddgenas, efeito antioxidante, anti-helmintico e

antibacteriano.



2.3 Uso de aditivos fitogénicos

As propriedades das plantas medicinais tém sido observadas desde a
antiguidade (Costa et al., 2007) e a primeira avaliagado da utilizagcdo de extratos de
plantas com atividade antibacteriana data de 1881 (Rizzo et al., 2008). A utilizacdo de
extratos herbais € considerada como uma abordagem complementar ou alternativa a
medicina alopatica (Cravotto et al., 2010), e tem recebido maior atencdo dos
pesquisadores e industria por atuarem como potenciadores de desempenho e
manutencdo da saude animal (Hashemi & Davoodi, 2011).

Este crescimento deve-se a expansdo da utilizacdo e pesquisa destes
fitogénicos devido as restricbes e proibicdes realizadas nas ultimas décadas aos
antimicrobianos utilizados na producéo animal, bem como da consciéncia acerca dos
produtos naturais e também ao crescimento dos sistemas alternativos de criacéo,
onde ndo sdo permitidos o uso de nenhum aditivo quimico na producdo, como por
exemplo os sistemas organicos ou agroecoldgicos.

Aditivos fitogénicos sdo compostos derivados de plantas ou ervas e
apresentam elevados niveis de compostos bioativos que participam do metabolismo
secundario das plantas (Lipori, 2019). Possuem propriedades que ao serem
incorporados nas dietas animais, tém como objetivo melhorar os indices zootécnicos,
pelo fato de melhorar a saude animal, melhorando o sistema imune (Dong et al., 2016;
Farahat et al., 2016) e diminuindo agentes patogénicos no sistema digestivo pela acéao
antimicrobiana (Jang et al. 2007), além de atuar como antioxidante diminuindo
estresse oxidativo e oxidacao lipidica dos produtos (Khan, 2014). Estes resultados
refletem em aumento do ganho de peso, melhor eficiéncia alimentar e melhor
qualidade dos produtos finais. Os fitogénicos classificam-se de acordo com a sua
origem e processamento em: extratos, condimentos, 6leos essenciais (compostos
lipofilicos extraidos por vaporizacao ou destilacdo a alcool) e oleoresinas (compostos
extraidos por solventes ndo aquosos) (Windisch et al., 2008).

Os extratos vegetais sdo ricos em principios ativos, sendo que estes variam
muito em concentracdo e em atividade antibacteriana, de acordo com a espécie
botanica e parte da planta que séo extraidas (Cheng et al., 2014; Costa et al., 2008).
Esses compostos sao conhecidos por seus efeitos anti-inflamatorio, antiviral (Costa et
al., 2007), antioxidante, antiparasitario, coccidiostatico e efeito imunomodulador,
sendo que suas propriedades multifuncionais dependem dos compostos bioativos

presentes em cada extrato (Cheng et al.,, 2014). Dentre os principios ativos



responsaveis por estas diferentes propriedades estdo: saponinas, taninos,
flavondides, mucilagens, glucosideos, alcaldides (alcodis, aldeidos, cetonas, éteres,
ésteres e lactonas); compostos fendlicos e polifendlicos (responsaveis pelas
propriedades antibacterianas -quinonas, flavonas, taninos e cumarinas); substancias
sulfurosas; terpenos (divididos em monoterpenos: carvacrol, timol, mentol;
sesquiterpenos e diterpenos, triterpenos e esterdides), saponinas, mucilagens e 6leos
essenciais (Martins et al., 2000). Estes compostos quimicos estdo diretamente
relacionados com suas propriedades biolégicas (Hashemi & Davoodi, 2011).

2.4 Taninos

As plantas produzem uma ampla variedade de metabdlitos secundarios, sendo
ja identificadas mais de 200.000 estruturas (Hartmann, 2007; Patra e Saxena, 2010).
Os metabdlitos secundarios podem ser classificados em trés grupos principais:
terpenos, compostos contendo nitrogénio e compostos fendlicos, neste Ultimo estéo
incluidos os taninos (Agostini-Costa et al., 2012).

Os taninos sdo polimeros de polifendis de origem vegetal, soliveis em agua,
com pesos moleculares geralmente entre 500 e 3000 Daltons (Mangan, 1988), e com
a habilidade de formar ligacdes e se precipitar com varios tipos de proteinas,
aminoacidos e polissacarideos (Swain & Bate-Smith citados por Sarkar &
Howarth,1976).

O termo taninos € largamente utilizado para designar qualquer grande
composto polifendlico, de alto peso molecular, contendo um ndmero suficiente de
grupos hidroxila e outros grupos quimicos, como a carboxila, que propiciem a
formacdo de complexos fortes com proteinas e outras macromoléculas (Cordéo,
2010). Este complexo formado entre taninos e proteinas ou outros compostos sao
geralmente instaveis, suas ligacdes quimicas sdo continuadamente quebradas e
refeitas, e sdo divididos de acordo com o tipo de ligacdo: ligacdo de hidrogénio
(reversivel e dependente de pH) entre o radical hidroxila do grupo fenol e o oxigénio
do grupo amida nas ligagfes de proteina; ligacéo hidrofébica (reversivel e dependente
do pH) entre o anel aromatico e a regido hidrofébica da proteina; ligagbes ibnicas
(reversivel) entre o ion fenolato e o sitio catidnico da proteina (exclusivo para taninos
hidrolisaveis) e ligagbes covalentes (irreversiveis), resultante da oxidacdo de

polifendis que gera quinonas, as quais reagem e se condensam com grupos



nucleofilicos de proteinas (Frutos et al., 2004).

As ligacdes entre os taninos e as proteinas sao feitas por pontes de hidrogénio,
entre os grupos hidroxifendis dos taninos e os grupos carbonila das ligacdes
peptidicas. Segundo Makkar (1988), uma vez complexados, a utilizacdo da proteina é
diminuida, afetando a digestibilidade dos carboidratos e a absorcdo e retencdo de
algumas vitaminas e minerais. Os taninos sao principalmente encontrados nos
vacuolos das plantas, interferindo no metabolismo vegetal somente apos lesdo ou
morte das mesmas, possuindo metabolismo eficiente nestes locais (Cannas, 2005).
De acordo com Hemingway (1988), as principais enzimas envolvidas na sintese e
armazenamento dos taninos sdo a chalcone sintetase (CHS), chalcone isomerase
(CHI), flavondide3-hidroxilase (F3H), flavanona-3- hidroxilase (F3H), dihidroflavanol
redutase (DFR), leucoantocianidina redutase (LAR), antocianidina sintetase (ANS),
favanol-UDP-glicosil transferase (FGT), glutationa trans- membrana (GHS).

Na forma nédo oxidada, os taninos reagem com as proteinas através de pontes
de hidrogénio e/ou ligacdes hidrofébicas. Quando oxidados os taninos se transformam
em quinonas, as quais formam ligacdes covalentes com alguns grupos funcionais das
proteinas (Sgarbieri, 1996).

Na Figura 3, observa-se que, baseados em sua estrutura e propriedades
qguimicas, os taninos sdo divididos em: taninos hidrolisaveis (TH) os quais possuem
um nucleo central de carboidrato ao qual os acidos carboxilicos fendlicos sao ligados
por ésteres de acido galico (galotanino) ou acido elagico (elagitaninos); e taninos
condensados (TC), os quais ndo possuem carboidrato central e sdo derivados por
condensacdo de precursores de flavondides ou polimeros de flavonoides (Baker,
1999).
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Figura 3: Unidades monoméricas de taninos condensados (catequina e
galocatequina) e taninos hidrolisaveis (acido galico e &cido elagico).
(Fonte: Adaptado de Patra e Saxena (2010).

2.4.1 Taninos hidrolisaveis

Taninos hidrolisaveis sdo definidos como poliésteres de acidos fendlicos,
possuem um grupo poliol central (em sua maioria, € 3-d- glicose, mas também o acido
quinico, outros fendis e outros glicosideos); e hidroxilas esterificadas pelo acido gélico
(parte fendlica) (Khanbabaee & Ree, 2001). Eles estdo presentes nas familias
Choripetalae das dicotileddneas, dicotiledéneas herbaceas e lenhosas, e ndo sdo
muitos abundantes na natureza (Mueller-Harvey & McAllan,1992).

Os grupos hidroxila dos carboidratos encontram-se parcial ou totalmente
esterificados com grupos fendlicos, como o acido géalico (nos galotaninos) ou o acido
elagico (nos elagitaninos). Os TH por hidrélise acida liberam acidos fendlicos: galico,
caféico, elagico e um acucar (Sgarbieri, 1996). Este tipo de taninos pode sofrer
facilmente hidrélise por bases, acidos e esterases. A hidrélise do acido tanico, um
tipico tanino hidrolisavel, pode acontecer espontaneamente ou pela acdo de enzimas,

e tem como resultado a glicose e o acido galico. (Singleton & Kratzer, 1973).

2.4.2 Taninos condensados

Os taninos condensados estdo presentes na fracdo fibra alimentar de

diferentes alimentos, sdo normalmente chamados de proantocianidinas devido a



apresentacdo de pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como
cianidina e delfinidina (Avila, 2018). Essas moléculas tém ampla variacdo na estrutura,
resultado de padrdes de substituicdes entre unidades flavanicas, e da diversidade de
posicdes das ligaches e a estereoquimica (Waghorn, 2008).

Os TC consistem em oligbmeros e polimeros de subunidades de flavan-3-ol,
gue sao subunidades variaveis, mas normalmente a sua ocorréncia inclui catequinas,
galocatequinas e epigalocatequinas (Naumann et al., 2017). O nimero de unidades
pode variar e isso determina o grau de polimerizacdo para di, tri e tetraflavondides
para oligdbmeros maiores, podendo, desta forma, produzir uma ampla variedade de
estruturas quimicas e diferentes propriedades bioldgicas (Waghorn, 2008). Os TC sdo
concentrados nos vacuolos intracelulares das plantas e essencialmente nao reativos,
somente sao liberados quando ocorre uma ruptura celular e, apds essa ruptura pode
ocorrer uma extensiva ligacdo com diversas proteinas (planta, animal, microbiana,
salivar, enzimas, etc.) (Waghorn e McNaab, 2003). A razdo para sua sintese e
mobilizacdo ainda ndo é clara, Waghorn (2008) sugere que sua sintese esteja
relacionada a funcdo de protecdo contra herbivoros, defesa da planta contra
patdgenos, conservacao de energia (para mobilizacdo em periodos de necessidade)
e conservacao do nitrogénio.

Apesar de muitos dos TC serem hidrossoluveis, alguns de grande dimensao
sdo insoluveis na agua. Sob hidrélise acida, produzem antocianidinas e catequinas
(Mueller-Harvey e McAllan, 1992). Os taninos condensados sao mais dificeis de serem
degradados que os hidrolisaveis, podendo ser toxicos para uma variedade de
microrganismos. Isto pode explicar o efeito destas moléculas em retardar a
biodegradacéo e diminuir a decomposi¢cdo da matéria organica (Bhat et al., 1998).
Informacdes quanto a absorcao, distribuicdo, metabolismo e eliminacao dos polifendis
sdo escassos (Efraim et al. 2011; Manach et al., 2004). Os taninos condensados néo
sdo absorvidos pelo trato digestivo, podendo causar danos na mucosa do trato
gastrintestinal, diminuindo a absorcdo de nutrientes como, por exemplo, 0s
aminoacidos essenciais metionina e lisina (Cannas, 1999). A absorcédo dos TC no
intestino delgado seria limitada pela formacdo de complexos com proteinas, amido e
enzimas digestivas (Manach et al., 2004; Serrano et al., 2007). No c6lon, os TC que
apresentam baixo peso molecular sdo degradados em fenois simples ou excretados
nas fezes (Jardini & Mancini Filho, 2007), enquanto os com alto peso molecular e alta

polimerizacao ndo sao afetados pela microbiota (Bravo, 1998).



A grande tendéncia dos taninos para formar complexos com proteinas ao inves
de carboidratos e outros polimeros, pode explicar a baixa digestibilidade das proteinas
de leguminosa, inibicdo do crescimento e aumento da excrecao de nitrogénio fecal em
animais (Deshpande & Damodaran, 1990; Kaur & Kapoor, 1992, Giner-Chaves, 1996;
Lipinski, 2017). Os polifendis ou taninos condensados, particularmente de genotipos
coloridos, sdo mencionados com frequéncia como maiores limitantes do valor nutritivo
de leguminosas, visto que estudos com animais alimentados com dietas ricas em
polifendis indicam reducéo da ingestdo de alimentos e baixo quociente de eficiéncia
protéica (Deshpande, 1992). No processo de intoxicacdo de animais por taninos,
metionina e colina reagem com taninos para formar monometil éteres para a
desintoxicacdo, o que pode resultar em deplecdo de doadores de metil metionina e
colina no organismo (Reddy et al., 1985).

Os TC sdo utilizados para a adstringéncia de bebidas populares, como o cha e
o vinho, além de ser utilizado para a estabilizacdo da cerveja e producéo de resinas
para uso na industria de painéis de madeira (Avila, 2018). Além, é claro, de ser
amplamente utilizado no processo de curtimento do couro, gracas a sua capacidade
de se combinar com proteinas da pele animal inibindo o processo de putrefacdo
(Deshpande et al., 1986). Atualmente, também vem sendo utilizado como aditivo na
alimentacdo animal em ruminantes, ha mais tempo, e em n&o-ruminantes mais
recentemente. (Grainger et al., 2009; Griffiths et al. 2013; Aguerre et al., 2016).

2.4.3 Taninos condensados da Acacia Negra (Acacia mearnsii)

A Acécia negra (Acacia mearnsii) € natural da Australia, caracterizando-se por
ser uma arvore de folhagem verde escura, que atinge de 10 a 30 m de altura, com boa
adaptacao em diferentes tipos de solo (Schneider et al., 2000). No Brasil, esta espécie
é cultivada principalmente na regido sul, para a extracdo comercial de taninos a partir
de sua casca (Higa, 1999; Ribeiro, 2014) também para a producédo de energia a partir
do carvao, fixacao de nitrogénio e recuperagdo de solos degradados (Grigoletti et al.,
2003).

Um dos processos para a obtengdo dos taninos a partir da casca da acéacia
negra inicia-se com a moagem da casca. Posteriormente, é realizada a
hidrosolubilizagdo em vasos pressurizados (autoclaves) a uma temperatura de 100°C,

seguida pela evaporacao (concentracdo do extrato) e atomizagao (aplicacdo do



liquido concentrado na forma de spray em uma camara de ar quente entre 220 e
250°C) e obtencéo dos taninos na forma de p6 (Renner, 2014) (Figura 3). A diferenca
na coloracdo da casca influencia no processo de producédo para a industria do couro,
pois taninos mais escuros sao mais dificeis de alvejar para a padroniza¢ao do produto
(Menezes, 2013).
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Figura 4. Fluxograma do processo de producéo de taninos a partir da casca de Acacia
mearnsii. Onde: TBC = Tanino de baixa concentracdo e TAC = Tanino de
alta concentracdo. (Fonte: Adaptado de Menezes, 2013).

O extrato de acacia negra utilizado nos estudos do presente trabalho foi
produzidos e fornecidos pela empresa Seta®, localizada na cidade de Estancia Velha-

RS.



2.4.4 Uso de taninos na nutricdo animal

Os taninos condensados sdo bastante conhecidos como fatores antinutricionais
de alimentos utilizados em dietas dos animais de producdo. Representam o grupo
mais importante de polifendis na nutricdo animal, em funcéo dos efeitos deletérios no
aproveitamento das racdes e no desempenho produtivo dos animais (Warreham et al.,
1994).

Os taninos na nutricdo animal interferem de maneira distinta em ruminantes e
nao-ruminantes. Em ruminantes, os taninos podem produzir efeitos positivos
reduzindo a quantidade de proteina digerida no rimen e, aumentar a quantidade de
proteina disponivel no intestino delgado, eliminar parasitas e diminuir o timpanismo
espumoso (Mueller-Harvey, 2010). Ja4 em dietas de ndo-ruminantes, suinos, aves e
peixes, 0s taninos condensados afetam o valor nutricional dos alimentos, em
consequéncia da formacdo de complexos com as proteinas, carboidratos e outros
nutrientes; pela inibicdo da atividade de enzimas, pela diminuicdo da absorcdo de
nutrientes e pela lesédo de células intestinais (Warreham et al., 1994). Podem, também,
inibir enzimas relacionadas a digestdo de carboidratos (a-amilase, a-glicosidases), de
lipidios (lipase pancreética e gastrica) e de proteinas (tripsina e proteases diversas)
(McDOUGALL et al., 2005).

Em trabalho realizado por Stringhini et al., (2013a) foram testados trés niveis
de incluséo (1.000, 2.000 e 3.000 mg/Kg) de extrato de barbatimao (Stryphnodendron
adstringens , apresentando 5,95% de taninos totais, na dieta de poedeiras comerciais
comparados ao controle negativo (sem inclusdo de antibiético melhorador de
desempenho), ao controle positivo (com inclusdo de halquinol) e ao prebiotico
mananoligossacarideo (MOS), com avaliacdo da qualidade dos ovo. Néao foi
observado efeito de regressdo em funcao dos niveis de extrato de barbatim&o nas
varidveis, no entanto, a maior inclusdo do extrato de barbatimdo, semelhante ao
halquinol e MOS, apresentou maior peso do ovo. A qualidade da casca, expressa pela
espessura da casca e pela gravidade especifica, foi superior aos resultados obtidos
com a inclusdo de antibiético e mananoligossacarideo. Entretanto, Haslam (1996)
ressaltou a existéncia de relacdo entre os taninos e a reducdo do peso da casca do
ovo, devido a complexacao e consequentemente, indisponibilidade de ions metéalicos
essenciais a formacgao da casca, como o calcio. Stringhini et al., (2013b) também

forneceram para poedeiras comerciais de 36 a 40 semanas de idade ragles



suplementadas (1.000, 2.000 e 3.000 mg/Kg) com extrato de pacari (Lafoensia
pacari A. St.-Hil (Lythraceae)), com 4,52% de taninos totais, comparados ao controle
negativo (sem inclusdo de antibiético melhorador de desempenho), ao controle
positivo (com inclusdo de halquinol) e ao prebiético mananoligossacarideo, com
avaliacdo na qualidade dos ovos. N&ao se observou efeito de regressdo em funcao
dos niveis de extrato, mas, o0 menor e o maior nivel de suplementacao do extrato de
pacari resultaram em peso do ovo semelhante ao halquinol e MOS. De forma geral, a
inclusédo do extrato de pacari melhorou a qualidade da casca, refletida na porcentagem
da casca e na gravidade especifica. Na porcentagem de gema houve semelhanca nos
resultados para o pacari, halguinol e MOS (P<0,05). Ting et al., (2011) avaliaram os
efeitos da suplementacdo de diferentes niveis de hesperetina e naringenina na
qualidade de ovos, caracteristicas séricas e atividade antioxidante em poedeiras e
concluiram que tanto a hesperetina quanto a naringenina poderiam reduzir 0s niveis
de colesterol sérico e de gema de ovo e melhorar as atividades antioxidantes.
Mariscal-Landin et al. (2004) relatam que a presenca do tanino pode influenciar a
digestibilidade das dietas ao complexar proteinas no trato digestorio minimizando seu
aproveitamento. Os resultados indicaram uma potencialidade na utilizado dos extratos
de barbatimao e de pacari como aditivo fitogénico em racdes de poedeiras comerciais.

