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RESUMO

ESTIMATIVA DE CONSUMO DE METABOLITOS SECUNDARIOS A PARTIR
DE SUA CONCENTRACAO FECAL EM OVINOS

Autor: Henrique Jonatha Tavares?

Orientador: Prof. Cesar Henrique Espirito Candal Poli

A estimativa do consumo de compostos secundarios das plantas por animais em
pastejo continua sendo um desafio nas pesquisas de nutricdo animal. Objetivou-
se estimar o consumo de compostos secundarios de plantas, como fendis,
taninos e tocoferdis, pelos ovinos a partir da concentracdo desses compostos
nas fezes. Para tal, foram coletadas amostras fecais de 39 cordeiros machos,
castrados da raca Crioula Lanada, com 150 dias de idade, e peso vivo inicial
médio de 22,53 + 3,77 kg. Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em
baias individuais formando quatro grupos que receberam dietas distintas, sendo:
1) dieta controle, formulada com casca de soja, milho e farelo de soja, sem
adicdo de compostos antioxidantes; 2) dieta controle com adi¢cao de a-tocoferol
(400 mg/kg); 3) dieta controle com adicdo de extrato taninifero de Acacia negra
(4% MS da dieta) e 4) dieta controle com adicdo de a-tocoferol e extrato
taninifero de Acéacia negra, nas mesmas quantidades dos tratamentos
anteriores. A oferta de racdo e a sobra foram pesadas diariamente para
determinacdao do consumo real dos animais. Ap6s periodo de adaptacédo dos
animais a dieta, as fezes foram coletadas direto do reto dos animais durante
cinco dias consecutivos e armazenadas a -20°C para posterior avaliagcdo das
guantidades de taninos e tocoferol. Além das fezes, foram realizadas coletas das
diferentes dietas fornecidas, para analise dos compostos. As amostras foram
liofiizadas e a quantidade de fendis e taninos foi determinada por
espectrofotometria, enquanto a concentracdo de tocoferol foi determinada por
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Analises de variancia e
regressdes lineares foram realizadas para verificar diferencas entre as dietas e
uma possivel relacdo entre a quantidade dos compostos ingeridos (quantidade
conhecida) e a quantidade eliminada nas fezes. As andlises estatisticas
mostraram diferenca significativa (P <0,05) nas quantidades de taninos e
tocoferol nas quatro dietas (racdo e fezes). Foram criadas cinco equacdes de
regressao para os compostos avaliados (alfa-tocoferol, fendis totais, taninos
totais, taninos condensados e taninos hidrolisaveis). Dentre as equac¢des criadas
para predicdo de consumo de cada composto, a de maior r? (0,59) foi a de fenodis
totais, mostrando-se melhor ajustada para estimativa de fendis totais
consumidos pelos ovinos.

Palavras-chave: cordeiro; fenol; ingestdo; modelo matematico; tanino;
tocoferol.

! Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (48 p.) Abril, 2022.
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ABSTRACT

ESTIMATED CONSUMPTION OF SECONDARY METABOLITES FROM
THEIR FECAL CONCENTRATION IN SHEEP
Author: Henrique Jonatha Tavares?
Supervisor: Prof. Cesar Henrique Espirito Candal Poli.

Estimating the consumption of secondary plant compounds by grazing animals
remains a challenge in animal nutrition research. The objective of this work is to
estimate the consumption of secondary plant compounds, such as phenols,
tannins and tocopherol, by sheep from the concentration of these compounds in
the feces. For this, fecal samples were collected from 39 male lambs, castrated,
crosses Crioula Lanada breed, with 150 days of age, and average initial live
weight of 22.53 + 3.77 kg. The animals were randomly distributed in individual
pens, forming four groups that received different diets, as follows: 1) control diet,
formulated with soybean hulls, corn and soybean meal, without the addition of
antioxidant compounds; 2) control diet with the addition of a-tocopherol (400
mg/kg); 3) control diet with the addition of Acacia tannin extract (4% DM of the
diet) and 4) control diet with the addition of a-tocopherol and Acacia tannin
extract, in the same amounts as in the previous treatments. The feed supply and
leftovers were weighed daily to determine the real consumption of the animals.
After a period of adaptation of the animals to the diet, the feces were collected
directly from the animals' rectum for five consecutive days and stored at -20°C
for later evaluation of the amounts of tannins and tocopherol. In addition to the
feces, different diets were collected for analysis of the compounds. The samples
were lyophilized and the amount of phenols and tannins was determined by
spectrophotometry, while the concentration of tocopherol was determined by
HPLC (High Pressure Liquid Chromatography). Analysis of variance and linear
regressions were performed to verify differences between the diets and a
possible relationship between the amount of compounds ingested (known
amount) and the amount eliminated in the feces. Statistical analyzes showed a
significant difference (P <0.05) in the amounts of tannins and tocopherol in the
four diets (feed and feces). Five regression equations were created for the
evaluated compounds (alpha-tocopherol, total phenols, total tannins, condensed
tannins and hydrolysable tannins). Among the equations created to predict the
consumption of each compound, the one with the highest r? (0.59) was that of
total phenols, showing potential for estimating total phenols consumed by sheep.

Keywords: intake; lamb; mathematical model; phenol; tannin; tocopherol.

2 Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (93 p.) Abril, 2022.
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1 INTRODUCAO

A criagdo de ruminantes em sistemas pastoris, sejam eles bovinos,
ovinos, caprinos ou bubalinos, depende diretamente da quantidade e qualidade
dos nutrientes ingeridos. H4 uma influéncia direta das quantidades consumidas
com o desempenho dos animais. Entretanto, a estimativa de consumo de
compostos secundarios das plantas pelos animais em pastejo ainda é um grande
desafio. Faz-se necessario um entendimento quantitativo em relacdo ao
consumo desses compostos pelos animais para que sua nutricio possa ser o
mais assertiva possivel e consequentemente atinjam os indices produtivos
esperados (MAYES & DOVE, 2000).

Dos compostos secundarios presentes nas forrageiras, destacam-se em
relacdo a pecuaria os taninos condensados (POLI et al., 1998; LIU et al., 2011)
e os tocoferdis (TURNER et al., 2002; SANT'ANA et al., 2011; RIPOLL et al.,
2013). Apesar de haver importantes trabalhos no mundo com a utilizacdo de
taninos condensados e tocoferéis (POLI et al., 1998; WAGHORN, 2008; LIU et
al., 2011; LOUVANDINI et al.,, 2011; RIPOLL et al., 2013), ainda é pouco
conhecido o efeito desses compostos secundarios, presentes em gramineas e
leguminosas, sobre a produtividade e qualidade da carne de cordeiros sendo

escassos também dados de consumo desses compostos de forma natural.

Entretanto, j& foi demonstrado que cordeiros criados consumindo
forragem fresca podem apresentar concentragbes elevadas de a-tocoferol
muscular, contribuindo para uma melhor estabilidade oxidativa e cor da carne.
Segundo MCDOWEL (1996), a vitamina E é sintetizada e encontrada
primariamente nas plantas. Os 6leos encontrados nas plantas constituem uma
rica fonte de vitamina E. Todas as plantas contém alfa-tocoferol em suas folhas
e outras partes verdes, contido em grande parte nos cloroplastos das células das
plantas.

