UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIAS

REGIANE BALBINO DOS SANTOS PRIMO

CARACTERIZACAO DO POTENCIAL B loTECNOLOGICO
DO Crambe abyssinica NA ALIMENTACAO DE RUMINANTE

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
AMBIENTAL

DOURADOS/MS
MARCO/2013



REGIANE BALBINO DOS SANTOS PRIMO

CARACTERIZACAO DO POTENCIAL B~IOTECNOLOGICO
DO Crambe abyssinica NA ALIMENTACAO DE RUMINANTE

ORIENTADORA: PROF2. Dra. KELLY CRISTINA DA SILVA BRABES

CO-ORIENTADOR: PROF° Dr. RAFAEL HENRIQUE DE TONISSI
E BUSCHINELLI DE GOES

Dissertacdo de mestrado submetida ao
Programa de Pdés-graduacdo em Ciéncia
e Tecnologia Ambiental, como um dos
requisitos necessarios para a obtencdo do
titulo de mestre em Ciéncia e Tecnologia
na area de concentracdo em Ciéncia
Ambiental.

DOURADOS/MS
MARCO 2013



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central - UFGD

636.085
$237c

Santos Primo, Regiane Balbimno dos.

Caracterizacio do potencial biotecnologico do
Crambe abyssinica na alimentacdo de rumunante/
Regiane Balbino dos Santos Primo—Dourados, MS:
UFGD, 2013.

871

Orentadora: Profa. Dra. Kelly Cnistina da Silva
Brabes.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéneia e Tecnologia
Ambiental) — Umiversidade Federal da Grande Dourados.

1. Crambe abyssinica. 2. Alimentacio de ruminantes
3. Torta de crambe. I. Titulo.




MINISTERIO DA EDUCACAO

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA

PROGRAMA DE MESTRADO EM CIENCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL

Termo de Aprovagao

Apbs apresentacdo, arguicdo e apreciagdo pela banca examinadora, foi
emitido o parecer APROVADO, para a dissertagéo intitulada: “Caracterizacao
do potencial biotecnolégico do Crambe abyssinica na alimentacao de
Ruminante”, de autoria de Regiane Balbino dos Santos Primo, apresentada ao
Programa de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental da Universidade

Federal da Grande Dourados.

Qs por STTF

Profa. Dra/Kelly Cristina da Silva’Brabes
(Orientadora - UFGD)
Presidente da Banca Examinadora

e A«—"
Prof. Dr. Jonas da Silva Mota
Membro Examinader (UEMS)

N T

Prof. Dr. Fabic‘? uliano Negrao
Membro Examinador (UFGD)

Dourados/MS, 15 de margo de 2013.



Dedico aos meus pais Aparecido e Lindalva,
com o mais profundo amor, admiracgao e respeito.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter permitido que eu alcancasse mais uma

conquista.

Aos Meus pais Aparecido dos Santos Primo e Lindalva Balbino da Silva

Primo pelo amor, dedicacdo e motivacdo em todas as etapas da minha vida.

Aos meus irméos Renata Balbino dos Santos Primo Miguel e Renan

José dos Santos pela amizade e apoio.

Aos meus sobrinhos Augusto, Luiz Octavio e Ysadora por alegrarem

minha vida.

Ao meu noivo Rafael Goncalves Moreno pelo companheirismo,

paciéncia e apoio durante o desenvolvimento desta pesquisa.

Aos professores do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental da Universidade Federal da Grande Dourados por terem

contribuido para o meu aprendizado durante o mestrado.

A minha orientadora Prof2. Dr2. Kelly Cristina da Silva Brabes pela
confianga, amizade, paciéncia e ensinamentos transmitidos durante o

mestrado.

Ao prof® Dr° Rafael Henrique de Tonissi e Buschinelli de Goes pela co-

orientacdo, confianca e realizacao das analises estatisticas.



Ao prof® Dr° Fabio Juliano Negréao por ter cedido o espaco laboratorial

para as analises microbioldgicas.