Como ingrediente utilizado rotineiramente na racao, o sorgo € o alimento que
possui maiores teores de taninos condensados. Garcia et al. (2005) afirmaram que,
apesar da maior parte do sorgo produzido atualmente no Brasil possuir baixo tanino,
em algumas regides (Sul e Nordeste) h& necessidade do cultivo de variedades com
teor de tanino mais elevado visto a susceptibilidade deste gréo ao ataque de passaros.
Estes mesmos autores avaliaram dietas com milho e farelo de soja, sorgo com alto
tanino e farelo de soja e sorgo com baixo tanino e farelo de soja e o desempenho, o
rendimento de carcaca e medidas gastrintestinais de frangos. Concluiram, que ao
utilizar sorgo com alto tanino (1,89 g/kg de tanino) e sorgo com baixo tanino (0,49
g/kg) em substituicdo ao milho ndo houve efeito para desempenho e rendimento de
carcaca, visceras e medidas de intestinos (comprimento e peso relativo).
Anteriormente, Nunes et al. (2001) observaram que ao substituir o milho pelo sorgo
em dietas de frangos, houve alteracdo na morfologia intestinal como a atrofia da
mucosa ileal, encurtamento de vilosidades, edema no tecido conjuntivo, hiperplasia e
hipertrofia das células secretoras de muco.

J& em estudo realizado por Kambooh et al., (2013) para investigar os efeitos



suplementares de bioflavondides purificados (genisteina e hesperidina),
individualmente e em combinacéao para perfil de acidos graxos, metabalitos lipidicos e
status antioxidante de frangos de corte, afirmam que os bioflavondides da dieta
genisteina e hesperidina podem melhorar positivamente o perfil de acidos graxos e
metabalitos lipidicos da carne de peito de frango de maneira dose-dependente.

Brenes et al., 2010 investigaram o efeito de diferentes niveis de extrato de
semente de uva em frangos de corte (1 a 42 dias) sobre o desempenho de
crescimento, pesos relativos (pancreas, baco e figado) e comprimentos (duodeno,
jejuno, ileo e ceca) dos 6rgaos digestivos, pesos relativos da gordura do figado e da
gordura abdominal, digestibilidade da proteina ileal, digestibilidade do polifenol
extraivel dos excrementos e atividade antioxidante da dieta e excreta. Os autores
afirmaram que a inclusdo nao afetou o desempenho e os pesos relativos do figado e
do pancreas, causou um aumento do peso relativo do baco aos 42 dias de idade e
qgue a digestibilidade ileal da proteina bruta aumentou aos 21 dias de idade. Além
disso, a digestibilidade do polifenol extraivel com excreta foi aumentada aos 21 e 42
dias de idade pela inclusdo de extrato de semente de uva nas dietas concluindo que
este poderia ser uma nova fonte de antioxidantes na nutricdo animal.

Viveros et al., 2011 conduziram um experimento para estudar o efeito da
inclusdo de concentrado de bagaco de uva e uva na dieta de frangos de corte sobre
desempenho, microbiota intestinal (por cultura e polimorfismo terminal de fragmentos
de restricdo) e morfologia intestinal aos 21 dias de idade, concluindo que os produtos
de uva ricos em polifendis na dieta modificam a morfologia intestinal e a microbiota
intestinal e aumentam o grau de biodiversidade das bactérias intestinais em frangos
de corte.

Na alimentacdo de suinos, um numero ainda pequeno de trabalhos com a
inclusdo de taninos, especialmente os hidrolisaveis, foi reportado. Bee et al. (2016)
testaram a inclusdo de 1% de taninos hidrolisaveis em dietas para leitdes recém
desmamados infectados artificialmente com cepa enterotoxica de E. coli, e verificaram
reducdo na severidade da diarreia na primeira semana pos-infeccdo com o uso do
tanino, mas sem diferencas observadas no desempenho produtivo. Em estudo
utilizando 0.19% de taninos hidrolisaveis e 0,16% de mistura de acidos organicos em
dietas para leitdes dos 23 aos 127 dias de idade, Brus et al (2013) verificaram maior
ganho de peso e melhor conversdo alimentar dos animais recebendo dieta com

taninos+acidos organicos, e menores contagens fecais de E. coli e maiores de



bactérias laticas neste tratamento. Os resultados foram superiores aos do tratamento
controle e tratamento com adi¢cdo apenas de acidos organicos.

Com suinos dos 30 aos 120 kg de peso vivo, Brus et al. (2013b) utilizaram
dietas sem e com 0,2% de taninos hidrolisaveis, encontrando resultados
significativamente melhores no desempenho animal e nas medidas de histologia da
mucosa intestinal. Dietas com taninos condensados na forma de inclusédo dietética de
10 a 30% de farinhas de folhas de acéacia (A. karroo e A. nilotica) determinaram maior
ganho de peso e digestibilidade da matéria seca em suinos de 30-40kg de peso vivo
e a inclusao das farinhas induziu o aumento na producéo de proteinas ricas em prolina
nas glandulas salivares parotidas dos animais (Halimani et al., 2005). No trabalho de
Choy et al. (2014), a adicdo de 1% de taninos condensados de sementes de uva
afetou positivamente o microbioma fecal de suinos em terminagcdo, com maior
abundancia de Lactobacilli e Ruminococcaceae.

Huang et al. (2018) em sua revisdo sobre o potencial do uso de taninos na
alimentacdo animal citam 13 trabalhos publicados com suinos, dos quais 7
apresentaram resultados positivos no desempenho produtivo, ou na modificacdo da
microbiota intestinal ou nas caracteristicas histologicas intestinais. Destes 13
trabalhos, 9 utilizaram taninos hidrolisaveis e 4 taninos condensados.

Os estudos sobre uso de extratos vegetais como aditivos fitogénicos e
terapéuticos tém aumentado o interesse nos mesmos. O grande desafio é adequar o
nivel de inclusdo nas dietas, de forma que possa promover efeitos benéficos
antibacterianos e antiparasitarios sem produzir alteracbes prejudiciais na
digestibilidade de nutrientes. Atividades bactericidas e fungicidas ocorrem por trés
caracteristicas gerais: complexacdo com ions metalicos; atividade antioxidante e
habilidade de complexar com proteinas e polissacarideos (Mello & Santos, 2001).

Percebeu-se, ao revisar a literatura publicada, que alguns resultados sao
contraditorios. A detecgdo de taninos em produtos de origem animal ainda néo foi
reportada, no entanto, o uso de indicadores do potencial antioxidante de taninos na
dieta e seus efeitos na producéo animal foi verificado em diversos trabalhos tanto em
poedeiras (Ting et al., 2011; Stringhini et al.,2013a; Stringhini et al.,2013b;) quanto em
frangos de corte (Brenes et al., 2010; Viveros et al., 2011;Kambooh et al., 2013), e
também em suinos (Brus, 2013a; Brus, 2013b; Choy, 2014; Bee, 2016; Huang, 2018).



3. HIPOTESES E OBJETIVOS

Hipotese:

1-

2-

Os taninos condensados podem melhorar a cor da gema dos ovos e da
carne, devido a presenca de pigmentos naturais presentes no extrato .

As propriedades prebidticas dos taninos condensados podem melhorar a
gualidade externa e interna de ovos de poedeiras.

As propriedades antioxidantes e de cicatrizacdo dos polifenéis auxiliam na
melhora da integridade das patas de poedeiras.

Os taninos condensados melhoram a qualidade da carne de frango e
suinos, devido as propriedades antioxidantes dos mesmos, diminuindo a
oxidacdo lipidica da carne e melhorando a maciez.

Os taninos condensados influenciam na populacdo do microbioma fecal de
suinos, sendo positivo para o desempenho dos mesmos.

O extrato de acécia negra, rico em taninos condensados, pode ser utilizado
como aditivo fitogénico na producdo de aves e suinos, sem prejuizos ao

desempenho e metabolismo de nutrientes.

Objetivos

1-

2-

3-

Avaliar os efeitos da suplementacdo de dieta com taninos sobre o
desempenho, metabolismo e qualidade de ovos e do coxim plantar de
poedeiras comerciais.

Avaliar os efeitos da suplementacdo de dieta com taninos sobre o
desempenho, bem-estar, saude intestinal e qualidade de carne de frangos
de corte.

Avaliar os efeitos da suplementacdo de dieta com taninos sobre o
desempenho, qualidade de carne e caracteristicas de carcaca, e microbioma

fecal de suinos nas fases de terminagéo e crescimento.



CAPITULO It

lElaborado conforme as normas da Scientia Agricola.
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BLACK WATTLE (ACACIA MEARNSII) EXTRACT IN THE DIET OF LAYING
HENS IN AN ORGANIC PRODUCTION SYSTEM

Condensed tannins in laying poultry

Abstract - Plant extracts have been tested with potentially positive effects on the performance
and metabolism of hens, thus, the addition of black wattle extract in the diet of laying hens in
an organic production system was evaluated in order to evaluate performance, quality of eggs,
nutrient metabolism, and foot pad integrity through pododermatitis scores. Four levels of black
wattle extract were added to the diet (0, 150, 300, and 450 mg/kg) and tested in 40 brown laying
hens, 50 weeks old, for 28 days. There was no significant difference (P > 0.05) regarding the
different diets in the performance, egg quality, and nutrient metabolism responses. The hens
that received 300 and 450 mg/kg of black wattle extract in the diet improved (P <0.05) their
scores of pododermatitis injuries at the end of the experiment. Black wattle extract can be added
to the diet of laying hens in an organic production system, without prejudice to performance,
egg quality, and nutrient metabolism. The integrity of the foot pad of laying hens in an organic
production system can be improved with the incorporation of black wattle extract in their diet.
Key Words: egg quality, nutrient metabolism, performance, pododermatitis, poultry

production, tannin.

Introduction

Poultry farming is one of the agricultural activities that has evolved the most in recent
decades. In the diet of laying hens, the search for phytogenic and therapeutic additives has been
a growing focus of research, precisely to improve production systems and reach new markets
(Seidavi, 2020; Omer, 2019). In the organic egg production system, where there are restrictions
on the use of chemical additives, growth promoters, and antibiotics (Brazil, 2003), the addition
of bioactive compounds and plant extracts to the diet may be an option, since they have an
effect favorable to health and animal productivity (Christaki et al., 2012).

Plant extracts have been tested with potential positive effects on chicken metabolism
(Lietal., 2015). Black wattle (Acacia mearnsii) extract contains 75% of total polyphenols, with
tannin being the main group present in these plants (Ogawa and Yazaki, 2018). Tannins are
water-soluble polyphenolic components (Keshavarzi et al., 2017) and have historically been
seen as an anti-nutritional factor in food (Houshmand et al., 2015; Tomaszewska et al., 2018).

However, recently, tannin has been used as a modulator of intestinal microbiomes, and it can
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be used in substitution for growth-promoting antibiotics (Yang et al., 2015). Another benefit
attributed to tannins is physiological activities, such as stimulation of phagocytic cells and
tumor action, and anti-infective activities (Seidavi, 2020). This characteristic meets the need to
maintain the integrity of the hens' foot, since it is directly related to the well-being of the
production system. The decrease in the incidence of pododermatitis has been sought through
nutritional components added to the diet such as zinc, biotin, and methionine (Burguer et al.,
1984; Vieira et al., 2013; Wang et al., 1998).

Meeting the demands of the current consumer, who is increasingly concerned with
the origin and quality of food, animal health and well-being, without compromising
productivity and respecting the restrictions in force for the organic system, can be a challenge.
The aim of this study was to evaluate the addition of black wattle extract to the diet of laying
hens in an organic production system to evaluate performance, egg quality, nutrient

metabolism, and foot pad integrity.

Materials and Methods
Ethics Statement

The authors confirm that the procedures used in this experiment were in accordance to all
ethical and legal principles for animal experimentation, as noted on the journal's guidelines
page. The experiment was approved by the Animal Use Ethics Committee of the Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, Federal University of Santa Maria), protocol number
4474130720, and in agreement with the current Normative Instructions for the production of

organic eggs (Brazil, 2003).

Hens, management, and diets

The field experiment was conducted in the city of Viamao, in the state of Rio Grande do
Sul, Brazil (30 ° 06'28.4 "S51 ° 03'57.0" W). The farm is registered and certified as an organic
producer, and is linked to the Associacdo Agroecologica do Rio Grande do Sul (Rio Grande do
Sul Agroecological Association), following all established norms and instructions, ensuring
that the experiment complies with current organic egg production legislation. The experiment
did not interfere with the property’'s production system, nor did it de-characterize it.

Forty laying hens (Isa Brown breed), 50 weeks old, with an initial weight of 1.815 + 0.135
kg were used. The hens were kept in a shed with controlled ventilation and light, housed in
cages for 32 days, with 4 days of adaptation and 28 days of experiment. Each cage, measuring

90 x 40 cm (3600 cm?), had a hen. Thus, the space made available for each animal was well
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above the recommended minimum (375 cm? for each hen) in the Laying Hens” Well-being
protocol, of the Brazilian Poultry Union and above the minimum allowed in the organic egg
production system, 1.666,66 cm2 per hen, according to Normative Instruction 17 of the
Brazilian legislation (Brazil, 2003). The hens, with the same age, randomly selected, were
weighed and housed in randomly selected cages. All cages had an individual feeder and waterer.

The hens were divided into four treatments consisting of 10 hens each. In treatment | the
hens received a control diet based on corn and soybean meal (Table 1), being isoproteic,
isoenergetic and based on the nutritional requirements of brown laying hens according to the
recommendations of Rostagno et al. (2017). In the other three treatments, the hens received the
same control diet, previously mixed with 150, 300 or 450 mg/kg of black wattle extract,
respectively. The level of condensed tannin analyzed in the black wattle extract was 78.41%.
The water supply was unlimited and the food supply was limited to 120 g/d equivalent to 313.9
kcal of metabolizable energy (ME) per day for each hen. The ration was offered twice a day,
60 g at 9:00am and 60 g at 4:00pm. The control diet was analyzed for its levels of dry matter,

crude energy, crude protein, ash, crude fiber, and crude fat.
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Table 1 — Composition of the diet.

Ingredients g/kg*
Corn 610
Soybean meal 270
Sunflower oil 10.8
Limestone 76.4
Salt 2.6
Premix ORG 193** 30
Diet composition*** Calculated composition
Metabolizable Energy (kcal/kg) 3075
Crude Protein (%) 18.88
Ash (%) 14.34
Crude Fiber (%) 2.30
Crude Fat (%) 3.92
Calcium (%) 4.08
Digestible phosphorus (%) 0.38

Calculated (as fed basis*) composition of the nutrients in the control diet. * Dry matter analyzed
diet 88.98%; ** Guarantee levels per kg of product: Choline: 2667 mg; Folic Acid: 3.33mg;
Vitamin E: 66 1U; Vitamin K3: 9.34 mg; Vit. B2: 28 mg; Vit. B6: 18.67 mg; Iron: 1800 mg;
Zinc: 1667 mg; Vit D3: 9338 IU; Vit A: 53360 IU; Methionine: 19.10 g; Vit B1: 8.67 mg;
Copper: 300 mg; lodine: 20 mg; B.C. Nicotinic: 120 mg; B.C. Pantothenic: 44 mg; Vit B12: 44
mcg; Manganese: 2100 mg; Selenium: 10 mg; Calcium: 287.6 g; Phosphorus: 91.60 g; ***
Calculated for individual consumption of 120 g/d.

Experimental procedure and analysis of samples
Performance characteristics, egg quality, nutrient metabolism, and pododermatitis score

were evaluated.

Performance

The performance characteristics evaluated were: feed intake (g/d), egg production and egg
weight (g). Through these, the performance responses were calculated: feed conversion per
dozen eggs; feed conversion by mass of eggs; average egg weight; average egg mass; and laying
percentage. Feed intake was determined by the difference between the weight of the feed
provided and the weight of the feed leftover in the feeders. For the determination of egg

production and weight, daily the collection, quantification, and individual weighing of eggs
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from each cage was performed.

Feed conversion per dozen eggs is the relationship between the amount of feed intake (kg)
per dozen eggs produced by each animal, throughout the experimental period. Conversion by
egg mass is expressed by the relationship between each gram of feed eaten by the hens and the
egg mass produced (g).

The average egg weight was calculated using the average weight of all eggs of each animal,
produced during the entire experimental period. The average egg mass was calculated as the
product between the percentage of eggs produced by each animal throughout the experimental
period and the average egg weight for each hen, within the experimental period. The laying
percentage was determined at the end of the experimental period, the ratio between the total
number of eggs produced and the total number of days of the experiment, then multiplied by

100 to express the result as a percentage.

Egg quality

The quality of the eggs was evaluated in relation to the external quality, basically the
characteristics related to the eggshell, and internal, related to the other components of the egg.
At the end of the 28-day experimental period, the eggs of each hen were collected and evaluated
individually, considering the egg weight (g), specific gravity (g/cm?), yolk color, aloumen
height (mm), Haugh Unit, eggshell thickness (mm), and percentage of albumen, yolk, and
eggshell.

Specific gravity was determined using the saline immersion method (Hamilton, 1982). The
eggs were immersed in saline solutions with known densities, ranging from 1.064 to 1.120
g/cm?. The eggs were successively immersed in containers with saline solutions in an increasing
order of density. The specific gravity of the egg was considered as the lowest-density solution
to make it float. This analysis is one of the most used techniques to determine the quality of the
eggshell due to the speed, practicality and low cost of the process.

The color evaluation of the yolk was carried out by the subjective analysis method using
the colorimetric fan, which consisted of always evaluating on a non-reflective white surface,
eliminating the influence of surrounding or adjacent colors. Indirect natural light was used,
without strong artificial light, avoiding the reflection of the egg yolk surface. The blades of the
fan were positioned immediately in the yolk and observed vertically, from top to bottom, with
the numbers facing downwards, positioning the yolk between the blades. A single observer
performed the color reading throughout the experiment.

To determine the height of the albumen, the eggs were broken on a flat, smooth glass
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surface, where the height measurements of the dense albumen were performed with the aid of
a digital caliper, expressing the result in millimeters (mm).

The Haugh unit (HU) is an indicator of aloumen quality and correlates the height of the
dense layer of the album with the weight of the egg, being calculated using the equation: HU =
100 log (H + 7.57 - 1.7 x W°37), where H = height of dense albumen (mm) and W = egg weight
(9) (Haugh, 1937). Eggs considered to be of excellent, high, and low quality must have,
respectively, HU values above 72; between 60 and 72; and less than 60 (USDA, 2000).