Um dos objetivos da suplementacéo da vitamina E é retardar a oxidagao
de lipideos nos alimentos carneos. Como é uma vitamina lipossoluvel, o alfa-
tocoferol se distribui entre as biomembranas e assim sua concentra¢cdo aumenta
com a suplementacao da dieta de forma a proteger os 4cidos graxos insaturados

da membrana contra a oxidagdo. Suplementagdo com vitamina E retarda a
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oxidacao lipidica em carne fresca durante a exposicdo e condigbes de varejo
(Lages, 2004). A vitamina E € considerada um supressor de radicais livres em
membranas bioldgicas, pois sua localizacao dentro da biocamada bioldgica das
membranas celulares prové um meio de controlar a oxidacao lipidica ao sitio de
iniciacao e propagacao (Jensen et al., 1998).

Ja os taninos sdo compostos secundarios das plantas ligados a sua defesa
contra patdgenos, fungos, condicbes ambientais adversas e ao proprio consumo
da planta por animais. Logo, quanto maiores os desafios encarados pela planta
maior sera a concentracéo de taninos (CORDAO; FILHO; BAKKE, 2010). Podem
variar de concentracdo nos tecidos vegetais, dependendo da idade, condicéo
fisioldgica, tamanho e parte coletada da planta, da época ou do local de coleta
(TEIXEIRA, SOARES & SCOLFORO, 1990; BASTIANETTO & QUIRION, 2002).
Os taninos sdo principalmente encontrados nos vacuolos das plantas,
interferindo no metabolismo vegetal somente apds lesdo ou morte das mesmas
(CANNAS, 2005).

Varios sao os métodos utilizados para a andlise de fendis totais e taninos
totais, entretanto devido a essa variacdo na estrutura e composicao torna-se
dificil adequar os resultados analiticos aos efeitos nos animais. Mas sabe-se que
os taninos tém um importante papel na nutricdo animal, exercendo efeitos
adversos e/ou benéficos. Seus beneficios estdo em grande parte ligados a
habilidade desses compostos em formar complexos com varios tipos de
moléculas. Além da capacidade dos taninos em precipitar proteina, eles também
sdo capazes de interagir com outras macromoléculas, como carboidratos e
membrana celular das bactérias (LEINMULLER & KARL-HEINZ, 1991).

Muitos trabalhos citados na literatura mostram que quantidades de taninos
condensados entre 10 a 40 g.kg-1 MS podem prevenir o timpanismo; aumentar
o fornecimento de proteina “by-pass” para digestado no intestino delgado, além
de tornar a utilizacdo de aminoacidos essenciais da dieta mais eficiente
(BRANDES & FEITAS, 1992).

Os métodos mais usados para a determinagdo de taninos em forragens
sdo os métodos colorimétricos. Entretanto, ainda podem ser utilizadas outras
ferramentas HPLC (cromatografia liquida de alta resolucdo), gravimetria,

métodos de ligagéo e precipitacdo com proteinas. Entretanto, a maioria desses
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métodos avalia as concentragdes de taninos ndo em valores absolutos, mas em
relacdo a padrdes, por exemplo, acido tanico e acido galico (SALUNKHE et al.,
1990).

Este trabalho encontra-se dividido em dois capitulos. O primeiro contendo
uma introducdo e revisdo do tema, assim como hipdteses e objetivos. Ja o
segundo capitulo traz um artigo cientifico que serd submetido a revista Tropical
Animal Health and Production, intitulado “Estimativa de consumo de compostos

secundario das plantas através de sua concentracdo nas fezes de ovinos”.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Tocoferol

O tocoferol, conhecido genericamente como vitamina E € composto por
oito diferentes tipos de tocoferdis e tocotriendis dentre os quais se destaca com
maior poder antioxidante o alfa-tocoferol (BUETTNER, 1993), vide Figura 1. Os
tocoferdis possuem uma cadeia lateral saturada, enquanto os tocotriendis
possuem uma cadeia lateral insaturada contendo trés ligacdes duplas. Além
disso, quatro tocoferdis (alfa, beta, gama e 6mega) e quatro tocotriendis (alfa,
beta, gama e 6mega) sdo diferenciados pela posicdo dos grupos metil (-CH3)
nas posicdes 5, 7 ou 8 do anel chroman (COLOMBO, 2010).

CHz GCHg
HsC O CHg

CHj

Figura 1. Estrutura quimica da molécula de alfa-tocoferol
(https://www.researchgate.net/publication/342078411).
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De uma forma resumida, o tocoferol age no organismo inibindo a
peroxidacao lipidica doando hidrogénio para os radicais peroxila. Essa reacao
irreversivel torna os radicais livres inativos e consequentemente incapazes de
gerar danos celulares (BUETTNER, 1993). Gracas as caracteristicas de
lipossolubilidade da vitamina E, a absor¢do € dependente da habilidade dos
animais digerirem e absorverem gordura (PEREIRA, 2002). Entretanto, muitas
vezes, a presenca da vitamina em tecidos animais reflete a disponibilidade na
dieta (PEREIRA, 2002).

Apos a solubilizacdo das micelas, a vitamina E pode ser absorvida no
intestino delgado dos animais em forma de alcool livre em sua maior parte. Apés
a absorcdo intestinal, a vitamina E entra na circulacdo através do sistema
linfatico. Sua absorcdo de forma geral é baixa e variavel, estando diretamente
relacionada com a disponibilidade de lipideos na alimentacdo (SANGUINET,
2019).

Sua distribuicdo no organismo do animal ocorre de forma cumulativa e
diretamente relacionado com a quantidade ingerida, o que a difere de outras
vitaminas que costumam ter um limiar de absor¢ao limitado em 6rgdos que nao
sejam o figado, o que pode justificar seu alto poder antioxidante. Seu acumulo
em maiores quantidades ocorre no figado, tecido adiposo e muasculos, e sua
excrecdo, em maior parte ocorre pela via fecal, por eliminacao direta ou através
da bile e menos de 1% pela via urinaria (SANGUINET, 2019; GONZALEZ &
SILVA, 2019).

O tocoferol possui ainda uma grande vantagem ao ser utilizado na
alimentacéo de ovinos, pelo fato de ser encontrado naturalmente nas pastagens
em concentragdes que variam de 50 a 200mg/Kg MS (GABBEY et al., 1977).
Segundo Pearce et al., (2005), a ingestdo de tocoferol por ovinos alimentados
com Atriplex spp. foi de 106mg/dia. Segundo o estudo as concentracdes de alfa-
tocoferol podem variar de acordo com as estacdes do ano e em relacédo a

precipitacéo, sendo encontrados niveis mais baixos em pastagens secas.