Ao prof® Dr° Jonas da Silva Mota docente da Universidade Estadual de
Mato Grosso do Sul, pela paciéncia, dedicacdo conselhos e ensinamentos
transmitidos com convicgdo durante as analises laboratoriais, e por ter
realizado os testes de Triagem fitoquimica, Andlise dos extratos via
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A professora Dr? Claudia Andréa Lima Cardoso, docente da UEMS por
desenvolver as analises do extrato hexanico via Cromatografia Gasosa
Acoplada ao Espectrémetro de Massas realizada no Departamento de Quimica

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Ao professor Dr° Andersson Barison por desenvolver as andlises de
RMN das amostras no Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana-
Curitiba.

As minhas amigas Késia e Chaiane por terem auxiliado nos arduos
procedimentos e andlises laboratoriais, a Cibelli, Lujan, Maisa, Agruslavia,
Flora, Débora, Lais, Ronaldo, Karla, Thiago e Quézia por terem proporcionado
momentos felizes e de descontragcédo. A todos nem tenho palavras a agradecer

pela amizade, apoio, paciéncia e incentivo.

Aos mestrandos de zootecnia Rosielen Augusto Patussi e Thiago José

de Cardoso Lira pelas coletas do liquido ruminal e por sempre se mostrarem



dispostos a ajudar. A Técnica de Laboratorio de Nutricdo Animal Maria Giselma

M. Gressler pelo auxilio.

Aos alunos de Iniciacdo Cientifica Giuliane e Caio pelo auxilio nos

procedimentos quimicos.

Ao Antbnio Novaes pelos esclarecimentos de duavidas quanto a

realizacdo de testes microbiolégicos.

Ao aluno de iniciacdo cientifica Gustavo por ter auxiliado na trituracéo

dos gréaos de Crambe.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria por ceder o aparelho

liofilizador.

A coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-

Capes, pela concesséo da bolsa.

Enfim a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacao

deste trabalho, meus sinceros agradecimentos.



LISTA DE ABREVIATURAS

AGV Acidos Graxos Volateis

ANP Agencia Nacional de Petréleo, Gas
Natural e Combustivel.

ATCC American Type Culture Collection

CG-EM Cromatografia Gasosa Acoplada a

Espectrometria de Massas

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CNF Carboidratos Nao Fibrosos

CPP Contagem Padrédo em Placa

DIVMS Digestibilidade IN VITRO da Matéria
Seca

DMSO Dimetilsulfoxido

EE Extrato Etéreo

ENN Extrativo Nao Nitrogenado

FDA Fibra em Detergente Acido

FDN Fibra em Detergente Neutro

HCEL Hemicelulose

ITC Isotiocianatos

LIG Lignina

CIM Concentracao Inibitéria Minima

MM Matéria Mineral

MS Matéria Seca

NDT Nutrientes Digestiveis Totais

PB Proteina Bruta

PDR Proteina Degradavel no Rumen

PNDR Proteina Nao Degradavel no Rumen

PNPB Programa Nacional de Producédo e Uso
de Biodiesel

RMN Ressonancia Magnética Nuclear



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Resultados da triagem fitoquimica com reagentes............cccuveeeeeennee 47

Tabela 2: Resultados da difusdo em disco do extrato etandlico e fracdes
hexanica e hidroalcodlica de grdos de Crambe abyssiniCa........cccccccvveeeeeeeneenn.. 50

Tabela 3: Concentracao Inibitéria Minima do extrato etandlico e cinco fracdes
frente a Staphylococcus aureus ATCC 27664, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 1706, Candida albicans ATCC 90028,
Aspergiullus  niger ATCC 6275 e Fusarium oxysporum NRRL

Tabela 4: Alcalbides presentes na fracédo hidroalcodlica.................cccceevveennnnnn. 55

Tabela 5: Atividade antimicrobiana dos alcaldides presentes na fracéo
hidroalcodlica sobre Candida albicans e Staphylococcus aureus..................... 56

Tabela 6: Concentracao Inibitéria Minima do extrato etandlico e demais fracfes
frente a microrganimos Gram-negativos e fungo filamentoso isolado do rimen.