Eggshell thickness was measured in three different parts. With the results of the
measurements of the three sections, the average was calculated to obtain the thickness of the
eggshell expressed in millimeters (mm). The measurements were taken with the aid of a digital
caliper, after the eggshells were washed and naturally dried for 12h.

To obtain the percentage of the egg components, the weight of the yolk, albumen, and
eggshell was evaluated. The shell of each egg, after washing and natural drying (to remove the
inner membrane), and the yolk were weighed individually. The weight of the albumen was
calculated as the difference between the weight of the egg and the weights of the yolk and the
eggshell. These weights were divided by the total egg weight and multiplied by 100, with the

results expressed as percentages (%).

Nutrients Metabolism

For the evaluation of nutrient metabolism, the method of total collection of excreta,
proposed by Sibbald and Slinger (1963), was used. Stretched plastic bags were placed under
the cages to allow the collection of excreta, which was made daily, in the last 4 days of the
experiment. The diets provided were weighed at the beginning and at the end of the total
collection period, in order to obtain total hen feed intake, and the amounts of excreta produced
in the total period were noted.

The excreta collected in each experimental unit, after elimination of feathers, feed residues
or other possible sources of contamination, were transferred to properly identified plastic bags,
weighed, and stored refrigerated. Subsequently, they were homogenized and pre-dried in a
forced ventilation oven at 60.0 °C for 72 hours. Then, they were weighed, ground, and packed
for the analysis of dry matter (method number 930.15) and crude protein (method number
984.13) according to the Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) (1995). The
gross energy values were determined using an isoperibolic bomb calorimeter, model C2000,
produced by IKA Werke GmbH & Co. KG, manufactured in the city of Staufen (Germany). All

analyzes were performed in duplicates.
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After obtaining the results of laboratory analyzes of diets and excreta, the metabolism
coefficients of dry matter, crude protein, and gross energy, and apparent metabolizable energy
corrected by the nitrogen balance (AMEN) were calculated. The metabolizability coefficients
were determined by calculating: M = (NI - NF / NI) * 100. Where: NI = Amount of nutrient or
energy ingested; NF = Amount of nutrient or energy excreted.

The Apparent Metabolizable Energy corrected by nitrogen (AMEn), was calculated using
the formula: AMEn = ((GE diet x MGE) - EN_retained). Where: GE diet = gross energy of the
diet, MGE = Metabolizability of gross energy and EN_retained = Retained nitrogen energy
(8.22 kcal/qg).

Foot pad integrity

By definition, the chicken paw is the portion below the spur, whereas chicken feet include
the lower leg as well as the foot (Shepherd and Fairchild, 2010). The evaluation of foot
pad integrity was performed at the beginning of the experiment, on the first day in the cage, and
at the end of the experiment, using the pododermatitis score. The applied methodology was
based on the Welfare Quality Index (2009). Both feet of each laying hen were evaluated and
the score for the severity of pododermatitis was verified, assigning a score from 0 to 5, where
the lowest score indicated no injuries, and the highest score indicated severe injuries.

Experimental design and Statistical analysis

The experimental design was completely randomized, with 4 treatments and 10 repetitions
each. The data were analyzed using the GLM procedure of the SAS software (Statistical
Analysis System, v9.2). The SNK test was applied to determine the difference between all
treatments. To analyze the pododermatitis score, we used frequency analysis with the Chi-
square test. The differences were considered statistically significant at a 5% probability (P <
0.05).

Results

The addition of black wattle extract to the diet did not affect the performance of the animals
(Table 2), which was within the expected for brown laying hens at 55 weeks of age. The average
feed intake during the study was 116 g/d. The average egg weight was 64 g, whereas the average
egg mass was 53 g. The laying hens in this study had an 82% laying rate, a feed conversion per
mass of 2.25 g of feed for each gram of egg, and a conversion of 1.72 kg of feed for each dozen

eggs produced.
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225  Table 2: Performance of 55-week-old brown laying hens receiving a diet with the addition of

226  black wattle extract in an organic production system.

Black wattle extract (mg/kg)

P* SE**
0 150 300 450
Feed Intake (g/d) 116.0 115.1 117.7 116.2 0.753 4.9
Average egg weight (g) 62.2 63.7 66.3 64.6 0545 55
Feed conversion by dozen eggs
1.709 1.676 1.752 1.741 0.882 0.215
(kg/dozen)
Feed conversion by egg mass (g/g) 2.292 2.212 2.243 2.249 0.966 0.33
Egg mass () 52.0 53.1 533 522 0985 8.0
Porcentage laying (%) 82.9 83.0 810 81.3 0.984 10.7

227  *Probability (P > 0.05; there is no significant difference between treatments); ** Standard error.

228

229 In the evaluation of the external and internal quality of the eggs from 55-day-old laying
230 hens (Table 3), the responses evaluated were not altered by the addition of black wattle extract
231  tothe diet (P > 0.05).
232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248



249
250

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272

44

Table 3: Egg quality of brown laying hens at 55 weeks of age receiving a diet with the addition
of black wattle extract in an organic production system.

Black wattle extract (mg/kg)

P*  SE**
0 150 300 450

Specific Gravity (g/cm) 1.096 1.095 1.099 1.099 0.466 0,001
Yolk color 8 8 8 8 0848 1.1
Albumen heigth (mm) 8.12 7.97 8.23 8.68 0.928 202
Haugh Unit 88.5 86.9 87.3 914 0919 126
Eggshell thickness (mm) 0.43 0.41 0.45 045 0.620 0.06
Albumen percentage (%) 65.4 66.0 66.1 66.0 0870 2.8
Yolk percentage (%) 25.3 24.6 23.8 240 0586 2.1
Eqggshell percentage (%) 9.3 9.4 10.1 100 0618 1.3

Probability (P > 0.05; there is no significant difference between treatments); ** Standard error.

In evaluating the external quality of the eggs, the average specific gravity of eggs in the
present study was 1.097 mg/cm?®. The specific gravity, which estimates the amount of eggshell
deposited, is related to the percentage of eggshell, although the results for this variable have not
changed significantly (P > 0.05) in the present study, the addition of tannin at 300 and 450
mg/kg promoted a slight increase in the percentage and thickness of eggshell, also not
significant.

There was no statistical difference between treatments regarding yolk color, albumen
height and the Haugh Unit of eggs.

In the evaluation of nutrient metabolizability (Table 4), there was no significant difference
between the diets used. It was observed that the average use of dry matter, protein and gross
energy was 72.78%, 64.60% and 77.08%, respectively. The mean apparent metabolizable
energy corrected for nitrogen was 3008 kcal/kg. These results demonstrated that the laying hens
had the utilization of nutrients within the expected for the category, with no losses with the
presence of condensed tannins in the diet, however, as well as the other variables analyzed,

there was no statistically significant result (P > 0.05).
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Table 4: Nutrient metabolism in 55-week-old brown laying hens receiving a diet with the

addition of black wattle extract in an organic production system.

Black wattle extract (mg/kg)

0 150 300 450
Metabolizability of Dry Matter (%) 73.82 7222 7265 7244 0.817 5.89
Metabolizability of Crude Protein (%) 62.27 63.65 65.52 66.97 0.955 1215
Metabolizability of Gross Energy (%) 76.38 77.06 7752 77.35 0.655 5.86
Apparent Metabolizable Energy

Px  SE**

. 2983 3009 3023 3017 0.65 224
Nitrogen-Corrected (kcal/kg)

*Probability (P > 0.05; there is no significant difference between treatments); ** Standard

error.

There was a significant improvement in the lesions of pododermatitis (Figure 1) in the foot
of hens that received tannin in their diet (P = 0.045). Scores of 0, 1, and 2 are the best to indicate
a higher integrity of the foot pad in laying hens, and consequently, greater well-being. The hens
that received 300 and 450mg/kg of tannin in the diet had the lowest lesion scores at the end of

the experiment.
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Frequency of pododermatitis score (%)
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Fig.1. Frequency of pododermatitis scores in laying hens with addition of black wattle extract
in the diet (0, 150, 300 e 450 mg/kg).
Discussion

Diets with tannin levels below 0.70% do not interfere in the zootechnical performance of
hens (Mueller-Harvey, 2006). The laying percentage was slightly lower, but with no statistical
difference, when the higher levels of inclusion were used, in agreement with the results found
by Assuena et al. (2008) supplied low tannin sorghum to replace corn and found that feed intake,
egg production, egg weight, egg mass, and feed conversion were not affected.

Moreno et al. (2007) provided diets with corn substitution for low tannin sorghum at rates
of 50% and 100% for commercial laying hens, with 0.08% and 0.16% of condensed tannin
diluted in the diets, respectively, and a total tannin content of 0.26% . Feed intake, egg weight,
and feed conversion were not altered, however, the posture was significantly reduced when
replacing corn entirely with sorghum.

The condensed tannins present in the black wattle extract did not promote antinutritional
effects caused by the presence of phenolic compounds, although Tomaszewska et al., (2018)
reported that, when present in the diet of poultry, pig, and fish, condensed tannins affect the
nutritional value of feed by complexing with proteins and carbohydrates. Tannins inhibit the
activity of digestive enzymes and reduce the absorption of other nutrients by the cell wall, due
to the formation of complexes with divalent metal ions (Warreham et al., 1994; Keshavarzi,
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2017). The different effects of tannins on digestion result from changes in the physiological
capacities of animals and the different chemical reactions presented by the various groups of
tannins, thus demonstrating the correlation between the type of feed and the animal species.
(Hagerman et al., 1992; Yang et al., 2015). However, in the present experiment there was no
impairment in the performance of the hens with the addition of black wattle extract in their diet.

As the specific gravity increases, the resistance to breaking also increases, and although
the specific gravity value of 1.080mg/cm is satisfactory (Peebles and McDaniel, 2004), the
results with 300 and 450 mg/kg of condensed tannins from black wattle were of higher values.
The ability to complex metal ions, such as calcium, by the tannins present in the extracts was
not statistically observed by Houshmand et al. (2015) and Bozkurt et al., (2014), who carried
out an experiment with phytogenic herb compounds in laying hens, found better egg quality,
mainly in relation to eggshell thickness and specific gravity of eggs. An increase in the thickness
of the eggshell could be due to the prebiotic influence of tannins on the metabolic activity of
the beneficial bacteria colony within the laying intestine, which positively influences the
absorption rate of minerals, especially the absorption of Ca 2+ and Mg 2+ (Roberfroid et al.,
2000). However, the mode of action of the black wattle extract added in the diet to obtain a
better eggshell quality is not completely clear. It is speculated that other compounds present in
black wattle extract, with differentiated and not totally elucidated activities, may have
influenced the quality of eggs.

The color of the egg yolk was not influenced by the addition of black wattle extract to the
diet of the hens. Vakili and Majidzadeh-Heravi (2016) also observed that the phytogenic fennel
extract (40 mg/kg) added to the diet did not influence the color of the egg yolk. A positive effect
of supplementation of black wattle extract in the diets of laying hens based on the color of the
egg yolk has not been previously reported. Gharaghani et al. (2015) observed that phytogenic
supplementation with fennel in laying diets also increased the Haugh unit; as well as Khan et
al. (2013) when testing the addition of phytogenic based on black cumin seeds to the diet of
laying hens. The use of phytogenic additives with antibacterial and antioxidant properties, such
as black wattle extract, can improve albumen quality, as previously reported by Bozkurt et al.
(2012), who added a mixture of phytogenic essential oils to the diet of laying hens. In addition,
the bioactive ingredients of herbal plants have been shown to protect the magnum and the uterus
and to stimulate the secretion of albumin in laying hens (Radwan et al., 2008). Notable
improvements in the eggshell quality of broiler breeders (Berry and Lui, 2000) and decreased
eggshell deformation in laying hens (Cabuk et al., 2006) have been reported when chickens

were fed diets supplemented with essential oils or a mix of phytogenic additives. The
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percentages of albumen, yolk, and eggshell are within the expected for 55-week-old laying
hens, and corroborate the results found in other studies (Omer et al., 2019; Seidavi et al., 2020).

There was no significant effect of the diets regarding dry matter metabolizability in 55-
week-old brown hens. Balenovic (2018) found that plant extracts also did not influence the
metabolizability of nutrients in diets for broilers. Crude protein metabolizability was
numerically greater for diets in which the black wattle extract was added from 300 mg kg and
there was also a numerical increase in the metabolizability of gross energy, but without
statistical effect (P > 0.05). These results can be considered promising, considering that it is
known that tannin in sorghum grain decrease the energy use of diets for hens. There is a highly
significant negative correlation between the apparent metabolizable energy of sorghum grains
and their tannic acid content, which may justify less digestibility with increasing tannic acid
concentration (Gous et al., 1982). True apparent digestibility values of 3,300 and 3,970 kcal/kg
for high and low tannin sorghum, respectively, were reported by Sibbald (1977). Abou-Elkhair
et al. (2018) did not find differences in protein metabolism when evaluating the effects of
phytogenics based on fennel seeds, black cumin, and red pepper, in 32-week-old brown laying
hens, however, they found improvement in the lipid metabolism of hens. The addition of grape
seed extract to the diet of 28-week-old brown laying hens (Sun et al., 2018) and the addition of
mangrove leaves extract to the diet of 60-week-old white laying hens (Al-Harthi et al., 2009)
resulted in a significant improvement in lipid metabolism and a small increase in protein
metabolizability. Both the grape seed extract and the mangrove leaves extract, and the black
wattle extract used in the present study, are rich in polyphenols and condensed tannins.

The mechanism by which the bioactive components of tannin, present in black wattle
extract, are highly efficient in increasing the metabolism of nutrients and energy metabolism,
can be through the improvement of the activities of glucose-6 phosphate dehydrogenase, of
lipoprotein lipase in adipose tissue, and pancreatic and intestinal enzymes (Tomaszewska et al,
2018). Another hypothesis is that diets with plant extracts may improve enzyme secretion and
improve the metabolism of nutrients by stimulating the production of saliva and gastric and
pancreatic juices (Mellor, 2000). The absence of statistical differences in metabolism responses
may be related to the high metabolizability of the ingredients used in the formulation of the
control diet. According to Keshavarzi et al. (2017), the use of highly digestible diets makes it
difficult to detect increased digestibility caused by the inclusion of performance-enhancing
additives. On the other hand, it can be inferred that a depressive effect of tannins on the
digestibility of nutrients was not manifested, as the levels of tannins in this study can be

considered low (150 to 450 mg/kg), when compared with diets containing tannin sorghum.
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Sedghi et al. (2011) estimated a reduction of 469 kcal/kg in the metabolizable energy of
sorghum for poultry, but for 10,000 mg/kg (1%) of tannins present.

The addition of black wattle extract to the diet had a positive effect on the integrity of the
foot pad in laying hens. The improvement in the integrity of the foot pad can be attributed to
the antimicrobial and antioxidant properties of the condensed tannins present in the black wattle
extract. Bactericidal and fungicidal activities occur due to three general characteristics common
to the two groups of tannins: the ability to complex with metal ions; antioxidant and free radical
scavenging activity; ability to complex with other molecules, mainly proteins and
polysaccharides (Seidavi et al., 2020). In wound healing, burns and inflammation processes,
tannins help by forming a protective layer (tannin-protein and/or polysaccharide complex) over
injured epithelial tissues, allowing the tissue repair process to naturally occur just below this
layer (Muhammad et al., 2020; Yitabarek, 2020). Hernandes et al. (2010) used an ointment
based on the semipurified fraction of the extract from the bark of Stryphnodendron adstringens
(condensed tannins), at a concentration of 1%, in cutaneous wounds of rats. The ointment had
a trophic effect on the proliferation of keratinocytes, by stimulating the proliferation of these
cells along the re-epithelization process in relation to the control group on the fourth, seventh,
and tenth days after the lesions. In rabbits, the ointment based on aqueous extract with 20% of
total tannins and 50% of total phenols, aided in the tissue repair of induced wounds, and there
was early centripetal retraction of the wound (Rodrigues et al., 2013). Likewise, the authors
described the use of glycolic extract at 20% of the bark of the Stryphnodendron adstringens
trunk with a high content of condensed tannins, as a 5% footbath solution; the phytotherapic
aided in the treatment of induced interdigital lesions, with a diameter of 10 mm, in cattle. There
were no macroscopic differences in the healing process compared to the group that received
just water in the footbath, however, the amount of collagen fibers in the group that received
Stryphnodendron adstringens extract was greater, thus promoting qualitatively better healing.
The results found in this evaluation are extremely important, as they represent an alternative for
maintaining animal well-being by guaranteeing the integrity of the foot pad in laying hens.

Phytogenic additives in the diet have favorable effects, but the knowledge of their use in
poultry feeding is still incipient, requiring additional studies, together with the support from
farmers in the production of feed additives from locally available plants. Several studies (Abou-
Elkhair et al., 2018; Yitbarek, 2015), as well as the present one, have indicated that phytogenics
can be added to the diet of hens in order to obtain better results in poultry production. These
findings clearly indicate the justifiable addition of plants, polyphenols as their active

ingredients, to animal food because of their antimicrobial and immunostimulatory actions
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(Grashorn, 2010; Yang et al., 2009; Fallah et al., 2013).

Over the years, there has been a demystification of the use of tannins in the diet of non-
ruminants, as these represent much more than an anti-nutritional factor. Because tannin is a
natural compound, it can be used in alternative breeding systems, which represent a growing
market today. More and more consumers are looking for quality products combined with the
well-being of the animals in question. The use of plant extracts rich in condensed tannins in
animal feed will depend on the adequacy of the level of inclusion in the diet, therefore, further
studies are needed to identify the best supplementation of this compound in relation to the
expected beneficial effects. Finally, it is complex to relate the studies of different plant species
due to the variability of chemical compounds present in each plant, their presence and the
contents of active ingredients, harvest time, and part of the processed plant (Brenes and Roura,
2010). Thus, the originality of this study with the evaluation of black wattle extract on
performance, egg quality, nutrient metabolism and the foot pad integrity of brown hens makes
difficult an in-depth discussion with other studies due to differences in the compounds tested

between studies.

Conclusion

Black wattle extract can be added to the diet of 55-week-old brown laying hens in an
organic production system, without prejudice to performance, egg quality and nutrient
metabolism.