As forrageiras sdo uma boa opg¢ao para aumentar o conteido muscular de

a-tocoferol (RIPOLL et al., 2013). Cordeiros pastando forragem fresca podem ter
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concentracbes elevadas de a-tocoferol muscular, resultando na melhoria da
estabilidade oxidativa e da cor da carne sem ter a necessidade de
suplementacdo com vitamina E. Segundo Mcdowel (1996), a vitamina E é
sintetizada e encontrada primariamente nas plantas. Os 0leos encontrados nas
plantas constituem uma rica fonte de vitamina E. Todas as plantas contém alfa-
tocoferol em suas folhas e outras partes verdes. Devido ao fato de o alfa-
tocoferol estar contido em grande parte nos cloroplastos das células das plantas,
as plantas verdes contém mais vitamina E do que plantas amarelas, por
exemplo.

A vitamina E atua como protetor das membranas celulares contra estresse
oxidativo, prevenindo a lipoperoxidacdo das membranas biolégicas (MAAS et al.
1994, BARROS 2001, RADOSTITS et al. 2002). Se o organismo é privado
desses mecanismos, as membranas celulares tém a sua permeabilidade
alterada, permitindo o influxo de calcio para o citosol. Isso resulta no acumulo de
calcio nas mitocéndrias e morte celular, causando necrose segmentar (BARROS
2001).

2.2 Consumo de Tocoferol por Ruminantes

A vitamina E n&o pode ser sintetizada pelos animais, portanto a presenca
da vitamina em tecidos reflete a disponibilidade na dieta. Gracas as
caracteristicas de lipossolubilidade da vitamina E, a absorcao é dependente da
habilidade dos animais digerirem e absorverem gordura (PEREIRA, 2002). A
deficiéncia dessa vitamina pode levar a varios problemas para a saude dos
animais, incluindo alteracbes reprodutivas (retencdo de placenta, reabsorcéo
fetal, distocia), maior susceptibilidade a infec¢Ges pela reducdo da funcao dos
neutrofilos, diminuicdo na produtividade animal e morte por distrofia muscular
nutricional (SMITH & SHERMAN 1994, RADOSTITS et al. 2002).

Segundo Tramontano et. al., (1993) as estimativas de necessidade dietética de
alfa-tocoferol em herbivoros podem ser estimadas a partir da concentragdo total
do alfa-tocoferol nas plantas e racéo. E a partir do consumo desse composto &

possivel estabelecer uma relacdo com a estabilidade da cor da carne e oxidacao
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dos acidos graxos, jA que essas caracteristicas estdo intimamente ligadas aos
alimentos ofertados ao animal (PONNAMPALAM, 2001).

Sabe-se que gramineas em crescimento apresentam teor mais elevado de alfa-
tocoferol quando comparadas a gramineas senescentes (PEARCE et. al.,
(2005). Ja alimentos processados, segundo McDowell (1996), podem ter o
conteudo de vitamina E reduzido, especialmente quando expostos a peroxidagao
lipidica, formada durante o desenvolvimento da rancificagdo oxidativa das

gorduras.

Segundo Ballet et al. (2000), embora a capacidade das espécies de plantas
sejam diferente em sintetizar essas vitaminas, um fator relevante para ambas é
o percentual de folha e colmo, pois os teores na folha séo superiores a do colmo
e isso influencia significativamente o nivel de [-caroteno e a-tocoferol
encontrado nas forragens. O mesmo autor relata que ha variacéo de até 22% no
nivel de a-tocoferol em quatro variedades de alfafa e para o nivel de -caroteno
essa variacao foi na ordem de 30% quando se utilizou nove variedades de alfafa.
Ja o teor de tiamina em quatro variedades de alfafa ndo apresentou diferenca

significativa.

2.3 Taninos

Os taninos sdo compostos secundarios das plantas ligados a sua defesa
contra patdgenos, fungos, condi¢cdes ambientais adversas e ao préprio consumo
da planta por animais. Logo, quanto maiores os desafios encarados pela planta,
maior seré a concentracdo de taninos (CORDAO; FILHO; BAKKE, 2010).

Taninos sdo soluveis em agua, com grande potencial de formar ligacdes
com proteinas, aminoacidos e polissacarideos. Eles sdo metabolicos
secundarios de grande interesse econdmico e ecoldgico (BRUNETON, 1991). O
tanino pode ser classificado com base em sua estrutura em taninos hidrolisaveis
gue como a propria classificacéo ja indica, sofrem hidrélise no ramen liberando
acidos fendlicos e um acucar, e taninos condensados que nao sofrem hidroélise
no ramen. A quantidade e a estrutura desse composto determinam seus efeitos
nutricionais nos animais (MAKKAR, 1995; CANNAS, 2003).
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Os taninos condensados séo polimeros constituido de unidades de flavan-
3-ol e/ou flavan-3-4-diol (NAUMANN et al., 2017), conforme pode ser visualizado
na Figura 2. Os taninos hidrolisaveis, mostrados na Figura 3, sdo ésteres de
acidos gélicos e acidos elagicos gicosilados em que os grupos hidroxilas do
acucar sao esterificados com os acidos fendlicos (MONTEIRO et al., 2005).

A acdo do tanino pode ser benéfica ou maléfica, variando de acordo com
a quantidade ingerida pelo animal. Quando utilizados em niveis intermediarios,
0s taninos podem apresentar caracteristicas favoraveis na alimentacdo animal.
Seus principais beneficios estao relacionados a ligacdo entre tanino e proteina.
Em termos gerais, as ligacdes entre os taninos e as proteinas sao feitas por
pontes de hidrogénio, entre os grupos hidroxifendis dos taninos e 0s grupos
carbonila das ligacGes peptidicas (BARRY & DUNCAN, 1984; REED, 1995).
Segundo Makkar (1988), uma vez complexados, a utilizacdo da proteina €
diminuida, afetando a digestibilidade dos carboidratos, e a absorcéo e a retencao
de algumas vitaminas e minerais. Essa ligacdo € mantida nas condi¢des de pH
ruminal e torna a proteina protegida da hidrélise microbiana. Uma vez protegida
da fermentacao, essa proteina chegara ao abomaso. Este 6rgdo possui um pH
acido, o que desfaz a ligacéo entre tanino e proteina, permitindo que ela seja
digerida no intestino pelas enzimas digestivas do animal (BRANDES & FREITAS,
1992).

OH
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CLH { OH_——

Tl
=1 QL
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Figura 2. Estrutura quimica do tanino condensado, polimeros de flavan-
3-ol (PIECHULLA & HELDT, 2010).
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Figura 3. Estrutura quimica do tanino hidrolisavel (PIECHULLA &
HELDT, 2010).