Tabela 7: Concentracao Inibitéria Minima de &cido palmitico em S. aureus
ATCC 27664 E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 1706, C. albicans
ATCC 90028, Aspergiullus niger ATCC 6275 e Fusarium oxysporum NRRL

APENDICE

Tabela 8: Coletas referentes a diferentes concentracdes de torta de Crambe
abysSINICa,CPP,FFL € PH...ooiiiiiiiiiiieee e 77

Tabela 9: Composicdo da racdo referente aos  diferentes
LU= L= 10 1= 0] (0 1 PP 80

Tabela 10: Teores em percentagem, da matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN) e acido (FDA),
hemicelulose (HCEL), lignina (LIG), carboidratos nao fibrosos (CNF), nutrientes
digestiveis totais (NDT), digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS),
Extrativo ndo nitrogenado (ENN) e matéria mineral (MM) dos
(od0] gTot=T g1 =T [0 13O UPPPPT 81

Tabela 11: Andlise de Variancia de regreSSa0........cccuuuuuriririiiiiiieeiiiiiiiieineeaaeans 81

Vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Bovino submetido & avaliacdo de dietas através de coleta em fistula
de DOrracha KHEL..........cocuiiiiiiiiiiiiiceeeee e e e e e e e e e 33

Figura 2: Fluxograma correspondente as particbes liquido-liquido do extrato
etandlico de grdos de Crambe abysSiniCa...............uuvuveiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiees 35

Figura 3: pH inicial dos tratamentos correspondentes aos tempos de 0, 30,
60,120 € 240 MINUIOS......oueiiiiiiitiiieiie e e e ee e e e e e et e e e e e e e e e e e s aaaaeeaeenas 41

Figura 4: pH final dos tratamentos correspondentes aos tempos de 0, 30, 60,
120 € 240 MINUEOS. ...tuuetttiiiiiaae e e e e e e eeeeeee et et ettt e e e e e e aeeeeereeeeessresnsnnn i aaeaeaeeees 41

Figura 5: Concentracédo de Nitrogénio Amoniacal do liquido ruminal de bovinos
em relacéo aos tratamentos em diferentes tempos de
(o0 =7 = 3 43

Figura 6: Contagem Padrdo em Placa (CPP) total de microrganismos do
ramen, em funcdo dos diferentes tratamentos e intervalo de tempos de 0, 30,
B0, 120 € 240 MINUEOS. .. .ceueiiit it e it e et e et e e e et e e s e s eaa e s e s eaaeeaneesanaes 44

Figura 7: Contagem de fungos filamentosos e leveduras em funcdo das
diferentes concentracdes de torta de Crambe abyssinica e do tempo de 0, 30,
60,120 € 240 MINUEOS. ... .euiiiiiiiiieeiee et ee e e e e e e e e e e s s s e bbb e e eeeeeeeaaeeaaaesssnanns 45

Figura 8: Simulacdo da equacao da reta referente as concentracdes de torta de
Crambe e o crescimento microbiano (CPP)...........covviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeii, 46

Figura 9: Cromatograma (254 nm) das fracdes hidroalcodlica (1), Acetato de
etila (2), Cloroférmica (3), hexanica (4) e extrato etandlico (5) via
Figura 10: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H da substancia da

fracéo acetato de etila (400 MHZ, CDCI3)......ccovvvuueiiiiiiiiieeee e 85

Figura 11: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H da substancia
da fracéo cloroformica, (400 MHZz, CDCI3)........ccuuuuiiiiiiiiiie e 85

Figura 12: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de *H da substancia do
extrato etandlico (400 MHZ, CDCI3).........uuuuiiiiiiiiiie e 86

Figura 13: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de *H da substancia da
frac@o hexanica (400 MHZ, CDCI3)..uuuiiiiiiieiiiieeeieeree s e 86

Figura 14: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de *H da substancia da
fracado hidroalcoolica (400 MHz, DMSO-UB)..........ccouvvveveriiiiiiiiiiiine e eeeeeeneeeaaeens 87