The foot pad of the laying hens in an organic production system can be improved with the

addition of black wattle extract to the diet.
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Effects of condensed tannin supplementation on performance, nutrient

digestibility, carcass characteristics, meat quality and fecal microbiome in pigs

Highlights
e Tannins in Acacia mearnsii extract do not impair performance and nutrient
digestibility in pigs.
e Increasing the extract levels linearly reduces lipid oxidation and shear force in the
meat.
e Inclusion on 2000 mg/kg of extract resulted in an important increase in the
abundance of Lactobaccilalles in the fecal microbiome of pigs.
e Additives with polyphenols and tannins can be useful for pigs.
Abstract
Recent studies on the activity of tannins have demystified their anti-nutritional effect
and evidenced important beneficial actions to animal performance, nutrient
digestibility, and meat quality, due to their antioxidant, antibacterial, tissue repair and
enzyme and protein regulation properties. The objective of this study was to evaluate
the effect of the addition of Acacia mearnsii bark extract (AMBE), a compound rich in
condensed tannins, in the diet of growing and finishing pigs on the performance,
nutrient digestibility, carcass characteristics, meat quality and fecal microbiome. Forty-
eight Large White x Landrace finishing pigs (24 males and 24 females), with average
initial body weight of 30 + 3.67 kg, were randomly assigned to receive four different
diets according to the level of AMBE (0, 500, 1000 and 2000 mg/kg) for 70 days. Diets
and water were offered ad libitum and two pigs were housed in the same pen. There
was no difference between treatments in performance, nutrient digestibility and
carcass characteristics. Increasing levels of inclusion of tannins resulted in a linear
reduction in lipid oxidation (P<0.040) and shear force (P<0.002) in the meat.
Supplementation of 2000 mg/kg of tannin in the diet resulted in a greater predominance
of the phylum Firmicutes in fecal samples, due to the proportional increase in the order
Lactobacillales. The addition of AMBE in the diet of pigs in the growing and finishing
phases can be viable without impairing performance, digestibility and carcass of the
animals, and can improve the oxidative quality and tenderness of the meat, in addition
to modulating the fecal microbiome of pigs.

Keywords: intestinal modulation, lipid oxidation, polyphenols, shear force.
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Introduction

Natural extracts such as tannins have been widely studied for their promising
antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial properties (Lipinski, 2017). Tannic
compounds are polyphenols, present in a wide variety of plants, representing the most
important group of polyphenols in animal nutrition (Warreham et al., 1994), wich are
highly chemical reactive and generate intra and intermolecular hydrogen bonds
(Castejon et al.,, 2014). Studies on the activity of tannins demystified their anti-
nutritional effect and evidenced important antibacterial and fungicidal action (Costa et
al., 2021), action on protozoa (Seidavi, 2020), tissue repair and enzyme and protein
regulation, which occur due to its complexation with metal ions, antioxidant activities
and ability to complex proteins and polysaccharides (Rodrigues et al., 2013; Passareti
et al., 2016). These effects depend on the dose, the type of tannin and the period of
ingestion (Yesilbag, 2011). In non-ruminants, moderate levels of tannins in the diet
have beneficial effects due to their numerous activities. According to the literature
review performed by Huang et al. (2018), 13 studies support the use of tannis for pig
feeding, in which 7 studies have demonstrated positive results in productive
performance, intestinal microbiome or intestinal histological characteristics. The
addition of tannins to pig diets can benefit animal performance (Brus et al., 2013b;
Khanyiele et al., 2014) and nutrient digestibility (Halimani et al., 2005). However, the
results of the effect in meat quality are poorly reported (Hanczakowska et al., 2017)
and the effect on carcass quality has not yet been evidenced (Galassi et al., 2019). The
combination of hydrolysable and condensed tannins appears to modulate the intestinal
microbiome of growing pigs (Tretola et. al, 2019).

Acacia mearnsii is a leguminous species originating in Australia, and its bark
makes it possible to obtain extracts rich in tanning agents and phenols that originate
tannins. The tannins in the Acacia mearnsii represent up to 40% of its composition on
a dry basis (Caldeira et al., 1998). Acacia bark has a good concentration of
macronutrients, such as calcium, potassium, phosphorus and magnesium (Foelkel,
2008). This variety of tree produces condensed tannins, that are polyphenolic
compounds that facilitates reacting and precipitating of proteins, being superior to other
types of tannins (Veronese, 2011). There are few publications using other wattle
varieties, mainly using leaves or bark of Acacia tortillis. Nonetheless, for the best of our
knowledge, there are no studies evaluating black wattle extract in the diet of pigs. Thus,

the aim of this study was to evaluate the effects of tannins present in Acacia mearnsii
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bark extract in the diet of growing and finishing pigs on performance, nutrient

digestibility, carcass characteristics, meat quality and fecal microbiome.

Materials and Methods
Ethics Statement

The authors confirm that the procedures used in this experiment were in
accordance with all ethical and legal principles for animal experimentation, as noted
on the journal's guidelines page. The experiment was approved by the Animal Use
Ethics Committee of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, Federal

University of Santa Maria, Santa Maria, RS, Brazil), protocol number 4474130720.

Animals, management, and diets

The field experiment was conducted in the city of Santa Maria, Rio Grande do Sul,
Brazil (29°41'29"S, 53°48'3"W).

The addition of Acacia mearnsii bark extract (AMBE) in a corn-based diet and
soybean meal for pigs in the growing and finishing phases (30 to 115 kg) was tested.

Twenty-four castrated males and 24 females from commercial breeding (Landrace
x Large White) were used in this study. Animals were weaned at 28 days of age, and
the average initial body weight was 32 + 3.67 kg. The animals were housed in a shed
with 24 pens (6 pens for each treatment and 2 animals in each pen). Access to water
and diets was ad libitum. Diets were fed using an automatic feeder, and water was
provided through low pressure nipple drinkers, fitted opposite to the bin feeders. The
shed was equipped with a ceiling and curtains to attenuate extremes of humidity (which
ranged from 60 to 75%) and temperature (7 to 17° C).

The diets were composed by corn and soybean meal, and were formulated to be
isonutritive for all treatments, according to the nutritional requirements of the NRC
(2012), for 3 growth phases: phase 1 - from 30 to 60kg; phase 2 - from 60 to 90kg; and
phase 3 - from 90 to 120 kg (Table 1). The level of condensed tannin analyzed in the
AMBE was 78.41%.
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Table 1- Ingredient composition of phase 1, 2 and 3 diets for growing pigs.

) Phase 1 Phase 2 Phase 3

Ingredients
(9/kg) (9/kg) (9/kg)

Corn grain 731.4 796.5 862.4
Soybean Meal 45 235 174 115.6
Common salt 3.85 3.9 3.59
Calcitic limestone 10.34 7.28 7.74
Dicalcium phosphate 8.66 5.74 2.29
Vitamin Premix! 0.35 0.28 0.2
Mineral Premix? 0.7 0.55 0.38
DL-Methionine 1.275 0.828 0.54
L-Lysine HCI 4.575 3.761 3.765
Choline CI 60% 0.355 0.386 0.41
L-threonine 1.2 0.884 0.725
L-tryptophan 99% 0.245 0.341 0.31
10000 FTU/g phytase 0.05 0.05 0.05
Filler/treatments® 2 2 2
Titanium dioxide - 3.5 -
Calculated composition
Dry matter (g/kg) 880.2 877.6 875.6
Metabolizable energy (kcal/kg) 3278 3307 3328
Crude protein (g/kg) 167.9 145.1 123.7
Ether extract (g/kg) 31.4 32.7 33.8
Crude fiber (g/kg) 28.8 27.1 25.3
Digestible Lysine (g/kg) 10.7 8.66 7.29
Digestible Met+Cis (g/kg) 6.10 5.16 4.38
Digestible threonine (g/kg) 6.70 5.63 4.74
Digestible tryptophan (g/kg) 1.95 1.73 1.40
Calcium (g/kg) 7.22 5.40 4.61
Available phosphorus (g/kg) 412 3.52 2.82
Choline (mg/kg) 1250 1150 1050

1 Composition per kg of premix: vitamin A 20800000 IU, vitamin D3 4570000 IU, vitamin E 72000 IU,
vitamin K3 9000 mg, vitamin B1 3100 mg, vitamin B2 11500 mg, vitamin B6 6100 mg, vitamin B12 51

mg, niacin 90000 mg, pantothenic acid 46000 mg, folic acid 970 mg, biotin 320 mg.

2 Composition per kg of premix: zinc 132000 mg, copper 14600 mg, iron 97000 mg, manganese 45500

mg, iodine 1200 mg, selenium 440 mg.

20, 500, 1000 or 2000 mg/kg of tannin replacing microcrystalline cellulose.
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The treatments were composed by formulating a control diet and adding AMBE at

different inclusion levels: 500, 1000 and 2000 mg/kg

The diets were prepared weekly, the feed was supplied after the animals were
weighted. Feeders were checked daily, and in the case of technical problems, were
replaced. Stalls were cleaned twice a day, at 7 am and 5 pm, and the feed orts were

collected and quantified.

Experimental procedure and sample analysis
Performance characteristics, nutrient metabolism, carcass characteristics, meat

quality and fecal microbiome were evaluated.

Performance

Body weight was measured at the first day of housing, and weekly after the onset
of the experiment to determine growth rate. Animals were submitted to a 12-hour
fasting period before the body weight measurement.

The average daily weight gain was estimated from the average difference between
the final and initial weights of each pen. Feed intake was estimated from the difference
between weekly feed supply and daily waste in each pen. The feed conversion ratio

was calculated by dividing the total feed intake and the total weight gain.

Apparent total tract digestibility (ATTD)

The digestibility test was conducted when the animals reached 70 kg of body
weight (Phase 2). The partial fecal collection method was used, with the addition of 3.5
g/kg of titanium dioxide (TiOz2) as a fecal marker. The animals were subjected to an
adaptation period of 7 days to the experimental diets, followed by 2 days of collection.
Feces were collected twice a day, immediately after excretion, placed in identified
plastic bags and frozen. At the end of the collection period, the samples were thawed,
homogenized and pre-dried in a forced ventilation oven at 65° C for 72 hours. Then,
each sample was weighted, grounded and sent to the laboratory for analysis.

The titanium dioxide content in feces and feed was determined according to Myers
et al. (2004). A fecal sample of 0.5 g was digested, for 2 hours, at a temperature of
400°C, using tubes for protein determination. After digestion, 10 ml of hydrogen

peroxide (H202 - 30%) was added slowly and the tube material was transferred to a
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glass vial and topped up with distilled water to 100 g. Following, the content was
transferred to 100 ml flasks and added with another 3 drops of H202 (30%). In the
digestion, 15 ml of sulfuric acid and 5 g of the protein digester mixture (macro Kjeldahl)
were used. A standard curve was prepared with 0, 2, 4, 6, 8 and 10 mg of titanium
dioxide and the readings were performed in an Ultraviolet Spectrophotometer:
SPPENCER - LGI-VS-721N, with a wavelength of 410 nm.

Feed and fecal samples were also analyzed for dry matter (method number
930.15), crude protein (method number 984.13), ash (method number 942.05), ether
extract (method number 920.39), crude fiber (method number 978.10) according to the
Association of Official Agricultural Chemists (1995). Gross energy values were
determined using an isoperibolic pump calorimeter, model C2000, produced by IKA
Werke GmbH & Co. KG. All analyzes were performed in duplicate.

Apparent digestibility coefficients of dry matter, crude protein, ether extract, ash,
crude fiber, nitrogen-free extracts, and gross energy were calculated. The following
equation was used:

ATTD (g/g) = 1 — ((TiO2 diet/TiO2 feces) * nutrient in feces/nutrient in diet))

Carcass characteristics

After 70 days of the experiment, the pigs reached an average of 120 kg body
weight, being taken to slaughter. The animals were fasted for eight hours before the
transport. At the slaughterhouse, pigs were weighed individually, and housed in
collective pens with free access to water. The time between transport and slaughter
was approximately twelve hours. Using standard handling pre-slaughter to minimize
stress, the pigs were stunned with an electrical system, followed immediately by
bleeding, scalding, mechanical depilation and evisceration. The carcass was weighed
and divided lengthwise. Afterwards, hot carcass weight (HCW) and cold (CCW) were
collected (without head and feet); temperature and pH 45 minutes post-slaughter (pH-
45) and temperature and pH 24 hours post-slaughter (pH-24), measured in the
longissimus dorsi muscle using the portable pH meter DM-2 Digimed®.

In the region of the third and fourth ribs in the caudal-cranial direction, a cross-
section was performed, where the muscle depth (MD) of Longissimus lumborum and
backfat thickness was measured (at three points) using a digital caliper.

The carcass yield (CY) and carcass water loss meat (CWL), were estimated
through equations described by Bridi & Silva 2007):
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Carcass yield (%) = (hot carcass weight x 100)/ live weight

Carcass water loss (%) = hot carcass weight — cold carcass weight
The carcass length (CL) was measured with a graduated measuring tape from the
cranial edge of the pubic symphysis to the cranioventral edge of the left half carcass
atlas (Bridi & Silva, 2007). The yield of carcass meat (YCCM) and the meat content in
the carcass (MCC) were calculated according to the formulas of Bridi & Silva (2007):
YCCM (%) = (65.92 x Backfat thickness) + (0.094 x muscle depth)
— (0.026 x hot carcass weight)
MCC (kg) = Cold carcass weigth x YCCM

Meat quality

Three samples of the longissimus dorsi muscle of each carcass were taken, one
for analysis of drip loss, the other two were frozen for subsequent analysis of color,
lipid oxidation and shear force.

Drip loss was determined using approximately 150 g of meat, suspended and
wrapped with a plastic bag, without contact, in a cold chamber at 4 °C, being weighted
at the beginning and forty-eight hours later. The water loss by dripping was expressed
as a percentage of the initial weight, according to Bridi & Silva (2007):

Drip loss (%) = (100 — (final sample weight — 100))/initial sample weight

The color measurement was performed on the sample using a portable
MINOLTA® spectrophotometer (model CM 508d), using the luminosity (L*), red
intensity (a*) and yellow intensity (b*) scale of the CIELAB system, with D65 light
source and 11 mm aperture, and 10 degree standard observer angle. Calibration was
performed using a white background.

Lipid oxidation analysis was performed according to the method described by Zeb
and Ullah (2016), with modifications. This analysis aims to quantify malondialdehyde
(MDA) through the verification of substances reactive to thiobarbituric acid (TBA). For
analysis of lipid oxidation, 1 sample from each of the slaughtered animals was used.
The samples were individually ground using a meat processor. Three grams of each
sample were weighted and homogenized in 15 ml of a standard solution of 4.0 mM
TBA prepared in glacial acetic acid with 0.01 % BHT (Butylated hydroxytoluene). The
sample was then placed on a shaker for 60 minutes. Afterwards, the solution was

filtered and 4 ml of the filtrate from each sample were mixed with another 4 ml of



209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242

64

standard TBA solution, in a ratio of 1:1, and placed in a water bath at 90 °C for 60
minutes. The samples were then cooled and measured in a spectrophotometer
(Amersham Biosciences; Ultrospec 3100) using a wavelength of 532 nm. For the
determination of the amount of MDA present in the samples, a standard curve from the
dilution of MDA (malondialdehyde) solutions was used. Lipid oxidation tests were
performed in triplicate. Results were presented in mg of MDA per kg of sample.

The shear force was determined to acess the tenderness of the meat. The samples
were cut into 2 cm thick steaks and roasted in a preheated oven until reaching an
internal temperature of 71°C. Then, the samples were removed from the oven, cooled
until reaching room temperature (20 to 23°C) and two homogeneous cylinders pieces,
1.27 cm in diameter, were removed from each steak. The cylindrical samples were
sheared perpendicularly to the orientation of the muscle fibers, using a Warner-Bratzler

apparatus. Results were expressed in kg.

Fecal microbiome

The analysis of the fecal microbiome was performed using newly produced feces
that were collected for two consecutive days from animals weighing around 70 kg.
Samples were collected by rectal stimulation or from the floor pen, immediately after
defecation, consisting of a single sample of the two animals in the pen. Total DNA was
extracted immediately after thawing the samples using a QIAmp DNA Mini Stool Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) and stored at -20°C for further analysis. DNA
concentration was measured using an Eppendorf BioPhotometer Plus. DNA was
obtained by extraction with the PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Inc. Laboratories,
USA), according to the manufacturer's instructions.

The analysis of bacterial communities was performed by sequencing the V6 region
of the 16S rRNA gene, using primers 967F and 1046R. The generated amplicons were
purified with the Charge Switch PCT Clean Up kit (Invitrogen, USA) and sequenced on
the lllumina® platform. Sequence analysis, clustering and sequence signing were
conducted using the lllumina basespace 16S Metagenomics App (lllumina Inc., San
Diego, CA, USA). Sequence classification used the algorithm developed by Wang et
al. (2007). The database used to identify the sequences was the Greengene
Consortium Database (de Santis et al., 2006). At each taxonomic level, the results per

sample were expressed in relative abundance of the total sequences.



243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273

65
Design and Statistical Analysis

The experimental design was in randomized blocks, with sex being the block
effect, with 4 treatments (4 experimental diets) and 6 repetitions per treatment, where
each pen with two animals was considered an experimental unit. The results were
submitted to analysis of variance by the GLM procedure (SAS, 1999) and the
significantly different means were compared by the SNK test at 5% probability. When
pertinent, polynomial regression analysis was used to assess the effect of tannin levels
in the diet. One-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey's post hoc test
was conducted in the comparison analysis of abundances of taxonomic groups. Such
analysis was performed using GraphPad 6.0 software (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA). The Shannon-Wiener Index for each sample was calculated by the
App 16S Metagenomics (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) and was used to assess
species diversity. Principal Coordinate Analysis (PCoA) with UniFrac distances was
used to test gender diversity in relation to treatments. The PCoA was conducted in the
R environment, using the ggbiplot package.

Results

There was no significant difference (P > 0.05) between treatments for total
performance and performance by phase (Table 2). The results found are within
expectations for the animals of the breed. In contrast to what was found in other
experiments, the addition of AMBE did not limit the animals feed intake or did it affect
their performance in a negative way. The animals started the experiment with a similar
weight between treatments, and there was no sanitary challenge throughout the
experiment, factors that may have allowed for a non-statistical difference between

treatments.
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Table 2 - Total performance and by phase of pigs fed diets with different levels of

inclusion of Acacia mearnsii bark extract.

Acacia mearnsii bark extract inclusion (mg/kg)

Performance SEM P
0 500 1000 2000

Initial body weight (kg) 34.86 34.04 32.81 33.83 420 0.882
Final body weight (kg) 116.9 116.6 112.7 113.4 490 0.392
Average total gain (kg) 82.77 82.47 78.56 79.33 490 0.391
Average daily gain (kg) 1.15 1.14 1.09 1.10 0.07 0.392
Average daily feed intake (kg) 3.17 3.17 3.10 3.19 0.21 0.891
Feed conversion rate 2.72 2.76 2.83 2.90 0.13 0.216

Phase 1 (30 - 60 kg)
Average daily gain (kg) 1.03 1.07 1.03 0.98 0.07 0.262
Average daily feed intake (kg) 2.39 2.15 2.24 2.31 0.27 0.465
Feed conversion rate 2.20 2.08 2.17 2.34 0.20 0.195

Phase 2 (60 - 90 kg)
Average daily gain (kg) 1.25 1.22 1.18 1.24 0.17 0.918
Average daily feed intake (kg) 3.07 3.25 3.06 3.28 0.43 0.728
Feed conversion rate 2.35 2.69 2.57 2.67 0.20 0.195

Phase 3 (90 — 120 kg)
Average daily gain (kg) 1.18 1.26 1.14 1.17 0.11  0.399
Average daily feed intake (kg) 3.45 3.46 3.21 3.24 0.33 0.581
Feed conversion rate 2.92 2.74 2.84 2.86 0.32 0.827

The total apparent digestibility was not significantly different (P > 0.05) between

the control diets and the different levels AMBE inclusion (Table 3).
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285 Table 3 — Apparent total tract digestibility (ATTD) of the components measured in pigs

286 in phase 2 (70-75 kg body weight) with diets with different levels of inclusion of Acacia
287  mearnsii bark extract.