2.4 Consumo de Taninos por Ruminantes

Os ruminantes de uma forma geral, sGo mais resistentes a alguns
principios que podem causar toxicidade como nos casos de altas concentracdes
de tanino. Isso se deve a capacidade de acao dos microrganismos do rimen que
transformam essas substancias toxicas, diminuindo seu grau de toxicidade ou
até mesmo as deixando in6cuas. Dessa forma, o rimen funciona como primeira
barreira de defesa contra substancias toxicas (RIET-CORREA E MEDEIROS,
2001; AGUDELO, 2007; SELINGER; FOSBERG; CHENG, 1996). Os efeitos dos
taninos sobre o processo de digestdo nos ruminantes resultam, principalmente,
da sua concentracdo e estrutura. Concentracbes em torno de 3 a 4% da matéria
seca de leguminosas, segundo Barry e McNabb (1999), podem aumentar a
absorcao intestinal de aminoacidos, enquanto o fornecimento de doses maiores
(6 a 12% na MS) pode causar depressao do consumo e reducéo na eficiéncia do
processo digestivo (FRUTOS et al., 2002).

O consumo de taninos por ruminantes pode ainda estar relacionado a
efeitos positivos associados a sua concentracdo (entre 3 e 4% de taninos na
MS), onde destacam-se: prevencao do timpanismo (Cruz et al., 2007) e e) efeito
anti-helmintico, em faixa entre 2-4% segundo Otero e Hidalgo (2004). Ja Vitti et

al. (2005) afirma que n&o pode ser generalizado que concentragcdo de tanino
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entre 2% e 4% da MS séo benéficos para a digestdo e que valores acima de 5%
sdo deletérios para o metabolismo. A presenca de taninos maior nas
leguminosas que nas gramineas contribui ainda para uma menor emissao de
CH4 pelos ruminantes, sendo sugerido por Archiméde et al. (2011) a inclusédo de

leguminosas na dieta desses animais.

Apesar das caracteristicas benéficas, quando a ingestéo de taninos pelos
ruminantes é muita elevada e excede a capacidade de degradacdo dos
microrganismos, a absor¢cdo de compostos fendlicos pode levar toxidez ao
animal. Embora este processo ainda ndo esteja bem entendido, parece estar
relacionado com o aparecimento de necroses no figado e nos rins, foto-

sensibilizacdo e morte (PINTO et al., 2004).

A magnitude dos efeitos deletérios, varia com 0s tipos e concentracdes de
taninos. Waldo (1973) demonstrou que a digestibilidade do amido no ramen
diminui com o aumento no nivel de taninos. A digestdo da fibra também foi
reduzida pelos taninos condensados na dieta (BARRY e DUNCAN, 1984; YU et
al., 1995), resultando em um menor suprimento de ATP (adenosina trifosfato)
aos microrganismos, retardando seu crescimento e, portanto, a sintese de
proteina microbiana necessaria ao animal. Adicionado a isto, a producdo de

acidos graxos in vitro (AGV, s) também € reduzida pelo nivel de taninos,

ocasionando indisponibilidade de energia para o animal.

De maneira geral, os efeitos adversos dos taninos incluem: redugéo no
consumo; baixa digestibilidade; inibicdo de enzimas digestiveis; perda de
proteinas enddgenas, e efeitos sistémicos como resultados de produtos
degradados de taninos hidrolisdveis no trato gastrointestinal (GETACHEW,;
MAKKAR; BECKER, 2000b).Cabral Filho (2004), estudando trés cultivares de
sorgo com niveis crescente de taninos, (0, 1,9 e 2,4%), respectivamente, na
alimentacao de ovinos, observou que a digestibilidade da matéria seca (DMS) e
da proteina bruta (DPB) é reduzida pela presenca de taninos condensados na

dieta, mesmo em baixas concentracoes.

A diminui¢cdo do consumo voluntério estéa relacionada com a formagéo de
complexos entre taninos e glicoproteinas da boca (adstringéncia). A diminuicédo
da digestibilidade também pode ser responsavel pelo efeito negativo no
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consumo (CANNAS, 1999). Os taninos podem reduzir a ingestao por diminui¢cédo
da aceitabilidade e por afetar negativamente a digestdo (REED, 1995). A
aceitabilidade é reduzida por causa da adstringéncia causada pela formacéo de
complexos entre os taninos presentes nos alimentos e a glicoproteina salivar. A
presenca de taninos condensados na dieta também esté associada a diminui¢éo
da digestibilidade dos glicideos parietais, levando a um decréscimo na producao
de acidos graxos volateis, de gas e do valor energético dos alimentos (KUMAR
& SINGH, 1984). Estes efeitos podem ser atribuidos: a ligacdo dos taninos
solaveis com componentes da parede celular (CANOPOLOCHE, 1993); a uma
reducdo da atividade enzimatica, com inativacdo de importantes enzimas
microbianas (BAE et al.,1993); e a uma modificacdo da microflora, devido a uma
acao bacteriostatica ou bactericida do tanino (KUMAR & VAITHIYANATHAN,
1990; NELSON et al., 1997; MCSWEENEY et al., 2001).

O consumo de taninos por ruminantes pode ainda estar relacionado a
efeitos positivos associados a sua concentracdo (entre 3 e 4% de taninos na
MS), onde destacam-se: prevencao do timpanismo (Cruz et al., 2007) e e) efeito
anti-helmintico, em faixa entre 2-4% segundo Otero e Hidalgo (2004). J& Vitti et
al. (2005) afirma que ndo pode ser generalizado que concentracdo de tanino
entre 2% e 4% da MS sé&o benéficos para a digestéo e que valores acima de 5%
sdo deletérios para o0 metabolismo. A presenca de taninos maior nas
leguminosas que nas gramineas contribui ainda para uma menor emissao de
CH4 pelos ruminantes, sendo sugerido por Archiméde et al. (2011) a incluséo de

leguminosas na dieta desses animais.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

3.1 Hipoteses
E possivel estimar o consumo de compostos secundarios de plantas,
como fendis, taninos e tocoferol, por ovinos a partir da concentracdo desses

compostos nas fezes.

3.2 Objetivo Geral
Avaliar o uso de fendis, taninos e tocoferol presentes nas fezes para

estimar o consumo desses compostos em ovinos.

3.3 Objetivos Especificos

1) Quantificar as concentracdes de fendis, taninos e tocoferol na dieta e nas
fezes de ovinos alimentados artificialmente com esses compostos.

2) Gerar modelo matematico de ingestdo e excrecao de fendis, tanino e
tocoferol a partir da andlise das fezes de animais alimentados
artificialmente com esses compostos.