Vi



RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a cinética do crescimento da microbiota
total, fungos filamentosos e leveduras do riumen de bovinos tratados com
diferentes concentracbes de torta de Crambe abyssinica e avaliar a acéo
antimicrobiana do extrato e fracdes de grdos de Crambe em Staphylococcus
aureus ATCC 27664, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 1706, Candida albicans ATCC 90028, Aspergiullus niger ATCC 6275,
Fusarium oxysporum NRRL 1871 e microrganismos isolados do ramen. Para
avaliacdo do crescimento microbiano ruminal foram analisados seis
tratamentos com diferentes inclusdes de torta de Crambe em substituicdo ao
farelo de soja, Tratamento 1 (0%), Tratamento 2 (2,5%), Tratamento 3 (5%),
Tratamento 4 (10%), Tratamento 5 (15%) e Tratamento 6 (apenas liquido
ruminal) nos tempos 0, 30, 60, 120 e 240 minutos. O experimento foi realizado
em triplicata. Para o teste da atividade antimicrobiana foram utilizadas técnicas
de difusdo em disco com o extrato etandlico, fracées hexanica e hidroalcodlica,
e determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) que foi desenvolvida
com o extrato etandlico, fracbes hexanica, acetato de etila, cloroférmica e
hidroalcodlica. Foi realizada a CIM do &cido palmitico para verificar se a
atividade antifungica na fracdo hexanica estava relacionada a sua presenca.
Os resultados da cinética do crescimento microbiano total no tempo de 120
minutos nos tratamentos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram 10,34; 8,61; 8,89; 9,12; 7,98 e
8,68 respectivamente, quanto aos fungos filamentosos e leveduras 3,13; 3,12;
3,18; 3,11; 3,14 e 3,24 respectivamente. Os resultados da difusdo em disco
permitiram observar halo de inibicdo do extrato etandélico sobre Escherichia coli
ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 90028, fracdo hidroalcodlica sobre
Sthaphylococcus aureus ATCC 27664 e Candida albicans ATCC 90028. Na
CIM o extrato etandlico inibiu Escherichia coli ATCC 25922 (12,5 mg/mL),
Candida albicans ATCC 90028 (25 mg/mL); fracdo hidroalcodlica
Staphylococcus aureus ATCC 27664 (6,25 mg/mL), Candida albicans ATCC
90028 (25 mg/mL); fracdo hexanica Fusarium oxysporum NRRL 1871 (25
mg/mL); fracdo cloroférmica Candida albicans ATCC 90028 (1,56 mg/mL),
Aspergillus niger ATCC 6275 (6,25 mg/mL); fracdo acetato de etila Fusarium
oxysporum NRRL 1871 (3,12 mg/mL). As analises de CIM mostraram que o
extrato etanolico e as demais fracdes em estudo ndo apresentaram atividade
antimicrobiana sobre os microrganismos Gram-negativos isolados do rumen.
Porém todos com excecdo da fracdo hidroalcoodlica, exibiram atividade
antifangica sobre o microrganismo filamentoso isolado deste ambiente. A
atividade antimicrobiana do acido palmitico foi demonstrada sobre Candida
albicans ATCC 90028 (0,5 mg/mL) e Aspergillus niger ATCC 6275 (1 mg/mL),
nao havendo atividade antimicrobiana nos isolados ruminais. As concentracdes
da torta de Crambe proporcionaram crescimento da microbiota ruminal com
excecao dos tratamentos 2 e 5. Os extratos provenientes dos gréos de Crambe
abyssinica exibiram atividade antimicrobiana e antifUngica de microrganismos
ATCCs, o que é considerado um o6timo resultado, necessitando de novos
estudos quanto a sua aplicacdo farmacoldgica.