Acacia mearnsii bark extract inclusion

EM P
item (mglkg) S
0 500 1000 2000

Dry matter (g/g) 0.876 0.871 0.861 0.873 0.0135 0.500
Crude protein (g/g) 0.817 0.872 0.783 0.800 0.0259 0.423
Ether extract (g/g) 0.526 0.517 0.479 0.567 0.0590 0.308
Ash (g/g) 0.554 0.510 0.504 0.554 0.0551 0.553
Crude fiber (g/g) 0.449 0.438 0.449 0.503 0.0738 0.663
Nitrogen free extract 0.935 0.933 0.926 0.930 0.0073 0.468
(9/9)
Gross energy 0.856 0.849 0.835 0.850 0.0152 0.368
(kcal/kcal)

288

289 There was no difference between treatments in the evaluations of carcass

290 characteristics (Table 4). According to Bridi (2007), the pH values considered normal
291 are: greater than 5.8 for initial pH and equal to or less than 5.9 after 24 hours of
292  slaughter. The pH results found in this work were within these values.

293

294 Table 4 - Evaluation of carcass characteristics of pigs fed diets with different levels of

295 Acacia mearnsii bark extract.

Acacia mearnsii bark extract

Carcass characteristics inclusion (mg/kg) SEM P
0 500 1000 2000
Slaughter weight (kg) 115.02 116.14 114.05 114.02 8.71 0.940
Hot carcass weight (kg) 81.79 8125 8125 81.16 6.26 0.995
Cold carcass weight (kg) 7858 7760 78.15 77.72 565 0.976
Carcass length (mm) 96.72 9554 96.54 97.32 295 0.601
Carcass yield (%) 67.11 6999 7123 71.22 1.64 0.298
Yield of carcass meat (%) 59.67 6191 60.73 59.76 3.50 0.428
Meat content in carcass 47.72 46.57 46.75 47.46 3.21 0.810
Carcass water loss (%) 3.20 3.65 3.10 3.43 1.10 0.675
Muscle depth (mm) 7141 71.03 7150 70.58 5.89 0.980
Backfat thickness P2 (mm) 1400 1487 1550 1350 3.48 0.517
Backfat thickness*(mm) 2896 30.88 33.71 30.71 5.81 0.227
pH - 45 min 6.04 6.05 5.96 6.06 0.20 0.598
pH - 24h 5.60 5.64 5.66 5.67 0.17 0.773

296 * as average of three measurements
297
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There was no significant difference (P>0.05) between treatments for meat quality
characteristics, except for lipid oxidation and shear force (Table 5). In the evaluation of
lipid oxidation, the values found in meat samples from animals with a higher level of
AMBE inclusion in the diet were lower than those of the treatment without inclusion.
The higher levels of inclusion also showed a significant reduction in shear force
compared to the control diet, therefore the use of AMBE in the diet provided greater
tenderness to the meat. By regression analysis, with increasing levels AMBE inclusion,

there was a linear reduction in lipid oxidation (P<0.040) and shear force (P<0.002).

Table 5 - Meat quality evaluation of pigs fed diets with different levels of Acacia

mearnsii bark extract.

Acacia mearnsii bark extract SEM P Regression

Meat quality inclusion (mg/kg)
0 500 1000 2000

Drip loss (%) 2.80 2.84 2.92 3.60 121  0.358 NS
Lipid oxidation (mg of 0.290% 0.262%> 0.243% 0.216° 0.0643 0.046 L?
MDA/kg of sample)*

Color L* 50.27 47.08  49.33 48,62 498 0.510 NS
Color a* 6.60 6.65 6.29 7.25 1.59 0.545 NS
Color b* 6.11 5.35 5.95 5.82 149  0.680 NS
Shear force (kg)* 4378  4.13*% 333" 326" 0817 0.031 L2

1 Different letters on the line indicate a significant difference between means by the SNK test (P<0.05).
2L Linear polynomial regression: lipid oxidation (Y= 0.285 -0.0000363* AMBE (mg/kg); R2 = 0.173,
P<0.040); shear force (Y= 4.260 -0.0005507* AMBE (mg/kg); R2 = 0.206, P<0.002).

In the analysis of the fecal microbiome, the diversity of two kingdoms, Bacteria and
Archea, was identified, with sequences of 42 phyla, 88 classes, 123 orders, 287
families, 1127 genera and 1775 possible species of microorganisms. Bacteria
seqguences predominated, with 96% of the total, while Archea represented an average
of 4%. The number of species was not different (P>0.05) between treatments (Omg/kg:
505 species, 500mg/kg: 547 species, 1000mg/kg: 570 species and 2000mg/kg: 630
species). On the other hand, there was a trend (P<0.08) of linear growth in the number
of species with the increase in the addition of AMBE in the diet. No difference was
identified in the diversity between treatments, measured by the Shannon-Wiener Index
of species diversity (Omg/kg: 2.590, 500mg/kg: 2.571, 1000mg/kg: 2.993 and

2000mg/kg: 2.595). Beta diversity was also assessed at the genus level and Principal
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Coordinate Analysis using UniFrac distances demonstrated the lack of separation

between groups, especially 0, 500 and 1000 mg/kg, indicating that there is no
difference in beta diversity between these groups (Figure 1). The two axes (PC1 and
PC2) explained 81.3% of the total variability.

T1 T2 = T3 T4

0.1-

PC2 (9.0% explained var.)

—EII.EEI —GfZE El.llflﬂ :.!EE-
PC1({72.3% explained var.)

Figure 1. Beta diversity visualized using UniFrac distances with Principal Coordinate
Analysis (PCoA), in feces of pigs fed diets with 0 (T1), 500 (T2), 1000 (T3) or 2000

(T4) mg/kg of Acacia mearnsii bark extract.

At the phylum level (Table 6), there was a clear predominance of Firmicutes
(average of 71.4%), followed by Bacteroidetes (average of 15.3%) and Euryarchaeota
(average of 4.3%). A greater abundance of Armatimonadetes (P<0.05) was identified
in the feces of pigs receiving 500 mg/kg of AMBE, compared to the other treatments.
There was a quadratic response of Euryarchaeota abundance with the increase in
supplemented tannin, with the highest values at intermediate levels (500 and 1000
mg/kg). The higher concentration in phylum Firmicutes may explain the apparent
concentration of diversity found in PCoA, in the 2000mg/kg treatment (T4).
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346 Table 6 - Predominant phyla of Bacteria and Archea (expressed as % of abundance)
347 present in the feces of pigs fed diets with 0, 500, 1000 or 2000 mg/kg of Acacia
348 mearnsii bark extract.

Acacia mearnsii bark extract

Phylum inclusion (mg/kg) SEM P Regression
0 500 1000 2000

Actinobacteria 0.39 0.48 0.41 3.60 0.140 0.816 NS
Armatimonadetes  0.352 0.68° 0.262 0.262  0.094 0.010 NS
Bacteroidetes 17.02 13.99 15.64 1456  3.944 0.928 NS
Euryarchaeota 2.57 6.10 6.47 2.19 1.716  0.113 Q?
Firmicutes 76.132> 65,582  65.18%  78.52° 4.165 0.039 Q2
Proteobacteria 1.25 1.19 1.67 1.07 0.426  0.533 NS
Spirochaetes 1.33 10.68 7.13 1.29 3.166 0.135 NS

349 Verrucomicrobia 0.41 0.61 1.44 0.79 0.600 0.621 NS

350 IDifferent letters on the line indicate a significant difference between means by the SNK test (P<0.05)

351 2 Q: Quadratic polynomial regression: Euryarchaeota: Y=2.702 + 0.00821* AMBE (mg/kg) -0.000004245*

352 AMBE (mg/kg)? R2 = 0.463, P<0.045. Firmicutes: Y=75.47 - 0.0222* AMBE (mg/kg) + 0.00001192* AMBE

(mg/kg)?; R2 = 0.568, P<0.015.
353
354 At the level of order (Table 7), Chthonomonadales was a determinant of the effect

355 on the phylum Armatimonadetes, Methanobacteriales represented the variation in
356 Euryarchaeota, and in the effect on the abundance of Firmicutes, the order
357 Lactobacillales predominated, with much greater participation in the feces of pigs fed
358  with 2000 mg/kg of AMBE.

359
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373 Table 7 - Predominant orders of Bacteria (expressed as % of abundance) present in

374  the feces of pigs fed diets with 0, 500, 1000 or 2000 mg/kg of Acacia mearnsii bark
375 extract.

Acacia mearnsii bark extract

Phylum/order inclusion (mg/kg) SEM P Regression
0 500 1000 2000
Actinobacteria
Bifidobacteriales 0.14 0.18 0.12 0.22 0.109 0.850 NS
Coriobacteriales 0.19 0.22 0.24 0.28 0.094 0.884 NS
Armatimonadetes
Chthonomonadales 0.352 0.67° 0.252 0.252 0.097 0.010 NS
Bacteroidetes
Bacteroidales 15.86 13.02 14.73 13.78 3.777 0.937 NS
Cytophagales 0.35 0.39 0.26 0.39 0.074 0.451 NS
Flavobacteriales 0.41 0.33 0.36 0.23 0.121  0.700 NS
Sphingobacteriales 0.23% 0.28°  0.24° 0.158  0.028 0.027 Q2
Euryarchaeota
Methanobacteriales 261 6.24 6.62 2.24 1.762 0.114 Q2
Firmicutes
Bacillales 0.42 0.61 0.58 0.40 0.156 0.542 NS
Clostridiales 54.63 53.18 52.17 42.70 6.141 0.406 NS
Erysipelotrichales 2.31 1.37 0.87 2.76 0.796 0.226 NS
Lactobacillales 10.362 4782  5.93%  23.01° 4.455 0.024 Q2
Selenomonadales 8.99 5.84 7.14 10.58 4.612 0.847 NS
Proteobacteria
Aeromonadales 0.332 0.271 0.837 0.453 0.261 0.334 NS
Spirochaetes
Spirochaetales 1.36 10.94 7.30 1.33 3.234 0.133 NS
Verrucomicrobia
376 Verrucomicrobiales 0.00 0.02 0.85 0.03 0.407 0.590 NS
377 1 Different letters in the line indicate a significant difference between means by the SNK test (P<0.05).
378 2Q: Quadratic Polynomial Regression: Sphingobacteriales: Y= 0.2346 + 0.0000750* AMBE(mg/kg) -5.9057E -
379 8*AMBE (mg/kg)?; R2=0.576, P<0.014. Methanobacterial: Y= 2.745 + 0.008436*AMBE (mg/kg)
380 0.00000436*AMBE(mg/kg)%;, R2=0.462, P<0.045. Lactobacillales: Y= 10.20 - 0.01544*AMBE (mg/kg) +
0.00001094*AMBE (mg/kg)?; R2 = 0.632, P<0.007.
381
382 At the genus level (Table 8), the effect of the treatments on the abundance of

383  Streptococcus, within the order Lactobacillales, was evident, with a quadratic effect on
384 the AMBE levels (P<0.001), with the 2000 mg/kg level showing a percentage greater
385 than that of other treatments.

386

387
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Table 8 - Predominant genera of Bacteria (expressed as % of abundance) present in
the feces of pigs fed diets with 0, 500, 1000 or 2000 mg/kg Acacia mearnsii bark

extract.
1 Different letters in the line indicate a significant difference between means by the SNK test (P<0.05)
Acacia mearnsii bark extract Regression
. . SEM P
Phylum/genus inclusion (mg/kg)
0 500 1000 2000
Actinobacteria
Olsenella 0.02 0.01 0.03 0.03 0.012 0.489 NS
Bacteroidetes
Alloprevotella 1.23 0.85 1.73 0.38 0.441 0.169 NS
Barnesiella 4.67 3.83 4.00 4.37 1.215 0.929 NS
Prevotella 4,99 4.22 4.07 4.37 1.805 0.966 NS
Rikenella 0.51 0.48 1.34 2.50 1.120 0.559 NS
Euryarchaeota
Methanobrevibacter 2.70 6.94 7.26 2.38 1.896 0.106 NS
Methanosphaera 0.12 0.03 0.09 0.01 0.069 0.632 NS
Firmicutes
Acidaminobacter 0.80 0.87 0.92 0.37 0.500 0.783 NS
Anaerovorax 2.62 2.46 3.65 1.37 0.931 0.241 NS
Blautia 2.15 1.85 1.36 2.39 0.620 0.420 NS
Clostridium_llI 1.54 1.96 1.52 1.13 0.330 0.301 NS
Clostridium_IV 1.32 1.29 1.34 1.05 0.345 0.702 NS
Clostridium_sensu_stricto  8.27 4.63 5.14 6.77 1.798 0.287 NS
Clostridium_XIVa 4.64 3.78 5.33 4.42 1.123 0.648 NS
Clostridium_XIVb 0.51 2.19 2.39 0.47 1.214 0.422 NS
Eubacterium 3.20 3.63 3.08 2.16 0.581 0.305 NS
Intestinimonas 1.70 1.31 1.90 1.31 0.517 0.696 NS
Lachnoanaerobaculum 0.02 0.01 0.02 0.01 0.006 0.280 NS
Lachnospiracea incertae 2.30 1.63 2.45 1.80 0.635 0.580 NS
sedis
Lactobacillus 3.20 1.84 1.11 1.72 1.478 0.670 NS
Oscillibacter 2.59 2.76 2.39 2.02 0.499 0.606 NS
Papillibacter 0.93 1.46 1.01 0.65 0.270 0.123 NS
Phascolarctobacterium 1.21 0.68 1.14 0.85 0.369 0.576 NS
Pseudobacteroides 4.58 4.82 4.15 2.73 0.935 0.321 NS
Ruminococcus 4.10 3.39 3.46 2.89 1.028 0.789 NS
Streptococcus 7.932 3.272 5.282 22.33°> 3.354 0.004 Q2
Turicibacter 1.82 1.03 0.51 2.14 0.899 0.397 NS
Proteobacteria
Escherichia/Shigella 0.39 0.01 0.02 0.01 0.130 0.397 NS
Spirochaetes
Treponema 1.49 12.17 8.00 1.41 3.555 0.128 NS

2 Q: Quadratic Polynomial Regression: Streptococcus:

AMBE(mg/kg)?; R2 = 0.756, P<0.0009.

Y= 7.723 - 0.01284*AMBE(mg/kg) + 0.00001009*
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Discussion

Tannins have an important impact on animal nutrition because of their ability to
form complexes with numerous types of molecules, including carbohydrates, proteins,
polysaccharides, bacterial cell membranes, and enzymes involved in the digestion of
protein and carbohydrates in feeds (Castejon, 2014). In pig feeding, a still small
number of experiments with the inclusion of tannins, especially hydrolysable, were
reported; and the vast majority of these were made with sorghum. There are no
published works that tested Acacia mearnsii extract in pigs, only some publications
with other acacia varieties, mainly with Acacia tortillis leaves (Khanyile et al., 2020;
Khanyile et al., 2014; Halimani et al., 2005). Other ingredients rich in tannins and
polyphenols have also been tested in recent years, such as components of oak species
(Quercus pubescens, Q. ilex L., Q. pubescens Willd. and Q. suber L. (Cappai et al.,
2010; Cappai et al.,, 2013), chestnuts (Liu et al., 2020; Galassi et al., 2019), grape
pomace (Yan et al., 2011) and some variety of beans (White et al., 2015).

Brus et al. (2013b), with pigs from 30 to 120 kg of body weight, used diets without
or with 0.2% of chestnut and oak tannins, finding better results in animal performance
and in the measurements of histology of the intestinal mucosa. The dietary inclusion
of 10 to 30% of condensed tannins in the form of acacia leaf flours (A. karroo and A.
nilotica) resulted in a greater weight gain and dry matter digestibility in pigs weighting
30-40 kg and induced an increased production of proline-rich proteins in the parotid
salivary glands of animals (Halimani et al., 2005). Khanyile et al. (2014) tested
incorporation of 0, 50, 100 and 150, 200 and 250 g / kg of Acacia tortilis leaf meal in
the diets of pigs with 30 kg body weight, and demonstrated that the best values for
weight gain, feed intake and feed conversion were achieved at 100 and 150g/kg
inclusion. The authors further stated that the differences in the average daily gain of
each phase, as observed in the present study, can be attributed to the fact that, as the
animals grow, their ability to use the product offered increases with continuous
exposure. In phase 3, yet not statistically significative, better feed conversion values
were found in animals that received diets that contained AMBE, suggesting that the
ability of growing pigs to digest foods with tannin improves with age and previous
exposition, corroborating other studies that used some type of condensed tannin in the
diet of pigs (Hlatini et al., 2016; Halimani et al., 2007; Reed et al., 1882).
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The bioactive characteristics of tannins can affect the palatability, digestibility, and
protein use of feeds (Reedy, 1985; Bindelle et al., 2008; Ndou et al., 2013a,b). The
ability to bind proteins and carbohydrates in monogastric animals is associated with
the antinutritional effects of tannins in reducing the palatability of the feed (Bee et al.,
2016b). In contrast to several published experiments, in the current study, there was
no consumption limitation with the inclusion of AMBE in the diet, and these results can
be attributed to the quality and dosage of the extract offered, and to the evidence of
pigs developing coping mechanisms against diets containing tannins and high fiber
(Nyachoti et al., 2004; Cappai et al., 2010, Cappai et al., 2013). An increase in the
concentration of proline in the parotid glands of animals treated with tannins from
acorns (Quercus pubescens Willd) led to the release of greater amounts of the tannin-
protein complex in saliva (Cappai et al., 2013). Condensed tannins, or
proanthocyanidins, have a high affinity for the proline-rich protein, and the strength of
the interaction depends on the nature of the protein and molecule (Caprarulo et al.,
2021). An animal's ability to tolerate the anti-nutritional effects of hydrolysable or
condensed tannins is therefore an essential defense mechanism that ensures its
beneficial nutritional and extra-nutritional effects (Candek Potokar et al., 2015).