3) Avaliar o uso de fendis, taninos e tocoferol como estimadores do consumo

desses com postos.
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CAPITULO 1B

Artigo a ser submetido para a revista Tropical Animal Health and
Production

3 Artigo elaborado de acordo com as normas da Tropical Animal Health and Production (Apéndice 1)
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Estimativa do consumo de metabdlitos secundarios a partir de sua concentracao

fecal em ovinos

Henrigue Jonatha Tavares®; Cesar Henrique Espirito Candal Poli'; Luiza Rodegheri Jacondino®; Marina
Terra Braga®; Aline Sgiers!; Gladis Ferreira Corréa?; Jalise Fabiola Tontini'; Rénius Mello®; Marta Leal®

! Programa de Pés-Graduacdo em Zootecnia. Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

2 Universidade Federal do Pampa. Dom Pedrito, RS, Brasil.

3 Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria,
RS, Brasil

Autor para correspondéncia: Cesar Henrique Espirito Candal Poli. E-mail: cesar.poli@ufrgs.br
Resumo: Objetivou-se avaliar o uso de compostos fendlicos, taninos e tocoferol presentes
no alimento como estimativa do consumo desses compostos para ovinos. Foram coletadas
amostras fecais de 39 ovinos alimentados com quatro dietas diferentes: 1) dieta base
formulada com casca de soja, milho e farelo de soja; 2) dieta base mais adicdo de
tocoferol; 3) dieta base mais adicdo de extrato de tanino condensado e 4) dieta base mais
adicdo de tocoferol e extrato de tanino condensado. As amostras da racao e das fezes
foram coletadas durante cinco dias consecutivos. Essas amostras foram agrupadas em
pool por individuo para analise de taninos e tocoferol por espectrofotometria e por HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Pressdo), respectivamente. Apds a quantificacdo desses
compostos supracitados, procedeu-se a avaliacdo estatistica através da analise de
regressao linear. Buscou-se verificar a existéncia de uma relacdo linear entre a quantidade
desses compostos eliminada nas fezes e a quantidade dos compostos ingeridos.. Baseado
nisso, foram criadas cinco equacOes de regressédo para os compostos avaliados (alfa-
tocoferol, fendis totais, taninos totais, taninos condensados e taninos hidrolisaveis).
Dentre as equacdes, a de maior r? (0,5853) foi a de fendis totais, mostrando melhor ajuste
para quantificacdo dos compostos fendlicos na dieta a partir da concentracdo nas fezes de
ovinos.

Palavras-chave: cordeiro; fenol; ingestdo; modelo matematico; tanino; tocoferol.
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INTRODUCAO

A producéo de ruminantes depende diretamente da quantidade de nutrientes ingeridos.
Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de tecnologias que me¢am a quantidade
de diferentes compostos ingeridos, principalmente quando os animais s&o criados a pasto
para que se atinjam os indices produtivos esperados (Mayes e Dove, 2000). Acreditamos
que esse é o primeiro estudo realizado para estimar o consumo de tanino e tocoferol a
partir das suas concentracdes nas fezes. Ele pode ainda ser mais importante para
ruminantes criados em pastagens com diferentes espécies forrageiras. O campo natural
do bioma Pampa, por exemplo, apresenta uma importante quantidade de taninos e
tocoferdis (Tontini et al. 2021) e essa avaliacdo pode auxiliar a determinar o quanto esse
campo permite o consumo pelos animais desses compostos bioativos.

Os tocoferois, conhecidos genericamente como vitamina E, sd0 compostos por
oito diferentes tipos de tocoferdis e tocotrienois (Buettner, 1993). A vitamina E ndo pode
ser sintetizada pelos animais e muitas vezes a presenca da vitamina em tecidos animais
reflete a disponibilidade na dieta. Sua excre¢do, em maior parte ocorre pela via fecal e
menos de 1% pela via urinaria (Gonzélez e Silva, 2019; Sanguinet, 2019).

J& os taninos sdo compostos secundarios das plantas ligados a sua defesa contra
patdgenos, fungos, condi¢cbes ambientais adversas e ao préprio consumo da planta por
animais (Tontini et al., 2021). A concentracdo pode variar nos tecidos vegetais,
dependendo da idade, condicéo fisiologica, tamanho e parte coletada da planta, da época
ou do local de coleta (Teixeira, Soares e Scolforo, 1990; Bastianetto e Quirion, 2002). Os
taninos sdo principalmente encontrados nos vacuolos das plantas, interferindo no
metabolismo vegetal somente apos lesdo ou morte das mesmas (Cannas, 2003).

Como essas substancias estdo presentes nas plantas, hipotetizou-se que seria

possivel estimar o consumo de compostos secundario de plantas por ovinos a partir da
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excrecdo fecal de fendis, taninos e tocoferol. Portanto, objetivou-se avaliar o uso de
fenolicos, taninos e tocoferdis presentes nas fezes como estimadores de consumo de

compostos secundarios por ovinos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas instalagdes da Universidade Federal do Pampa
(UNIPAMPA), campus Dom Pedrito (Latitude: 30° 58' 54" Sul, Longitude: 54° 40" 39" Oeste.)
entre os meses de dezembro de 2019 e marco de 2020. Este experimento foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (CEUA-UFRGS), sob o protocolo n° 39705 (Anexo 1).

Procedimentos experimentais

Para realizagdo desse estudo, foram utilizados 39 cordeiros, machos, castrados,
da raca Crioula Lanada, com idade aproximada de 150 dias e peso inicial de 22,53 +
3,77kg. Os animais permaneceram distribuidos de forma aleat6ria em baias individuais
de madeira (3m?) e cama de areia, contendo comedouro e bebedouro. Eles foram
submetidos a quatro tratamentos dietéticos em um delineamento experimental
inteiramente casualizado com 10 repeticdes.

Antes do inicio do experimento, todos 0s animais receberam anti-helmintico
(albendazol — Albendathon® 10% na dose de 5mg/Kg) e foram vacinados contra
clostridioses (Ourovac® 10 TH, 2mL), tosquiados e adaptados as baias e dietas por um
periodo de oito dias com ofertas de racéo crescente até atingir 4% do peso vivo em racéo.
Na sequéncia, 0s animais passaram a ser alimentados com as ra¢fes dos seus respectivos
tratamentos ad libitum, duas vezes ao dia.

Todos os tratamentos foram compostos por uma dieta base (Tabela 1), formulada
para atender as exigéncias de crescimento dos animais em 200 g/animal/dia (NRC, 2007),
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acrescidas, ou ndo, das fontes de compostos secundarios (tanino ou tocoferol) por meio
de uma preé-mistura especifica: 1) tratamento controle - dieta base; 2) tratamento tocoferol
—dieta base com adicéo de alfa-tocoferol (400 mg/kg de MS); 3) tratamento tanino — dieta
base com extrato taninifero de Acéacia negra (40 g/kg de MS) e 4) tratamento tanino +
tocoferol — dieta base com alfa-tocoferol (400 mg/kg de MS) e extrato taninifero de
Acécia negra (40 g/kg de MS).

A oferta de alimento foi ajustada todos os dias durante o periodo experimental,
que durou 63 dias, de maneira a proporcionar sobras diarias de aproximadamente 20%.
As quantidades ofertadas e recusadas de racdo eram registradas diariamente para
mensurar o consumo de matéria seca real (CMS). Os cordeiros foram pesados em balanca

digital a cada 14 dias, com jejum prévio de sélidos de 12 horas.

TABELA 1 Ingredientes e composi¢do quimica das dietas experimentais de ovinos com

a presenga ou nédo de a-tocoferol e/ou extrato taninifero de acéacia negra.