Palavras-chave: extratos, antimicrobianos, ruminantes, torta.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the growth kinetics of total
microbiota, filamentous fungi and yeasts in the rumen of cattle treated with
different concentrations of Crambe abyssinica pie and evaluate the
antimicrobial activity of Crambe grains extract and fractions in Staphylococcus
aureus ATCC 27664 , Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 1706, Candida albicans ATCC 90028, Aspergiullus niger ATCC 6275,
NRRL 1871 and Fusarium oxysporum and rumen isolated microorganisms. For
rumen microbial growth evaluation, six treatments were analyzed with different
Crambe pie inclusions to replace soybean meal, Treatment 1 (0%), Treatment 2
(2.5%), Treatment 3 (5%), Treatment 4 (10%), Treatment 5 (15%) and
Treatment 6 (only ruminal fluid) at 0, 30, 60, 120 and 240 minutes. The
experiment was performed in triplicate. To test the antimicrobial activity were
used disk diffusion techniques with the ethanolic extract, hexane and
hydroalcoholic fractions, and minimum inhibitory concentration determination
(MIC) which was developed with the ethanolic extract, hexanic, ethyl acetate,
chloroformic and hydroalcoholic fractions. We performed the palmitic acid MIC
to verify if the antifungal activity in the hexane fraction was related to its
presence. The total growth microbial kinetics results at the time of 120 minutes
in the treatments 1, 2, 3, 4, 5 and 6 were 10.34, 8.61, 8.89, 9.12, 7.98 and 8.68
respectively, as the filamentous fungi and yeasts 3.13, 3.12, 3.18, 3.11, 3.14
and 3.24 respectively. The disk diffusion results allowed observing the ethanol
extract inhibition zone on Escherichia coli ATCC 25922 and Candida albicans
ATCC 90028, hydroalcoholic fraction on Staphylococcus aureus ATCC 27664
and Candida albicans ATCC 90028. At the MIC the ethanolic extract inhibited
Escherichia coli ATCC 25922 (12.5 mg/mL), Candida albicans ATCC 90028 (25
mg/mL); hydroalcoholic fraction Staphylococcus aureus ATCC 27664 (6.25
mg/mL), Candida albicans ATCC 90028 (25 mg/mL); hexanic fraction Fusarium
oxysporum NRRL 1871 (25 mg/mL); chloroformic fraction Candida albicans
ATCC 90028 (1.56 mg/mL), Aspergillus niger ATCC 6275 (6.25 mg/mL); ethyl
acetate fraction Fusarium oxysporum NRRL 1871 (3.12 mg/mL). The MIC
analyzes showed that the ethanol extract and the other fractions in study
showed no antimicrobial activity against the rumen isolated Gram-negative
microorganisms. But all except the hydroalcoholic fraction, exhibited antifungal
activity on the filamentous microorganism isolated from this environment. The
palmitic acid antimicrobial activity was demonstrated on Candida albicans
ATCC 90028 (0.5 mg/mL) and Aspergillus niger ATCC 6275 (1 mg/mL), with no
antimicrobial activity on rumen isolates. The Crambe pie concentrations
provided ruminal microbial growth except for treatments 2 and 5. The extracts
from the Crambe abyssinica grains exhibited antimicrobial and antifungal
activity of microorganisms ATCCs, which is considered a good result, requiring
further studies regarding its pharmacological application.

Keywords: extracts, antimicrobial, ruminants, pie.
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1 INTRODUCAO

Os impactos ambientais causados pelo uso de combustiveis fosseis tem
motivado estudos e pesquisas de biocombustiveis, de modo a encontrar
alternativas que sejam economicamente viaveis, apresentando producdo em
larga escala, balanco energético positivo e beneficios ambientais
(WAZILEWSK et al., 2012). No Brasil, a principal matéria-prima responsavel
pela producdo do biodiesel € a soja, porem h& um grande interesse por
oleaginosas ndo comestiveis (SOUZA et al., 2009). Nesse contexto surge o
Crambe abyssinica que possui elevado potencial para producdo do biodiesel
devido ao seu rapido ciclo de producéo, baixo custo de investimento e elevado
teor de 6leo (MARTINS et al., 2011; COSTA et al., 2012 a).

Devido ao acelerado crescimento agroindustrial no Brasil, a producéo de
tortas provenientes da fabricacdo do biodiesel correspondera em 2013, a cerca
de 8,9 milhdes de toneladas de residuos que podem ser descartados no
ambiente (CARRERA et al., 2012). Subprodutos provenientes da producdo do
biodiesel podem ser utlizados na alimentacdo de animais ruminantes
(PERIPOLLI et al.,, 2011). Estudos demonstram que a torta de Crambe,
apresenta potencialidade para ser inserida na dieta desses animais (SOUZA et
al.,2009). Em seus graos sao encontradas proteinas, fibras e glucosinolatos.
Os glucosinolatos podem provocar toxicidade em animais monogastricos, ja os
ruminantes toleram niveis mais elevados devido a sua degradacdo por
microrganismos do ramen, porém existem restricdes quanto ao seu uso devido
ao fator anti-nutricional (LAZZERI et al., 1994; CLEEMPUT, 2011; ABBEDDOU
et al., 2012).