Studies have demonstrated conflicting results when tannins were evaluated for
amino acid and protein digestibility (Galassi et al., 2019). The ability of tannins to bind
proteins is not necessarily negative. In fact, the formation of a tannin protein complex
in the digestive tract can protect proteins, carbohydrates, and lipids from oxidative
damage during digestion (Cappai et al., 2013). In general, digestibility is a key factor in
determining the effect of tannins at the gastrointestinal level. Thus, the biodegradation
and absorption of hydrolysable tannins along the gastrointestinal tract has been
investigated by several studies, while destination and absorption of condensed tannins
appear to be more complex due to their structural complexity (Mueller-Harvey, 2006).
As reported by Reggi et al. (2020), the antimicrobial and antioxidant activity of
hydrolysable and condensed tannins was reduced after in vitro digestion, which may
be due to lower bioavailability or excessive degradation of antimicrobial and antioxidant
molecules. The authors, however, reported a beneficial effect on in vitro digested
tannins when administered to experimentally damaged porcine intestinal cells,
suggesting that a trophic effect on the intestinal epithelium occurred. The bioavailability
of tannins after oral supplementation plays a crucial role and must be considered, and

their mechanisms of action and the understanding of the mechanisms for the
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degradation of molecules must be deeply investigated at the intestinal level (Caprarulo

etal., 2021).

Bahelka et al., (2021), using a diet supplemented with 1%, 2%, 3%, and 4%
chestnut extract, containing 75% tannins, also reported that the carcass quality of the
animals was not affected by the supplementation. However, although there is no
significant difference, the authors address that the values of meat yield on the carcass
and backfat thickness were higher in treatments including the extract in the diet. Since
other carcass traits did not result in significant differences between tannin-
supplemented pigs and control pigs, it can be summarized that dietary tannin
administration did not have an adverse impact on carcass quality. No significant effect
of tannins on carcass value has been reported in other studies using higher
concentrations (1.5, 3%) of chestnut tannins in the diets and for a longer period of
supplementation (Bee et al., 2016; Galassi et al., 2019).

Hanczakowska et al., (2017) tested the inclusion of 500 and 1000 mg/kg of hop
extract, which is also rich in tannins, in the diet of pigs from 60 to 120 kg and found
significant improvement (P < 0.01) in the oxidative stability of meat, in comparison to
the control group. The highest dose of the extract showed the best results. There was
no significant difference in the water retention capacity of the meat. The authors also
reported greater color stability and lower yellow saturation in meat samples from pigs
fed the supplements than in controls. These results are in line with the data from the
current study, the greater inclusion of AMBE in the diet, results in lower concentration
of MDA/kg of sample, lower lipid oxidation and, consequently, higher meat quality.
There was also the same behavior for meat coloring. Plants and plant extracts are a
rich source of polyphenols, which exhibit a wide range of physiological properties
(Balasundram et al. 2006), such as the potent antioxidant activity. This activity
maintains meat color, likely preventing the conversion of myoglobin to metmyoglobin
(Faustman and Cassens 1990). According to Wood et al., (1999), an antioxidant
supplement in pig feed can improve the fatty acid profile of meat and prevent oxidative
changes that occur during storage and cooking. The AMBE reduced the lipid oxidation
process, which is confirmed by a significantly lower level of TBA, inferring that its use
is a good alternative to maintain the quality of meat, which may increase its shelf-life.

Another result that can be explained by the antioxidant capacity of the extract used

in this study is the shear strength or tenderness of the meat, which improved according
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to the inclusion of AMBE in the diet. The highest inclusion of AMBE resulted in the
lowest values in the shear force. According to the desired standards for several
attributes related to the technological and sensory quality of pork, defined by the
National Research Council (2012), meats of higher quality and tenderness have a
shear force of less than 3.2 kg. The inclusion of 2000 mg/kg AMBE resulted in 3.26 kg
shear force. This value can be affected by many factors, including pre- and post-
slaughter management, sarcomere length, age, race, muscle type, and cooking
handling (Abdullah and Qudsieh, 2009). Connective tissue is a dynamic network of
molecules secreted by fibroblasts, and their cross-linking contributes to the underlying
hardness of meat (Purslow, 2005). Several studies with different animal species tested
the dietary inclusion of grape pomace extract, which, similar to AMBE, is rich in
phenolic compounds, and showed an antioxidant effect on chicken meat (Chamorro et
al., 2015), pigs (Bertol et al., 2017) and sheep (Martins Flores et al., 2019). Rezar et al.,
(2017) reported that the inclusion of 1, 2 and 3% of chestnut bark, rich in hydrolysable
tannins, promoted an improvement in the tenderness of the meat of growing pigs.

The inclusion of AMBE promoted, in general, a trend towards greater diversity in
the microbiome of animals. Different microbiome compositions exert important
functions that help the host, alter the metabolic profile of the energy muscle, promote
the efficient use of fibers, play a fundamental role in the maintenance of the host
physiological homeostasis, promote the development of the immune system, directly
impact intestinal health and regulate metabolism (Vigors et al., 2020). The profile and
diversity of the microbiome can influence the establishment of diseases (Han et al.,
2017) and the bacterial composition of the intestine (Hou et al., 2015), directly favoring
the maintenance of intestinal cells, and impacting metabolism, absorption and
digestibility of nutrients. Firmicutes and Bacteriodets are the most prevalent phyla in
the intestinal microbiome in pigs and can be modified by diet, host health status, use
of growth promoters, antimicrobials, and additives (Souza Daniel, 2018).

An important gut aspect is how tannins modulate the gut microbiome. High doses
of the combination of hydrolysable and condensed tannins (3%) have been shown to
modulate the intestinal microbiome of growing pigs (Tretola et al., 2019). In another
study (Reggi et al.,, 2020), alpha diversity analysis revealed that the bacterial
community index and operational taxonomic units and phylogenetic diversity of the pig
microbiome decreased with supplementation. However, they increased the genus

Oscillospira of the Ruminococcace family and reduced the order Lactobacillales,
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families Streptococcace e e Veillonellaceae. The AMBE were able to modulate some

bacterial genera and families considered beneficial in preventing intestinal
inflammation, along with other families that tend to be harmful to intestinal integrity and
health. However, the order Lactobacillales was reduced by the supplementation of
condensed and hydrolysable tannins, differently from the present work, where the
abundance of Lactobacillales was significantly higher with the supplementation of 2000
mg/kg of AMBE. In the study by Choy et al. (2014), the addition of 1% condensed grape
seed tannins positively affected the fecal microbiome of finishing pigs, with a greater
abundance of Lactobacilli and Ruminococcaceae. The in vitro and in vivo results
highlighted the promising effects of tannins on different types of bacteria, such as the
species Salmonella typhimurium, the genus Oscillospira and the families
Streptococcace and Veillonellaceae. In addition to its effectiveness on numerous
bacteria, both gram-positive and gram-negative, there is a lack of studies on the
intestinal ecology of growing and finishing pigs. The inclusion of 2000 mg/kg of AMBE
promoted a very significant increase in the frequency of Streptococcus, and certain
species of bacteria are known for their probiotic properties and protective factors
against potentially pathogenic microorganisms (Souza Daniel, 2018).

The addition of AMBE in the diet of pigs in the growing and finishing phases can
be viable without harming the performance of the animals. Although there is no
significant difference in animal performance, the AMBE, rich in tannin, shows up
promisingly in animal nutrition, showing benefits on the oxidative quality and
tenderness of meat. In the fecal microbiome, there was a more evident effect of the
level of 2000 mg/kg of AMBE in diet, leading to a greater predominance of the phylum
Firmicutes, due to the proportional increase in the order Lactobacillales. More studies
can be carried out in order to determine the optimal level of inclusion of tannins in the

pig diet.
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Extrato de Acacia negra na dieta de frangos de corte em sistema organico de

producao

Resumo: Taninos sdo polifendis e contém componentes bioativos que podem
proporcionar uma série de beneficios para a saude e desempenho dos animais e
gualidade dos produtos de origem animal. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos
da suplementacdo da dieta com extrato de acacia negra sobre desempenho,
gualidade da carne e morfologia intestinal de frangos de corte criados em sistema
organico de producéo. Foram testados 4 dietas, com diferentes niveis de inclusdo de
tanino: 0, 150, 300 e 450 mg/kg, utilizando 160 frangos da linhagem Label Rouge,
mistos, de 35 a 63 dias de idade. Os animais foram alojados em quatro galinheiros
moveis, cada um contendo 4 boxes (10 animais por box). Avaliou-se desempenho dos
animais, qualidade da carne através do teste de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e coloracéo (L*, a* e b*) de coxa e perna; e a morfohistologia
das vilosidades intestinais. As aves que receberam 150mg kg-1 de tanino na dieta
resultaram em carnes com menor oxidagdo lipidica, ou seja, com maior qualidade.
Quanto a coloracéo da carne, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos,
todavia, tratamentos com inclusdo de tanino na dieta, apresentaram valores de
luminosidade (L*) maiores: 44,69 e 46,79 para perna e, 52,42 e 53,00 para coxa, nos
tratamentos 0 e 450 mg/kg, respectivamente, demonstrando potencial do aditivo em
relacdo a esta caracteristica. Em relacdo a saude intestinal dos animais, ndo houve
diferenca significativa entre as alturas e larguras de vilosidade dos intestinos (P>0,05).
O uso de extrato de acacia negra como aditivo na dieta de frangos de corte néo
prejudica o desempenho dos animais, e apresenta resultados promissores em relagéao
a oxidacdo lipidica e coloracdo da carne, além de possivel melhora na absorcao de
nutrientes devido ao fato de auxiliar no desenvolvimento das vilosidades intestinais.

Palavras-chave: Desempenho, Morfologia intestinal, Qualidade de carne, oxidacao

lipidica, taninos condensados.
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INTRODUCAO

A conscientizacdo do consumidor, que busca cada vez mais alimentos
saudaveis e em boas condicbes de producdo, visando o bem-estar animal e
conservagao do ambiente, aumentaram a popularidade de sistemas alternativos de
producdo animal, como o organico e agroeocolégico. Aliado a outros fatores, isto fez
com gue aumentasse a popularidade dos suplementos naturais na produgéo animal,
deslocando a atencdo dos produtores para os suplementos a base de plantas
(Lipinski, 2017), uma vez que o uso de antibioticos e promotores de crescimentos
quimicos sdo proibidos neste tipo de sistema produtivo. Consequentemente,
pesquisadores estdo procurando uma alternativa para melhorar o desempenho do
frango e qualidade da carne (Seidavi et al., 2020; Ncube et al., 2018), otimizar a saude
intestinal (Abudabos et al., 2016; Hafeez et al., 2016; Kiczorowska et al., 2017) e, desta
forma, atender as demandas dos novos sistemas de producéo. Entre as alternativas
possiveis, aditivos fitogénicos apresentam efeitos positivos sobre saude e
produtividade em frangos (Gianennas et al., 2018; Ahsan et al., 2018; Khoobani et al.,
2019), relatando que seu uso pode desempenhar um papel significativo na saude e
desempenho das aves por estimulacdo do consumo de racgéo, secrecdo de enzimas
enddgenas, efeito antioxidante e antibacteriano.

A Acacia-negra (Acacia mearnsii) € uma espécie de leguminosa pertencente a
familia Fabaceae, originaria da Australia. A partir da sua casca, obtém-se extratos
ricos em tanantes e fendis que originam os taninos, Alves et al., (2017) relataram que
0 extrato de Acacia mearnsii contém 75% de polifendis totais, sendo o tanino o
principal grupo presente nestas plantas. Existem relatos também de que a casca da
acdacia apresenta boa quantidade de macronutrientes, como célcio, potassio, fosforo
e magnésio (Foelkel, 2008).

Taninos s&o componentes polifendlicos hidrossoluveis (Keshavarz et al., 2017),
que representam o quarto componente de maior concentragdo nas plantas, portanto,
configuram-se como um extrato vegetal de ampla distribuicdo na natureza (Vieira et
al., 2020) e representam o grupo mais importante de polifendis na nutricdo animal
(Warreham et al., 1994). Historicamente, eles sempre foram vistos como fator
antinutricional presente nos alimentos (Houshmand et al., 2017; Tomaszewska et al.,

2018). No entanto, diversos estudos sobre a atividade dos taninos evidenciaram
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importante acdo antibacteriana e fungicida, acado sobre protozoarios, modulacdo de
microbiota intestinal (Petrolli et al., 2019), reparacao de tecidos e regulacédo enzimatica
e proteica, que ocorrem devido a sua complexacdo com ions metalicos, atividades
antioxidantes e habilidade de complexar proteinas e polissacarideos (Mello e Santos
et al., 2001). Devido a esses fatores, seu uso é considerado promissor na producéo
animal.

Ainda ha poucos relatos da utilizacdo de aditivos fitogénicos cujo principio ativo
sejam os taninos condensados, apesar do seu grande potencial de utilizagédo ja
documentado. Com base nisso, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
suplementacado da dieta com casca de acacia-negra sobre o desempenho, qualidade

de carne e morfologia intestinal de frangos de corte em sistema organico de producao.

MATERIALS E METODOS

Os procedimentos utilizados neste experimento atenderam a todos o0s
principios éticos e legais para experimentagdo animal, sendo aprovado na Comissao

de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria.

Alojamento dos animais e preparo das dietas

O experimento de campo foi conduzido em granja comercial no municipio de
Viaméo, Rio Grande do Sul, Brasil (30° 06" 28.4"S51°03' 57.0"W). A granja possui
registro e certificacdo de produto orgéanico, estando vinculada a Associacao
Agroecolégica do Rio Grande do Sul, seguindo todas as normas e instrucdes
estabelecidas, fazendo com que o experimento respeite as legislacbes vigentes de
producéo de ovos orgéanicos. O experimento nao interferiu no sistema de producéo da
propriedade e nem descaracterizou o sistema organico.

Foram alojadas 160 aves de 35 dias de idade da linhagem Label Rouge,
machos e fémeas, durante o periodo de 28 dias. As aves foram adquiridas de um
incubatorio certificado, com 1 dia, e foram mantidas em galpdo com controle de
ventilagdo e luz, alojadas em um pinteiro circular com didmetro de 3 metros, até
completarem 35 dias de idade. Posteriormente, foram escolhidas aleatoriamente,
pesadas e alojadas em quatro galinheiros moveis com quatro boxes cada um, onde
cada box correspondia a um tratamento com 10 animais, sendo 5 machos e 5 fémeas.

Todos os boxes dos galinheiros possuiam comedouro e bebedouro. O espaco
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disponibilizado para cada animal foi acima do recomendado, 375 cm? para cada ave,

no protocolo de Bem-estar da Uni&o Brasileira de Avicultura e dentro do permitido no
sistema de produgdo de ovos organicos, conforme a Instrucdo Normativa 17 da
legislacdo brasileira (Brasil, 2003).

A dieta padréo foi formulada a base de milho e farelo de soja, de acordo com
as recomendacgbes da FEDNA (2018), isoprotéicas e isoenergéticas, atendendo as
exigéncias nutricionais da linhagem conforme a idade (Tabela 1). O fornecimento de
agua e racao foi a vontade. Os tratamentos foram compostos a partir da dieta controle
com a adicao de 3 diferentes niveis de inclusdo de extrato de acacia negra: 150, 300
e 450 mg/kg, respectivamente. As dietas foram analisadas quanto a sua energia bruta,

proteina bruta, matéria seca, extrato etéreo e cinzas.

Tabela 1 — Composicdo em ingredientes da dieta crescimento, composicao calculada

e analisada (matéria natural*) dos nutrientes da dieta padréo para frangos de 35 a 63

dias.
Ingredientes o/kg
Milho grao 705
Farelo de soja 255
Pé de rocha 2,5
Sal Comum 7,5
Nucleo ORG Brascorte** 30
Composicéo da dieta Calculada (Analisada)
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2950***
Proteina Bruta (%) 17,41 (16,28)
Cinzas (%) 6,89 (6,42)
Fibra Bruta (%) 2,35 (2,64)
Gordura Bruta (%) 3,17 (2,42)
Calcio (%) 0,94
Fosforo disponivel (%) 0,45

*Matéria seca analisada dieta 87,90%; **Niveis de garantia por kg de produto: Calcio: 280 g; Fosforo:
115 g; Fluor (Max): 1100mg; Vitamina A: 333000 Ul; Vitamina D3: 66000Ul; Vitamina E: 500mg;
Vitamina K3: 57mg; Vitamina B1: 60mg; Vitamina B2: 200mg; Vitamina B6: 84mg; Vitamina B12:
400mcg; Niacina: 1334mg; Acido félico: 36mg; Acido pantoténico: 533mg; Colina: 16,7mg; Biotina:
2,7mg; Metionina: 60g; Manganés: 3334mg; Zinco: 2000mg; Ferro: 1670mg; Cobre: 334mg; lodo:

20mg; Selénio: 11mg.***Energia bruta.
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Procedimento experimental e analise das amostras
Avaliaram-se caracteristicas de desempenho, qualidade de carne e morfologia

intestinal dos animais.

Desempenho

As caracteristicas de desempenho avaliadas foram: consumo de racdo médio
(g/ave), ganho de peso médio (g/ave), peso médio (g) e eficiéncia alimentar.

A pesagem dos animais foi realizada aos 35, 42, 49, 56 e 63 dias de idade dos
animais. Nos mesmos dias também foram pesadas as ofertas e sobras de racdo para
calcular o consumo médio. O ganho de peso médio se deu através da subtracdo dos
pesos inicial e final de cada animal. Ainda foi calculado o consumo de ragdo médio. A
eficiéncia alimentar foi calculada dividindo o ganho de peso médio diério pelo consumo
meédio diario por ave ao final de cada semana.

Aos 63 dias de idade foram abatidos 32 aves, sendo 8 aves de cada
tratamento. Foi realizado o abate comercial. Foram coletados: terco inicial do duodeno
e a perna esquerda (coxa e sobre coxa) de cada ave.

Qualidade de carne

Para a avaliacédo de qualidade de carne foram avaliadas a coloracao e oxidacao
lipidica das amostras. Foram utilizadas 8 amostras de coxa e perna dos animais de
cada um dos tratamentos, sendo um macho e uma fémea de cada um dos galinheiros.

As leituras de cor foram medidas usando um Colorimetro Konica Minolta CR-
400, através dos valores do espaco de cor L*a*b*, que é atualmente o mais popular dos
espacos de cores uniformes usados, pois correlaciona consistentemente os valores de
cor com a percepcdo visual. O L* indica luminosidade, jA& a* e b* sdo coordenadas
cromaticas, onde a* € coordenada vermelho/verde ( maior valor de a indica vermelho e
menor indica verde), e b* coordenada amarelo/azul ( maior valor indica amarelo e menor
indica azul). O instrumento foi calibrado antes de cada analise, e a medi¢édo da cor foi
realizada em dois locais diferentes em cada amostra, uma na coxa e outra na perna.