Controle Tocoferol Tanino Tanino +
tocoferol
Ingredientes (g/kg)
Casca de soja 75 75 75 75
Farelo de soja 14 14 14 14
Milho 10 10 10 10
Sal mineral 1 1 1 1
Extrato de acécia negra (g/kg) 0 0 40 40
a-tocoferol (mg/kg) 0 400 0 400
Composicdo quimica (% MS)
Matéria seca (%) 91.02 89.82 90.61 89.79
Proteina bruta 155 145 155 14.3
Fibra em detergente neutro 61.73 60.78 64.60 66.54
Fibra em detergente acido 42.0 45.2 40.5 40.7
Cinzas 5.0 4.9 4.7 4.8
Extrato etéreo 2.5 1.9 2.6 2.3

Coleta e armazenamento das amostras
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Foram coletadas ao final do experimento amostras de fezes de todos os animais
durante 5 dias para posterior analise quanto aos niveis de fendlicos, taninos e tocoferol
consumidos e excretados. As amostras de fezes (£30g) foram coletadas diretamente do
reto de cada animal e armazenadas individualmente. Apds os cinco dias de coleta, foi
realizado um pool das amostras de fezes de cada animal. Para a coleta das amostras das
diferentes dietas, uma fracédo da racéo foi coletada diretamente do equipamento de mistura
a cada 14 dias durante o periodo experimental E a partir dessa coleta as amostras foram
agrupadas por dieta para coleta de subamostras. Todas as amostras foram armazenadas
logo apos as coletas em freezer a -20°C até o0 seu processamento. As amostras de racao
e fezes foram liofilizadas e moidas antes da quantificacdo dos fenolicos totais, taninos
totais, taninos condensados e taninos hidrolisaveis. Para a quantificacdo de tocoferol,
apenas as amostras de racdo foram liofilizadas, nesse caso, as fezes foram apenas
descongeladas. Todos os processos da técnica foram realizados com utilizacédo de papel

aluminio em sala escura para evitar o contato das amostras com a luz.

Analises de fendlicos, taninos e tocoferois

A quantificacdo de fenolicos totais, taninos totais, taninos condensados e taninos
hidrolisaveis foi feita de acordo com Makkar (2000). A analise da concentracdo de
vitamina E (alfa-tocoferol) foi realizada por meio de HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia).

A anédlise de alfa-tocoferol foi realizada simultaneamente nas fezes e racdo,
adaptando-se o procedimento descrito por Prates et al. (2006). As amostras de ragéo (0,5
g) foram liofilizadas previamente e as de fezes (0,5 g) foram usadas in natura. Todas as
amostras foram saponificadas em solugdo de KOH 11%, e em solucdo de etanol 55% a

80°C por 15 minutos e homogeneizadas com solugédo de hexano com BHT (0,025
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mg/mL). Os tocoferdis foram extraidos com n-hexano e secos sob fluxo de nitrogénio
resfriado. Na sequéncia, a leitura foi realizada usando um Cromatdgrafo Liquido de Alto
Desempenho CBM-20A Prominence HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com
desgaseificador (proeminéncia DGU20A5, Shimadzu, Japdo), forno de coluna
(proeminéncia CTO-20A, Shimadzu, Japdo) um detector de fluorescéncia (proeminéncia
RF-20A, Shimadzu, Japdo) em série. A separacdo foi realizada em uma coluna C-18
Agilent Microsorb-MV 100-5 C de fase reversa (tamanho de particula de 5 pm, 250 mm,
4,6 mm) a 30°C. O volume de injecdo foi de 20 uL, e a fase mdvel foi uma mistura de
acetonitrila/metanol/MTBE (65:25:10 v/v) a uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min.

Os cromatogramas foram obtidos usando deteccéo de fluorescéncia para tocoferol
(excitacdo em 295 nm e emissdo em 325 nm). Curvas de calibracdo para alfa-tocoferol
(y = 2066141x + 73218; r = 0,999) foram construidos usando padrdes de
referéncia da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MI, EUA) (alfa-tocoferol, T3251). O limite de
deteccdo (LoD) e o limite de quantificagdo (LoQ) para alfa tocoferol foi de 0,052 ppm e
0,005 ppm, respectivamente. O contetdo de tocoferol foi expresso em mg/kg de matéria
seca.

Para as anélises de fenolicos totais, taninos totais e taninos condensados foram
pesadas 0,2 g de amostra (fezes e racdo) liofilizada, para posterior adi¢do de 5 mL de éter
etilico acidificado. Essa mistura foi agitada vigorosamente e centrifugada na sequéncia
por 10 minutos a 3000 g a 4°C em centrifuga Avanti® J-E e o sobrenadante descartado.
Esse procedimento era repetido por 3 vezes. Apo6s o ultimo descarte de sobrenadante
(éter), o residuo era ressuspendido em acetona 70% e transferido para um béquer onde
permanecia por 20 min em ultrassom (UltraCleaner 1450A) com agua gelada, sendo
transferido posteriormente para um tubo e novamente centrifugado a 3000 g por 10

minutos a 4°C. Apds esse procedimento, o sobrenadante era filtrado para um baldo
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volumetrico de 25 mL. O residuo do tubo era novamente submetido ao mesmo
procedimento (suspensao em acetona 70 %, ultrassom por 20 min com agua gelada, nova
centrifugacdo) e o sobrenadante filtrado no baldo volumétrico. Ao final das duas coletas
do sobrenadante filtrado, o baldo era completado com acetona 70 % até a marca dos 25
mL.

ApOls a extracdo, as amostras eram preparadas de acordo com o método de
quantificacdo de cada fracdo (fendlicos totais, taninos totais, taninos condensados)
segundo metodologia descrita por Terrill et al. (1992) para posterior leitura em

espectofotdbmetro (SPECTROPHOTOMETER SP1105).

Analise Estatistica

Os pressupostos da analise de variancia (ANOVA) foram testados por meio de
testes de normalidade, homocedasticidade (P> 0,05) e independéncia de residuos, por
meio dos testes de Shapiro Wilk, Bartlett e analise visual de residuos. Apds essa etapa, 0s
dados foram submetidos a ANOVA com nivel de significancia de 5%, utilizando-se um
modelo misto utilizando a funcéo Ime do pacote nlme (Pinheiro et al., 2019). Diferentes
modelos foram testados, comparados com base no critério AIC (Akaike, 1973). O modelo
que melhor se ajustou as variaveis incluiu o tratamento como efeito fixo e, como efeito
aleatdrio o animal (y ~ tratamento + (1| animal)). Quando diferencas entre as médias
foram detectadas, elas foram comparadas por meio do teste t (Student), por meio do
pacote emmeans (Lenh et al., 2019). Todas as analises foram feitas com a linguagem de
programacéo R, verséo 4.1.1.

O consumo dos taninos e tocoferdis foram obtidos por célculo baseado no
consumo total de ragdo por animal e mensuragdo de cada composto avaliado nas amostras

de racdo. Os dados foram submetidos a analise de regressao linear com os niveis de oferta
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com 5% de probabilidade de erro. Utilizou-se o coeficiente de determinacao r2 como um

indicador para medir a qualidade do ajustamento de uma linha de regressao.

RESULTADOS

Observou-se que houve diferenca significativa entre a quantidade de tanino e
tocoferol nas dietas e nas fezes. Como era de se esperar, houve uma maior presenca de
taninos e tocoferol nas fezes dos tratamentos em que esses foram acrescidos de forma
exogena a dieta.

Em relacdo ao alfa-tocoferol, sua concentragdo nas fezes foi maior nos dois grupos
que receberam races com adicao de alfa-tocoferol. O mesmo padrdo pode ser observado
em relagdo aos taninos, tendo uma maior concentracdo de fenois totais, taninos totais,
taninos condensados e taninos hidrolisdveis na dieta e nas fezes dos grupos

suplementados com extrato taninifero de Acécia negra (Acacia mearnsii).

E possivel verificar nas Figuras de 1 a 5 os resultados das equacfes de regressdo
linear e seus respectivos coeficientes de regressio (r?). As figuras mostram os pontos de
distribuicdo do consumo e da excrecao de cada composto, bem como a previsao calculada
de excre¢do caso o consumo aumente. Nota-se também que dentre os compostos, 0s
fenois totais foi 0 que apresentou 0 melhor ajuste da variancia dos dados distribuidos na
regressio linear (Figura 2). Essa figura mostra o maior coeficiente de determinagéo (r?) e
foi criada a partir do consumo e excrecdo dos fendis totais. A equacao de regressao linear
(P<0,0001) entre consumo (CFT) e excrecdo fecal (EFT) de fendis totais foi determinada,
sendo a relacdo descrita por CFT = 0,5353EFT + 15,12 e apresentando coeficiente de

determinacdo de 0,59.
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Em relacéo ao ajuste dos modelos lineares, a medida de consumo e excrecdo de
taninos totais (Figura 3) mostrou-se semelhante ao modelo de consumo e excrecéo de
fenois totais. O modelo linear que menos explica a variancia dos dados foi a que relaciona
0 consumo e excrecdo de alfa-tocoferol (Figura 1). As regressdes lineares entre consumo
e excrecdo dos taninos condensados (Figura 4) e hidrolisavel (Figura 5) apresentaram

coeficientes de determinacéo intermediarios.
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FIGURA 1 Representacdo grafica da equacéo linear de consumo e excrecao fecal de alfa-

tocoferol por ovinos em sistema de confinamento.
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DISCUSSAO

Acredita-se que ainda ndo foram realizados estudos testando o uso dos taninos e
tocoferdis nas fezes como estimadores do consumo dessas substancias em ruminantes. A
regressao linear encontrada nesse trabalho foi condizente com estudos em que se analisou
algum composto nas fezes e na dieta. Diversos estudos (Boval, 1996; Azevedo, 2011;
Peripolli et al., 2011) mostram que a quantidade de nitrogénio nas fezes, por exemplo,
apresenta correlacdo positiva com o consumo de matéria organica. Entretanto os
coeficientes de regressdo verificados no presente estudo sdo menores. Em estudo
realizado por Peripolli et al. (2011) chegou-se ao resultado de coeficiente de correlacao
de 0,71.

Pode-se considerar justificavel que a equacdo de mensuracao de consumo de alfa-
tocoferol tenha sido menos precisa, ja que esse € bastante absorvido e tem um grande
potencial de ser modificado devido a importante acdo antioxidante (Masuchi et al., 2008).
Dentre todos os tocoferdis conhecidos, o alfa-tocoferol tem sido considerado o
biologicamente mais ativo, inclusive no que diz respeito a sua atividade como
antioxidante, sendo o principal antioxidante lipossolivel nas membranas celulares
(Olson, 1973). Uma vez ingerida, a vitamina E é absorvida no intestino delgado,
incorporada a quilomicrons para a circulacdo linfatica intestinal, chegando até o figado
via receptor especifico para a apolipoproteina-E, localizado nas células parénquimas.
Além disso, também pode ser armazenado no tecido adiposo e musculatura. Quanto
menos absorvida é uma substancia, mais precisa sera a sua estimativa de consumo através
da sua avaliagdo nas fezes (Pond et al., 1989). A absorcéao do alfa-tocoferol pode explicar
0 mais baixo coeficiente de determinacdo na regressao linear entre excre¢do e consumo

dessa substancia nesse experimento.
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Por outro lado, observa-se por esse estudo que a absorcéo de alfa-tocopherol néo
apresenta um padrdo pré-determinado, variando a sua concentracdo nas fezes,
independente da quantidade ingerida. Conforme revisdo realizada por Metre & Callan
(2001), o alfa-tocopherol é muito pouco destruido no rimen e a sua absorcdo apresenta
variacdes conforme o processo digestivo de um lipidio. A eficiéncia de absorcdo dessa
substancia parece nao ser alterada conforme o estagio fisioldgico do animal (Frye et al.
1991), mas pode haver variagdes na absorcdo conforme o estado de satde do animal.
Animais com diarreia ou com parasitas gastrointestinais, por exemplo, podem reduzir a
absorcdo do alfa-tocoferol (Herdt & Stowe,1991). O presente estudo, com animais
confinados, demonstra que ha a necessidade de mais estudos para determinar essa
variacdo na absorcdo uma vez que os animais eram bastante semelhantes e a absorcéo da
vitamina E € essencial para os animais.

Potencialmente os taninos sdo moléculas que podem, através da sua concentracao
nas fezes, serem utilizados para estimar a sua ingestao, pois sdo polimeros de polifenois
com relativo elevado peso molecular e pouco degradados no trato gastrointestinal dos
animais, principalmente no ramen (Patria & Saxena, 2011). Esperava-se, entdo, que
grande parte do tanino ingerido fosse recuperado nas fezes e que essa relacdo fosse
aproximadamente linear. Os resultados mostram que nem todo tanino consumido é de
fato eliminado nas fezes dos ovinos. Fato esse observado também por Bravo et al. (1992)
gue notou que os compostos fendlicos, nos quais 0s taninos se enquadram, foram
parcialmente degradados no trato intestinal. Além disso, a estimativa através da regressao
linear é ainda menos precisa quando se avalia 0s taninos condensados e hidrolisaveis
separados dos taninos totais. Encontrou-se uma importante quantidade de tanino totais
ingeridos que foram recuperados nas fezes, em torno de 69%. Esse dado mostra que 0s

taninos totais tém potencial para serem usados como estimadores de consumo dessa
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substancia. Contudo, para usar o tanino nas fezes como estimador de consumo desse
composto, deve-se levar em consideracao gque existe uma enorme variedade de moléculas
(Mueller-Harvey et al., 2019) e possivelmente serd importante caracterizar as moléculas
de interesse. Portanto, ha a necessidade de aumentar o nimero de estudos, principalmente
relacionados ao metabolismo do tanino em ruminantes, incluindo diferentes alimentos e
tipos de taninos.