A determinacdo da oxidacdo lipidica foi realizada segundo o método
estabelecido por Zeb e Ullah (2016), com modificacbes. Essa andlise visa a
quantificacdo de malondialdeido (MDA) através da verificacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBA). As amostras foram desossadas e moidas

individualmente. A moagem foi feita com o auxilio de um processador. Foram pesadas
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trés gramas de cada uma das amostras e homogeneizadas em 15 ml de uma solucao

de 4mM de TBA em &cido acético glacial com 0,01 % BHT (Hidroxitolueno butilado).
A amostra foi, entdo, colocada em um agitador por 60 minutos. Apds, as mesmas
foram filtradas e, em uma proporcédo de 1:1, foram misturadas com uma solucéo de 4
mM de TBA e colocado em banho maria quente (90 °C) por 60 minutos, utilizando 4
ml de amostra filtrada e 4 ml de solugdo. As amostras, entdo, foram resfriadas e
mensuradas em um espectrofotometro (Amersham Biosciences; Ultrospec 3100 pro)
utilizando-se o comprimento de onda de 532 nm. Os testes de oxidacao lipidica foram
realizados em triplicata. Os resultados sdo apresentados em mg de MDA por kg de
amostra. Para definir as mg de MDA presentes nas amostras, utilizou-se de uma curva
padrdo criada a partir de uma série diluida de solu¢cdes de MDA (malondialdeido).
Para tal, foi feita uma reacdo de tetraetoxipropano (TEP -1 mM) com acido acético
glacial (100 mL) em banho maria quente (90 °C por 60 minutos). Depois, as diluicdes:
1 — 5ml solugédo TEP; 0,8 — 4 ml solugdo TEP + 1ml &cido acético; 0,6 - 3 ml solucao
TEP + 2ml &cido acético; 0,4 - 2 ml solugéo TEP + 3ml &cido acético; 0,2 - 1 ml solugéo
TEP + 4 ml &cido acético; 0,1 — 0,5 ml solucdo TEP + 4,5 ml 4cido acético; e 0 — 5 ml

acido acético.

Morfologia Intestinal

A avaliacdo da morfologia intestinal foi realizada através da coleta do primeiro
terco do duodeno das aves para realizacdo da andalise morfo histolégica das
vilosidades intestinais. Apos retirada do intestino, foi realizada coleta de fragmento
(2cm), a qual foi fixada em formalina 10% por 24 horas e conservada em alcool 70%
para avaliagdo das caracteristicas morfo histolégicas da mucosa intestinal (altura e
largura das vilosidades). O processamento histologico das amostras ocorreu no
Laboratério de Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) conforme
procedimento rotineiro para preparacdo de laminas histolégicas, coradas com
hematoxilina e eosina (HE), seguindo a metodologia de Prophet et al.(1992). Em cada
lamina confeccionada, foram medidos a altura e largura, em micra (um), de 6
vilosidades. A altura foi medida do apice a base de cada uma das seis vilosidades, e
alargura foi obtida com as medidas do maior distancia interna horizontal de cada uma
das vilosidades, através da digitalizacdo das amostras em objetiva de 20X, utilizando

microscopio Olympus BX41 e posteriormente utilizando o Software analisador de
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imagens Image G. Os resultados foram expressos em um.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi em blocos casualizado, com 4 tratamentos (4
dietas experimentais) e 4 repeticdes por tratamento onde cada galinheiro mével foi
um bloco. Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento
GLM (SAS, 1999) e as médias diferentes significativamente foram comparadas pelo
teste SNK a 5% de probabilidade. A andlise de regresséo foi testada onde a adicédo
de tanino foi considerada variavel regressora (p < 0.05).

RESULTADOS

O desempenho das aves durante o periodo experimental foi dentro do
esperado para a linhagem. Nao foram verificadas diferencas estatisticas entre os
tratamentos (Tabela 2) no periodo total do experimento, ou seja, a inclusdo de tanino
na dieta das aves nao prejudicou seu crescimento e desempenho ao longo do periodo

experimental.

Tabela 2 - Ganho médio de peso, consumo médio de racao e eficiéncia de frangos de
corte da linhagem Label Rouge, criados em sistema organico de producdo, que
receberam dietas com diferentes niveis de inclusdo de extrato de acacia negra na
dieta, dos 35 aos 63 dias.

Nivel de inclusédo do Ganho de peso médio
Consumo racéo (g) Eficiéncia (g/g)
extrato (9)

0 (control) 1194,38 3060,50 0,391

150 (mg/kg) 1119,35 3134,6 0,358

300 (mg/kg) 1167,95 3268,60 0,357

450 (mg/kg) 1192,75 3181,11 0,375

Probabilidades
P 0,150 0,442 0,406
cv 3,98 5,55 8,38

SE 46,54 175,65 0,03
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N&o houve diferenca no peso médio dos animais entre os tratamentos ao longo

do experimento (Figura 1).
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Figura 1 — Peso meédio (g) de frangos de corte da linhagem Label Rouge, criados em
sistema organico de producéo, recebendo dietas com diferentes niveis de

inclusédo de extrato de acécia negra na dieta, dos 35 aos 63 dias de idade.

Na avaliacado de desempenho semanal, houve diferenca significativa (P=0,058)
para consumo de ragdo na segunda semana (dias 42 a 49), onde os animais que
receberam dietas com 300 mg/kg do extrato de acacia negra foram os que
consumiram mais alimento (Tabela 3). Na analise de regressao da variavel para esse

periodo, encontrou-se efeito quadratico, como pode ser observado na Figura 2.
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Tabela 3 - Desempenho semanal de frangos de corte da linhagem Label Rouge, criados em sistema organico de producédo, que

receberam dietas com diferentes niveis de inclusao de extrato de acacia negra na dieta.

Nivel de inclusdo

Ganho de peso médio (g)

Consumo de racéo (g)

Eficiéncia (g/g)

d35-42 d42-49 d49-56 d56-63 d35-42 d42-49 d49-56 d56-63 d35-42 d42-49 d49-56 d56-63
0 (controle) 217,13 332,63 342,10 319,25 502,50 693,25° 906,3 1003,38 0,436 0,479 0,377 0,319
150 (mg/kg) 194,60 362,38 304,23 258,38 565,13 767,13 866,4 999,63 0,341 0,479 0,351 0,276
300(mg/kg) 252,70 32525 325,04 275,13 584,00 792,752 925,25 983,00 0,446 0,411 0,351 0,281
450(mg/kg) 250,13 320,50 322,5 336,63 589,63 741,25 1012,65 989,63 0,431 0,431 0,318 0,341
Probabilidades

P 0,231 0,333 0,416 0,236 0,364 0,058 0,213 0,651 0,367 0,287 0,422 0,430

Cv 18,58 9,84 16,36 18,93 13,02 5,96 10,92 8,26 21,67 21,76 22,31 20,14

Erro Padréo 42,49 32,99 0,736 56,30 72,96 44,65 0,25 80,82 0,09 0,09 0,09 0,06
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Figura 2 — Consumo médio de racdo (g) dos dias 42 a 49 (segunda semana de
experimento) de frangos de corte da linhagem Label Rouge, criados em
sistema organico de producéo, recebendo dietas com diferentes niveis

de inclusdo de extrato de acacia negra na dieta.

Os dados de oxidacao lipidica (expresso em mg de MDA/ kg de amostra) e cor
da carne da coxa e perna dos animais podem ser vistos na Tabela 4. Nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos, todavia podemos observar que existe uma

tendéncia de melhora com inclusdo do extrato de acacia negra na dieta.

Tabela 4 - Oxidacao lipidica e coloracdo da carne de coxa e perna de frangos de corte
da linhagem Label Rouge, criados em sistema orgéanico de producédo, recebendo

dietas com diferentes niveis de inclusdo de extrato de acacia negra.

L a* b* MDA

Perna Coxa Perna Coxa Perna Coxa (mg/kg de carne)
0 ma/kg 46,69 54,7 3,9 3,19 3,87 1,26 0,505
150 mg/kg 45,77 53,72 4,22 3,01 4,24 1,79 0,506
300 mg/kg 47,54 54,45 4,95 2,26 4,51 3,08 0,490
450 mg/kg 47,95 50,93 3,66 3,29 5,55 2,05 0.459

Probabilidades

P 0.307 0.665 0.404 0.099 0.195 0.0975 0.696
cv 10.22 11.07 9,77 3,12 2,71 3.14 1,29

Erro Padréo 0.755 0.679 0.276 0.207 0.356 0.354 0.026
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Os resultados das anadlises estatisticas para os atributos da cor em carne de
coxa e perna de frangos estao representados na Figura 3. A comparacao entre as
médias demonstrou ndo haver diferenca significativa, entre os diferentes niveis de
inclusdo ofertados nas dietas, para luminosidade e tom da carne das amostras
(P>0,05). Os valores encontrados estao de acordo com o esperado para a linhagem.

Na avaliacdo de morfologia intestinal (Figura 3), ndo houve diferenca estatistica
nos valores de altura e largura dos vilos com a inclusédo de extrato de acacia negra na

dieta dos frangos.
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Figura 3: Altura e largura (um) das vilosidades intestinais de frangos de corte, da
linhagem Label Rouge, suplementados com extrato de acacia-negra
(Altura: P=0,145; Largura: P=0,179).

DISCUSSAO

A grande maioria dos trabalhos com frangos de corte que testam a inclusédo de
alguma fonte de tanino na dieta dos animais € realizado com sorgo e suas variedades,
por se tratar de um possivel substituto do milho ou soja. Contudo, nos ultimos é
crescente 0 numero de pesquisas desenvolvidas com o uso de ingredientes
alternativos a base de plantas, evidenciando os inumeros beneficios que os taninos
podem trazer na producdo animal, e desmistificando o seu histérico como fator anti-
nutricional dos alimentos.

Como os taninos sao conhecidos por apresentar sabor adstringente, esperava-

se que houvesse restricdo no consumo, 0 que nado foi observado neste estudo,
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corroborando com os resultados encontrados por Petrolli et al. (2019), que avaliaram

suplementacado com um blend de extratos herbais, contendo 30% de extrato de acécia,
quando comparadas as aves mantidas no tratamento controle. Além disso, 0s mesmos
autores observaram maior ganho de peso e menor conversao alimentar (P<0,05) nas
aves. Os resultados encontrados pelos autores para a variavel ganho de peso (1-42
dias) foram 2515g para o tratamento controle e 27209, 27279, 27109 para incluséo de
300, 600 e 1200 ppm de extrato contendo acacia em sua composi¢cao. No presente
trabalho, apesar de ndo haver diferenca estatistica, podemos observar que nos
tratamentos onde houve a inclusédo do extrato, nas duas semanas finais, o ganho de
peso medio dos animais foi superior.

Carrasco et al. (2018) descreveram efeito de modulacdo microbiana intestinal
em frangos de corte através da utilizacdo de extratos herbais contendo taninos na
dieta, comprovando os efeitos benéficos de sua utilizacdo sobre o desempenho das
aves. Ainda, Ebrahim et al. (2015) verificaram melhora no perfil de aminoacidos do
musculo do peito de frangos de corte suplementados com taninos, gerando efeitos
positivos sobre o rendimento de carcaca e a conversao alimentar das aves.

A oxidacdo lipidica € um importante determinante da vida de prateleira da carne
e dos produtos carneos, pois € a principal causa da deterioracdo da sua qualidade
(Yesilbag et al., 2011). Antioxidantes sdo substancias naturais e ou sintéticas usadas
para prevenir a oxidacdo lipidica. Neste estudo, apesar de ndo encontrarmos
diferenca estatistica entre os tratamentos, foi possivel observar que as amostras de
carne dos animais que receberam o0s niveis mais elevados de extrato, apresentaram
0s menores valores de concentracédo de MDA (mg/kg de amostra), consequentemente
menor oxidacao lipidica. Gianenas et al. (2018), utilizando 3 diferentes compostos
fendlicos comerciais para avaliar os resultados encontrados frangos, relataram que os
niveis mais altos de fendis na dieta influenciam positivamente o desempenho do
frango e estabilidade oxidativa dos lipidios da carne.

Varios estudos avaliaram a atividade antioxidante de muitas ervas, especiarias
e seus extratos (Lopez-Bote et al., 1998; Botsoglou et al., 2002; Miura et al., 2002).
Enfase particular foi dada as ervas da familia Laminaceae, especialmente ao alecrim,
salvia, orégano e cha verde, todos com atividade antioxidante relatada (Economou et
al., 1991).

A aparéncia da carne € uma das primeiras caracteristicas observadas pelos
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consumidores, sendo a cor um importante atributo de qualidade que influencia a
aceitacdo do consumidor na compra da carne de frango e, geralmente. As alteracdes
nos valores da sua coloragao, principalmente em relacado a luminosidade (L*) estao
associadas as variag6es nos valores de pH final da carne (Ramos e Gomide, 2017).
Ja os valores referentes as coordenadas que indicam a coloracdo amarela da carne
(b*), séo influenciados pela presenca de carotenodides na dieta dos animais (Harder et
al., 2010). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos
(P<0,05) para a coloragéo da carne da coxa e perna. Apesar de ndo haver muitos
estudos avaliando os efeitos dos fitogénicos sobre a cor destes cortes, os valores
encontrados no presente trabalho se encontram dentro dos valores relatados
anteriormente por outros pesquisadores (Cruz, 2019; Harder et al., 2010).

Em geral, a inclusdo de aditivos com polifendis na dieta de frangos de corte
promove uma maior defesa antioxidante no organismo, o que pode ser responsavel
por reducdo na oxidacdo dos pigmentos de mioglobina, aumentando assim a
intensidade da cor da carne (Boiago et al., 2014). Os antioxidantes naturais, assim
como os antioxidantes sintéticos, agem na fase de iniciacdo da reacao, reagindo de
forma a interferir na participacdo do O2 ou competindo com os radicais livres dos
acidos graxos (Bobbio et al., 1992). As atividades de sequestro de radicais livres e
antioxidantes dependem do arranjo dos grupos funcionais ao redor da estrutura
nuclear, sendo que o numero e a configuracdo dos grupos hidroxila doadores de
hidrogénio séo as principais caracteristicas que as influenciam (Cao et al., 1996). Os
antioxidantes naturais atuam como agentes redutores, como quelantes ou
sequestradores de oxigénio singlete, inibidores de radicais livres e como
desativadores de metais pré-oxidantes (Pratt, 1992; Rice-Evans et al., 1995).

Neste estudo, a suplementacdo dietética com extrato de acacia-negra ndo
afetou a altura e a largura das vilosidades nas se¢des duodenais de frangos de corte
da linhagem Label Rouge em comparagdo com o grupo de controle. Todavia, os
valores para estas variaveis foram maiores nos animais que receberam
suplementacdo na dieta, 0 que mostra um efeito promissor extrato testado na saude
intestinal de frangos. O aumento da altura e da largura das vilosidades estéo ligados
ao aumento da area de superficie que, por sua vez, leva a uma melhor digestédo e
absorcdo (Murugesan et al. , 2014). Este aumento também sugere um maior numero
de células caliciformes por vilo, indicando maior producdo de mucinas e compostos

de glicoproteina que se ligam com o agente patogénicos e bactérias, evitando assim
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a sua ligacdo com a mucosa intestinal (Chacher et al. , 2017).

Ahsan et al., (2018), testando um blend de aditivos fitogénicos para frangos de
corte da linhagem Ross, relataram melhora significativa na altura e largura das
vilosidades intestinais dos animais. Os autores afirmam que compostos fitogéncios
apresentam resultados promissores, porém a disponibilidade de uma grande
variedade moléculas bioativas e ingredientes ativos disponiveis nesses compostos
dificultam a comparacéo dos resultados das investigacfes cientificas. Petrolli et al.,
(2019) mostram em seu estudo que as aves que receberam 1200ppm do blend de
compostos herbais com 30% de extrato de acacia, apresentaram maior altura de
vilosidade em relacdo as aves alimentadas com 300ppm e as aves pertencentes ao
controle negativo. Este comportamento observado pode ter ocorrido em virtude do
efeito dos taninos sobre a microbiota, diminuindo o desafio sanitario entérico e
melhorando os parametros da saude intestinal. Carrasco et al. (2018) comprovaram o
efeito modulador na microbiota intestinal através da utilizacdo de taninos na dieta, o
gue corrobora os dados constatados.

De forma geral, o uso de extrato de acéacia negra pode ser utilizado sem
prejuizos aos frangos de corte, e deve ser encorajado, uma vez que o pode trazer
beneficios a qualidade da carne e morfologia intestinal, sem limitar consumo de
alimento, tdo pouco interferir de forma negativa no ganho de peso dos animais.
Encontrar um suplemento que ajude na reducdo da oxidacao lipidica e,
conseguentemente, manutenc¢éo da qualidade de carne por mais tempo, é de grande
importancia. A carne de frango é mais suscetivel a oxidacao lipidica do que a carne
bovina e suina, pois possui maior propor¢ao de acidos graxos poli-insaturados na sua
composi¢do, originando radicais livres, formando 6xidos de colesterol, alterando a
composicdo de 4cidos graxos e a producdo de compostos volateis, que promovem
alteracbes sensoriais, ocasionando reducdo do valor nutricional durante o
processamento e armazenamento (Silva, 2019). Os resultados da morfologia intestinal
do presente estudo, sugerem que a suplementacdo com acacia negra poderia
melhorar a microbiota intestinal em frangos de corte, uma vez que maiores tamanhos
de vilosidades elevam, potencialmente, a capacidade absortiva do intestino, e
consequentemente, propiciam um ambiente com maior diversidade de microbiota

intestinal.
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1. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados demonstram que o uso de extrato de acacia negra,
composto rico em taninos condensados, pode ser uma alternativa viavel como aditivo
na alimentacdo de aves de postura, frangos de corte e suinos nas fases de
crescimento e terminacdo. A adi¢do de taninos, nos niveis propostos, ao contrario do
esperado néo interferiu ou limitando o consumo de nenhuma das espécies estudadas.
Também néo afetou de maneira negativa o desempenho dos animais, 0 que seria
esperado devido aos diversos fatores antinutricionais associado aos taninos.

Nas poedeiras, a inclusao do aditivo teve efeito positivo na integridade do coxim
plantar das aves, evidenciando as propriedades antimicrobianas e antioxidantes dos
taninos condensados presentes no extrato de acécia negra. Esse resultado é de
extrema importancia, pois representam uma garantia da integridade de patas nas aves,
sendo uma alternativa para manutencdo do bem-estar animal, além de manter a
qualidade de uma parte dos frangos que possui uma valorizagdo crescente no
mercado, as patas. Paises como a China consomem muito esse corte, e até mesmo
no Brasil o consumo vém sendo estimulado, e uma alternativa que ajude na
manutenc¢do da qualidade do mesmo, € de grande validade. A inclusdo de taninos na
dieta de frangos e suinos, resultou em tendéncias na melhoria da qualidade da carne
de ambos, diminuindo os valores de oxidacao lipidica, fato que é essencial para
manutencdo da sua qualidade ao longo da vida de prateleira. Além disso, na carne
suina também foram notadas melhoras na coloracdo e maciez. Outro resultado
positivo encontrado no trabalho foi o aumento da diversidade do microbioma dos
suinos que receberam dietas com adicdo de tanino. As principais func¢des da
microbioma intestinal para seu hospedeiro incluem atividades metabdlicas que podem
resultar no melhor aproveitamento de energia e nutrientes absorviveis, maturagdo do
epitélio intestinal e sistema imune, protecdo do animal contra a colonizacdo de
microrganismos patogénicos, auxiliando na homeostase. Desta forma, o0 extrato
utilizado nesse estudo pode funcionar como modulador de microbioma de maneira
favoravel, e esta modulagédo pode influenciar o desempenho dos animais. Estudos
com uso do extrato nas fases iniciais devem ser encorajados, uma vez que 0S

resultados encontrados séo promissores.
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Por fim, os resultados evidenciam que o0 uso de extrato de acéacia negra,
composto rico em taninos condensados apresenta propriedades que podem interessar
a producdo animal, no entanto, ainda é preciso estudar suas interagdes com outros
aditivos para que se tenha um melhor conhecimento, bem como, aplicar o produto em
algum caso de desafio (sanitario ou nutricional). Por ser tratar de um composto natural,
0 extrato também pode ser utilizado em sistemas organicos e agroecologicos, sem
ferir as normas de utilizagéo de aditivos dos mesmos e trazendo melhores resultados

zootécnicos as propriedades.
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2. ANEXOS

Anexol: Tabelas dos Anexos I, IV e V da Portaria n°® 52, de 15 de Marco de 2021,
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

ANEXO Il

SUBSTANCIAS E PRODUTOS AUTORIZADOS NA ALIMENTACAO DE ANIMAIS EM
SISTEMAS ORGANICOS DE PRODUCAO

SUBSTANCIAS E PRODUTOS* CONDICSES DE USO

Algas marinhas tem que ser lavadas a
fim de reduzir o teor de iodo.
IAtendidos os critérios constantes no
art. 60 deste Regulamento Técnico.
Enzimas Desde que de origem natural.
Extratos protéicos vegetais -

Algas e seus derivados

Aminodcidos, vitaminas e pré-vitaminas

Forragens e outros alimentos grosseiros e
seus derivados

Frutas e seus derivados -

iGrdos de cereais, seus produtos e
subprodutos

Hortalicas e seus derivados -

Lactose em pd somente extraida por
meio de tratamento fisico.

Melaco -
Microrganismos B
Oleos e gorduras -
Peixes, outros animais aguaticos e
derivados

Pds e extratos de plantas -
Produtos de animais terrestres e seus

Herivadns (taiz cama farinha de caneue Atender a lesiclarfa cenccifien
It pes oo et Bt o paerisriae n 5.2 o 15-da-raa oo go- 2021 - 310003720 T3

Leite, produtos e subprodutos lacteos




R L LL LN L T TT P T P P ST

farinha de carne e 05505, entre outros)

[N g e e o B

5al marinho

IO produto nao pode ser refinado.

Bementes ou frutos de leguminosas, de
oleaginosas e outras e seus derivados

Tubérculos, ralzes @ seus derivados

Arido acético

A cido fdrmico

i cido lactico
Acido propidnico

Para usn apenas para ensilagem,

Argilas cauliniticas
[Bentonita
Diatomita

Perlita

Lepiolita

Utilizados como agentes aglutinantes,
lantiaglomerantes e coagulantes
aditivos tecnaldgicos).

ilica coloidal
Warmiculita

icarbonata de sddio
alcario calcitico
arbonato de ciloo
arbonato de sadio
loreto de sadia
osfato bicilcico desfluorado
osfatos bicaldcos de osso precipitados
osfato monociicico desfluorado
luconate de caloio
actato de calcio
agnésio anidra
Bal ndo refinado
Sulfato de magnésio
Bulfato de sodio

Permitidos desde que n3o contenham
residuos contaminantes oriundos do
processo de fabricacio.

Carbonato bisico de cobalto
Imaonohidratado
Carbonato basico de cobre monohidratado
)Carbonato de magnésio
Carbonato de zinco
iCarbonato ferroso
Carbonato manganoso
Cloreto de magnésio
lodato de célcio anidro
lodato de célcio hexahidratado
lodeto de potdssio

olibdato de amdnio

clipdato de sédip

wide euprice

xido de zinco

wido férrica

aigen Eo B ]

Permitidos desde que ndo contenham
residuos contaminantes oriundas do
processo de fabricacdo,
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xido manganosoe & oxido manganico
lenato de sadio
lenito de sddio
Ifato de cobalto mona ou
eptahidratado
Ifato de cobre penta-hidratado
Ifato de zinco mono ou heptahidratado
Ifato ferraso monohidratade
[fato manganoso maono ou
etrahidratado
* A5 substdncias e produtos deverde ser utilizados de acordo com o estabelecide no
plano de manejo organico.

ANEXD IV

SUBSTANCIAS E PRODUTOS AUTORIZADOS NA DESINFESTACAD, HIGIENIZACAD E
CONTROLE DE PRAGAS DAS COLMEIAS EM SISTEMAS ORGANICOS DE PRODUCAO

SUBSTANCIAS E PRODUTOS*
Y cidos acético, farmico, latico, axdlico, peracético
Apentes de controle bioldgico

Alcool

Cal (dxido de cdlcio) e cal virgem

Detergentes biodegradaveis

Enxofre

Eucaliptol, mental & timal

Extratos vegetais

Hipoclorito de sadio

Perduido de hidrogénio

Potassa caustica {dxido ou hidroxido de potassio)

Rabbes potdssicos e sodicos

Boda caustica

*As substincias e produtos dever3o ser utilizados de acordo com o estabelecido no
plano de manejo organico.

ANEXO VW

SUBSTANCIAS E PRODUTOS AUTORIZADOS COMO FERTILIZANTES, CORRETIVOS E
SUBSTRATOS EM SISTEMAS ORGANICOS DE PRODUCAD

RESTRICDES, DESCRICDES, REQUISITOS DE
COMPOSICAD E CONDICOES DE USO
. Condicdes adicionais para
SUBSTANCIAS E PRODUTOS Condicses Garaig |28 substancias e produtos
¢ obtidos de sistemas de

w2 ol L s - T e 01 T
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producio ndo orginicos

cido bodrico e barax

Permitidos somente em
biofertilizantes na
concentracdo maxima de
g por litro, desde que
utorizado pelo OAC ou
pela OCS,

Wcidos naturais nao

Permitido o uso como
acidificante no preparo

Fimaticos de biofertilizantes.
Bdubos verdes -
esde que provenientes
Algas marinhas e extracdo legal oude |
redugdo legalizada.
Argilas lpesde que provenientes |

de extragao legal.

omponentes de origem

E:::fertiliza ntes abtidos de
getal

LSO & manejo nia
cawsem danos 3 saude e
lao meio amblente,

Permitidos desde gue seulapenas substancias e

Permitidos desde que a
matéria-prima contenha

produtos autarizados neste
Regulamento Tecnico.
Permitidos somente com a
lautarizacdo do OAC ou da
CS,

Carbonatos, hidraxidos e

Kxidos de cilcio e magnésio
fcalcarios e cal)

KCarcagas e residuos de abate
para consumo progrio

ermitidos desde gue
riundos da propria
nidade de producio,
ompostados e
ioestabilizados.
ermitidos somente com
autorizacdo do OAC ou
da OC5.

Permitidos apenas se
oriundos da producio
paralela.

Cloreto de calcio

Permitido somente nas
formulactes de
bicfertilizantes, na
jconcentracdo maxima de
12 g por litro, desde que
lautorizado pelo OAC ou
ela OCS,

L LI

Permitido somente com a

fautorizacdo do OAC ou da
105,

1 andlise de risco indicard al
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K.omposto organico,
vermicomposto

ermitidos desde gue seujdos contaminantes

50 € manejo nao
ausem danos a saude e
0 meio ambiente.

SO W B2 R T DR MARCO O S0 - ORI W S OF S DN MARCO OF 287 - DOU - begrenes Macare

ecessidade de verificacdo

onstantes do Anexo VI
este Regulamento
écnico, e deve levar em
onsideracdo o
stabelecimento ou
propriedade de origem do
insumo, ndo sendo
brigatéria por partida.

omposto proveniente de
residuos organicos
Komésticos, residuos de
limentos oriundos de

omercializagdo, residuos do

ermitidos desde que

riundo de coleta seletiva

bioestabilizado.

SO € manejo ndo

reparo e consumo em =

. ausem danos a saide e
stabelecimentos comercials 2 f
? et o0 meio ambiente.
industriais

ermitidos desde que seu

ermitidos desde que ndo
sado diretamente nas
partes aéreas comestiveis,
autorizado pele OAC ou
CS mediante a realizacdo
e analise de risco,
analise de risco indicara 3
necessidade de verificacdo
0s contaminantes
nstantes do Anexo VI

este Regulamento
écnico, e deve levar em
onsideragao o
stabelecimento ou
propriedade de origem do
nsumo, ndo sendo
lobrigatoria por partida.

Escorias industriais de

Respeitados os limites
maximos de metais
pesados estabelecides no
exo V1 deste

31 axocs!

reacdo basica egulamento Técnico.
ermitidas somente com
autoriza¢do do OAC ou
a 0CS.
termitido somente com a
Enxofre elementar utorizagdo do OACou |
da OCS.
Desde que ndo sejam
eneticamente
modificados ou originarios
Enzimas, inoculantes e » orgamsmos
Imicrorganismos § ene_ncamen(e
modificados.
Desde que ndo causem
anos a saude e ao

.
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| lmbiente.

Excrementos de animais,

origem animal

compostos e biofertilizantes
obtidos de componentes de

produto oriundo de
istemas ndo organicos de
riacdo s6 serd permitido
uando na regido ndo
xistir alternativa
isponivel e devera ser

ermitidos desde que
ompostados ou
ioestabilizados, para
plicagdo direta no solo.
uando ndo
ompostados, aplicar
om pelo menos 60
sessenta) dias de Permitido somente com a
ntecedéncia da colheita [autorizagdo do OAC ou da
m caso de culturas que JOCS.
ossuam partes analise de risco indicara 3
omestiveis em contato |necessidade de verificacdo
om o solo. os contaminantes
roibida a aplicagdo onstantes do Anexo VI
ireta nas partes este Regulamento
omestiveis. écnico, e deve levar em
ermitidos desde que seujconsideragdo o
50 € manejo ndo stabelecimento ou
ausem danos a saude e |propriedade de origem do
0 meio ambiente, insumo, ndo sendo
jobrigatéria por partida.

lanimais carnivoros

Excrementos humanos e de

4o aplicado a cultivos
ara consumo humano.
iocestabilizado.

3o aplicado em
dubagio de cobertura

a superficie do solo e Uso probida.

Aonyeticos arte aérea das plantas.
ermitidos somente com
autorizagdo do OAC ou
da OCS.
Fosfatos de rocha,
hiperfosfatos e - -
termofosfatos
icronutrientes - Boro (B), y
obre (Cu), Cloro (Cl), Dictalé que 3 produtd S
obalto (Co), Ferro (Fe), constumlf!o somente por
ubstincias autorizadas
anganés (Mn),
olibdénico (Mo) e Zinco e Reguinimento
eécnico.

Zn)

os de rocha

Respeitados os limites
maximos de metais

- pesados estabelecidos no
nexo VI deste

A X3 Iweat
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| Regulamento Técnico.
ermitidos desde que a
atéria-prima contenha
penas substancias e
PG de serra, casca e outros  Jprodutos autorizados Permitidos desde que
derivados da madeira, pé de peste Regulamento jam oriundos de
arvao e cinzas ecnico. tividade legal.
ermitidos desde que
jam oriundos de
tividade legal.
Preparados biodinamicos e
homeopaticos I i
ermitidos desde que
rocessados,
uso em partes Restricao para
Proz?utos sl omestiveis das plantas é contaminac¢do quimica e
Pquicultura e pesca o AR
ermitido somente com afbiologica.
utorizacao do OAC ou
a OCS.
ermitidos desde gue
jam oriundos de
tividade legal.
ermitidos desde que seu|Desde que n3o sejam
SO € manejo ndo eneticamente
Pro’dutos., subproditus 8 ausem danos a saude e |modificados ou derivados
residuos industriais de
origem vegetal 0 mgiP ambiente. e organlsmos
ermitidos somente com [geneticamente
autorizagdo do OAC ou |modificados.
a 0CS.
roibido o uso de vinhaca
monica.
produto oriundo de
istemas de criagdo com o
usc intensivo de alimentos
produtos veterinarios
ndo autorizados neste
Regulamento Técnico so
rd permitido quando na
ermitidos desde que regiio n.So S,
; g Iternativa disponivel.
Produtos e subprodutos Eelam ariundos de a anblise de tisco kdicard o
processados de origem tividade legal e somente :
: < necessidade de verificacio
pnimal com a autorizagdo do F
DAC ou da OCS. idos contaminantes
constantes do Anexo V|
ideste Regulamento
Técnico, e deve levar em
cmmeldase e w -
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stabelecimento ou

ropriedade de origem do
insumo, ndo sendo

brigatorias por partida.

Residucs de biodigestores e
e lagoas de decantagdo e
fermentagao

ermitidos desde que sey

$0 € manejo nao
ausem danos a saude e
0 meio ambiente.
ermitidos desde que
ioestabilizados.
roibido o contato com
artes comestiveis das
lantas.

roibidos residuos de
iodigestores e lagoas
ue recebam
xcrementos humanos.

Permitidos somente com a
utorizagao do OAC ou da

analise de risco indicara 3
necessidade de verificacio
0s contaminantes
onstantes do Anexo VI
este Regulamento
écnico, e deve levar em
onsideragdo o
stabelecimento ou
propriedade de origem do
nsumo, ndo sendo
brigatérias por partida.

residuos de origem vegetal,

ncluindo materiais de podas|

Permitidos somente com a
utorizagao do OAC ou da
CS.

Desde que n3o sejam
eneticamente

odificados ou derivados

analise de risco indicar3 3|
necessidade de verificagdo
0s contaminantes
nstantes do Anexo VI
este Regulamento
écnico, e deve levar em
onsideragdo o
stabelecimento ou
ropriedade de origem do
insumo, ndo sendo
brigatérias por partida.

Solo

ermitido desde que
btido sem causar dano
mbiental.

Ii)esde que ndo tenham
ido utilizados substancias
e produtos ndo autorizados
neste Regulamento
Técnico, nos Ultimos 18
meses.

Lermitidos desde que

]

Proibido o uso de radiagdo.
Permitido desde que utilize
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btido sem causar dana
mbiental.
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penas substincias e
produtos autorizados neste
Regulamento Técnico.

Fubstrato para produgSo
fora do solo

Permitidos desde que
obtido sem causar dano
famn blental.

Proibido o uso de radiacio.
Permitido desde que utilize
apenas substancias e
produtos autorizadoes neste
Regulamento Técnico,

Ma produgio de mudas ¢
de cogumelos orgdnicos,
50% da composicio do
fsubstrato devera ser
oriundo de sistermas
organicos de produgac.

Bulfato de cdlcio (gesso)

Desde que o nivel de
radioatividade nio
ultrapasse o limite maxzimo
regulamentado,

ioipsita (gesso mineral) sem
restricao,

Bulfato de magnésio ou
ulfato de magnesio
manohidratada

K ieserita)

ﬁuis de extracio mineral,
ermitido desde que de
ofigem natural,

Sulfato de potassio e sulfato
duplo de potassio e

Desde que obtidos por
procedimentos fisicos, ndo
lenriquecidos por processa
quimico e ndo tratados
jquimicamente para o

contaminantes ndo
ultrapassem os
stabelecidos no Anexo
| deste Regulamento
ecnico,

I agnésio aumento da solubllidade.
Permitidos somente com a
lautorizagdo do OAC ou da
iICS,
fwtorizado apenas como
veiculo nas formulagBes
de inoculantes
microbianos, desde que
leproveniente de extragio
Turta egal e gue os limites de |

*hs substancias e produtos deverdo ser utilizados de acordo com o estabelecido no

plano de manejo organico,

I I TE
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Anexo 2: Galinheiros moveis experimentais construidos para a realizacao do estudo

de frangos de corte em sistema organico de producao.
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Comissdo de Etica no Uso de Animais
da

Universidade Federal de Santa Maria

1960

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do uso de extrato de tanino condensado de Acacia meanrsii (Acacia Negra) na
alimentacao de nao ruminantes”, protocolada sob o CEUA n°® 4474130720 (b 003180), sob a responsabilidade de Vladimir de Oliveira
e equipe; Bruna Poletti; Henrique da Costa Mendes Muniz; Josué Sebastiany Kunzler; Luciane Inés Schneider; Arlei Rodrigues Bonet
de Quadros; Marrone da Silva dos Santos; Alexandre de Mello Kessler - que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino

- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA da UFSM) na reunido de 15/09/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 01/2020 a 01/2021 Area: Departamento de Zootecnia

Santa Maria, 20 de maio de 2022

r
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¥
Dra. Patricia Braunig Profa. Dra. Vania Lucia Loro
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Maria Universidade Federal de Santa Maria

Avenida Roraima, 1000, Reitoria, 7° andar, sala 763 - CEP 97105-900 Santa Maria, RS - tel: 55 (55) 3220-9362
Horario de atendimento: 8h30 - 11h30 e 13h30 - 16h30 : e-mail: ceua.ufsm@gmail.com
CEUA N 4474130720



3. VITA

Bruna Poletti, filha de Fatima Maria Poletti, nasceu em 6 de Julho de 1992 em
Sapucaia do Sul. Residiu em Sao Leopoldo durante parte da sua infancia e
depois mudou-se para Garibaldi, onde terminou de cursar o ensino fundamental
na Escola Municipal de Ensino Fundamental Visconde de Caird. Concluiu, em
2009, o ensino médio concomitantemente ao curso Técnico em Agropecuaria
com Habilitagdo em Zootecnia no Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e
Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS), Campus Bento Gongalves. Em Margo
de 2010 iniciou o curso de Zootecnia na Universidade Federal do Pampa
(UNIPAMPA). Graduou-se como Zootecnista em marco de 2015. Em 2017,
obteve o titulo de Mestra em Zootecnia pelo Programa de Pds-Graduagdo em
Zootecnia da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), como bolsista CAPES, sob orientacéo da professora Dra. Maité
de Moraes Vieira, com a dissertacdo “Vida de prateleira de ovos de poedeiras
com diferentes idades de postura em sistema organico de produgdo”. Em margo
de 2018 iniciou o Doutorado em Zootecnia no mesmo Programa de Pés-
Graduacao, como bolsista CNPq, sob orientacdo do Prof. Dr. Alexandre de Mello

Kessler, submetendo sua tese a exame em Marco de 2022.
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