A estimativa de consumo de fendis totais através da quantidade desses fendis
eliminado nas fezes foi o modelo linear que apresentou o maior ajuste. Os compostos
fenolicos de plantas sdo diversos em estrutura, mas sao caracterizados por apresentarem
anéis aromaticos hidroxilados. Muitos desses compostos sdo polimerizados em grandes
moléculas como lignina e que sdo pouco absorvidos (Waghorn e McNabb, 2003). O
resultado do presente estudo mostra, entdo, que ha fendis no alimento dado aos animais
gue sdo menos absorvidas gue 0s taninos, contribuindo para que na regressdo linear se
tenha um coeficiente de determinacdo maior que quando se analisa 0s taninos
isoladamente. Esse resultado leva a pensar que a estimativa de consumo de fendis totais
através da concentracdo desses compostos nas fezes pode ser mais precisa em pastagens

tropicais que muitas vezes apresentam uma elevada quantidade de lignina.

CONCLUSAO

Esse estudo mostrou que ha um importante potencial para estimar o consumo de
fendis e taninos totais atraves da concentracdo desses compostos nas fezes. Apesar da
grande quantidade de alfa-tocoferol presente nas pastagens, ele demonstrou ser o
composto com baixo potencial de ser utilizado para estimar o seu consumo através da sua

concentragéo nas fezes.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Métodos auxiliares e mais precisos se fazem cada vez mais necessarios
para a quantificagdo da ingestao alimentar de ovinos, principalmente no que se
refere a criacdo a campo. A partir dessa quantificacdo sera possivel fornecer aos
animais um volume de MS mais condizente com as reais necessidades dos
animais, além de possibilitar uma estimativa real de consumo para avaliacao da
possivel necessidade de suplementacao.

Alguns métodos ja foram desenvolvidos e atualmente sdo usados como
ferramentas na quantificacdo de ingestdo alimentar de ovinos, entretanto,
espera-se que os resultados desse trabalho possam contribuir positivamente
com a possibilidade da mensuragéo por compostos presentes nas plantas, sem
a necessidade de acrescentar na alimentacdo produtos que possam funcionar

como marcadores de consumo.
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Apéndice 1_ Normas para a submisséao de trabalhos cientificos no Periddico
Tropical Animal Health and Production.

Instrugoes aos Autores

TIPOS DE ARTIGOS

Os trabalhos devem ser apresentados de preferéncia em fonte Times New Roman,
espaco duplo, utilizando tamanho de papel A4. Os niimeros de linha sera inserida
quando o pdf é gerado.

Artigos regulares: Os artigos devem ser o mais conciso possivel e ndo deve
normalmente exceder cerca de 4000 palavras ou cerca de 8 paginas do Jornal
incluindo ilustracdes e tabelas. Os artigos devem ser estruturado nas seguintes
secoes;

(A) Resumo de cerca de 150-250 palavras, dando uma sinopse dos resultados
apresentados e as conclusdes alcangadas

(B) Introdugao indicando finalidade da obra

(C) Materiais e Métodos

(D) Os resultados

(E) Discussao

(F) Agradecimentos

(G) Referéncias

SUBMISSAO DO MANUSCRITO

Submissdo Manuscrito

Apresentagcdo de um manuscrito implica: que o trabalho descrito nao tenha sido
publicado antes, que ela nao esta sob consideracao para publicacdo em qualquer
outro lugar, para que a sua publicacdo foi aprovada por todos os co-autores, se
houver, bem como pelas autoridades responsaveis - tacita ou explicitamente - no
instituto onde o trabalho foi realizado. A editora nao sera considerado legalmente
responsavel deve haver nenhum pedido de indemnizacao.

Submissao Online

Os autores devem submeter seus manuscritos online. Submissao eletronica reduz
substancialmente o processamento editorial e os tempos de revisao e reduz os
tempos totais de publicacao. Por favor, siga o link "Submeter online" a direita e fazer
upload de todos os seus arquivos manuscrito seguindo as instru¢des dadas na tela.

FOLHA DE ROSTO

Titulo da pagina

O titulo da pagina deve incluir:

e O nome do (s) autor (s)

A titulo conciso e informativo

A afiliacdo (s) e endereco (s) autor (s)

e Osnumeros do enderego de e-mail, telefone e fax do autor correspondente

Abstract

Por favor, forne¢a um resumo estruturado de 150 a 250 palavras.
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Palavras-chave
Fornecer 4-6 expressoes que podem ser utilizados para fins de indexagao.

Por favor, note:
O resumo deve ser apresentado como um Unico paragrafo continuo.

TEXTO

Formatacdo de Texto

Os trabalhos devem ser apresentados em Word.

o Use uma fonte normal, simples (por exemplo, 10 pontos Times Roman)
para o texto.

e Use itdlico para dar énfase.

Use a pagina de numeracao automatica de fun¢do para numerar as paginas.
Nao use fun¢des de campo.

Use tabulacdes ou outros comandos para travessdes, e nao a barra de
espaco.

e Use a funcao de tabela, e ndo planilhas, fazer tabelas.

e Use o editor de equagdes ou MathType para equagdes.

e Salve o arquivo em formato docx (Word 2007 ou superior) ou no formato
doc (versdes mais antigas do Word).

Agradecimentos

Reconhecimentos de pessoas, subsidios, fundos, etc, devem ser colocadas em uma
secdo separada antes da lista de referéncias.Os nomes de organizacdes de
financiamento devem ser escritos por extenso.

REFERENCIAS

e Todas as publicagdes citadas no texto devem ser apresentados na lista de
referéncias. O transcrito devem ser cuidadosamente verificados para garantir
que a grafia dos nomes e datas dos autores sdo exatamente o mesmo que na
lista de referéncia.

e No texto, referem-se o nome do autor (sem iniciais) e ano de publicagao,
seguido, se necessario, por uma breve referéncia as paginas
apropriadas.Exemplos: "Peters (1985) mostrou que..... " Isto estd de acordo
com os resultados obtidos depois (Kramer, 1984, pp 12 - 16) "

o Se for feita referéncia no texto a uma publica¢do por trés ou mais autores,
a abreviatura et al. devem ser utilizadas. Todos os nomes devem ser dadas na
lista de referéncias.

o Referéncias citadas em conjunto no texto devem ser organizadas em
ordem cronologica. A lista de referéncias devem ser organizadas em ordem
alfabética pelo sobrenome dos autores (s) e cronologicamente pelo autor. Se
um autor na lista € mencionado também com co-autores a seguinte ordem
deve ser usado: publicacdes do autor Unico, organizado de acordo com as
datas de publicacdo; publicagbes do mesmo autor, com co-
autores. Publicacbes do mesmo autor (s) no mesmo ano, devem ser listados
como 19864, 1986D, etc

e Nao abrevie os titulos dos periddicos citados na lista de referéncias.

o Titles de referéncias deve ser dada na lingua original, com excecdo dos
titulos de publicacdes em alfabetos ndo-latinos, o que deve ser transliterado,
e uma notacdo como "(em russo)"” ou "(em grego, com o Inglés abstract) '
adicionado.
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