Os microrganismos ruminais sao representados por bactérias, fungos e
protozoarios, desempenham como principal funcdo a fermentacdo e
degradacédo dos alimentos a fim de produzir os acidos graxos volateis, que
sdo a principal fonte de energia para esses animais (RUIZ, 1992; PARISH,
2011).

12



Além da utilizacdo da torta na dieta de animais ruminantes, o 6leo de
Crambe apresenta metabolismo secundario como os glucosinolatos, esses por
sua vez podem apresentar diversas atividades biologicas inclusive
antimicrobianas (RAMPAL et al., 2012). Dessa forma esse trabalho tem o
objetivo de avaliar a cinética do crescimento da microbiota ruminal em relacéo
as diferentes concentracdes da torta de Crambe, e analisar o potencial
antimicrobiano dos graos dessa oleaginosa sobre cepas ATCCs e isolados do

riamen.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral: Avaliar a cinética da microbiota ruminal total de bovinos

tratados com torta de Crambe abyssinica e determinar a atividade

antimicrobiana do extrato etandlico e diferentes fracfes nos gréos de Crambe.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a cinética do crescimento in vitro da microbiota ruminal de
bovinos tratados com diferentes concentracdes de torta de Crambe

abyssinica.

Determinar a cinética do crescimento in vitro de fungos filamentos e
leveduras provenientes da microbiota ruminal tratados com diferentes

concentracfes de torta de Crambe abyssinica.

Verificar a caracterizacdo quimica do extrato etandlico e fracdes
hexanica, acetato de etila, cloroférmica e hidroalcodlica de gréos de
Crambe abyssinica.

Avaliar a concentracdo inibitéria minima do extrato etanolico, e fracbes
hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidroalcodlica de grdos de
Crambe abyssinica sobre cepas Staphylococcus aureus ATCC 27664
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia ATCC 1706,
Candida albicans ATCC 90028, Aspergiullus niger ATCC 6275,

Fusarium oxysporum NRRL 1871, e microrganismos isolados do rimen.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Crambe abyssinica

A Crambe abyssinica é uma planta oleaginosa pertencente a familia das
Brassicaceas anteriormente denominadas Cruciferas. Originaria  do
Mediterraneo na regido da Asia e Europa Ocidental apresenta as seguintes
caracteristicas: ciclo de producdo curto variando de 90 a 100 dias, rapida
adaptacdo a condi¢fes climaticas antagonicas, baixo custo de investimento e
alto rendimento na produ¢do (MARTINS et al., 2011). Seu cultivo comegou em
1933 na antiga Unido Soviética (WEISS, 2000). Havendo evidéncias de
pesquisas experimentais na Russia, Suécia e Polbnia apds a segunda guerra
mundial (FALASCA et al., 2010).

No Brasil o cultivo de Crambe teve inicio nos anos 90 no estado do Mato
Grosso do Sul, igualmente sendo cultivado na regido sul e sudeste
(ONOREVOLI, 2012). Porém estudos quanto a cultura e producao do 6leo de
Crambe vem sendo desenvolvidos recentemente, apdés produtores e
pesquisadores terem acesso a cultivar FMS Brilhante, comercializada pela
Fundacao Mato Grosso do Sul (OLIVA, 2010).

Essa planta apresenta porte ereto, podendo exibir 1 a 2 m de altura,
dependendo da época e densidade de plantio. Suas folhas séo grandes e
largas, flores brancas ou amarelas, sementes cor castanho esverdeado de
estrutura esférica de 0,8- 2,6 milimetros de diametro. As raizes podem chegar
a mais de 15 cm de profundidade, o que lhe confere tolerancia em periodos
secos (FALASCA et al., 2010). Crescem em locais cuja precipitagao varia de
350 a 1200 mm, temperatura média anual de 5,7 a 16,2 °C e solos com pH em
torno de 5,0-7,8; sendo a umidade representada por 14% considerada perfeita

para seu desenvolvimento. E considerado uma cultura de inverno quando nao
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esta em condicbes de temperatura inferior a 6 °C, exceto na fase de plantula
onde pode tolerar até 5°C (FALASCA et al., 2010; SILVA et al., 2011).

Considerado um importante promissor industrial, os grdos de Crambe
apresentam 23-38% de 0leo, contendo cerca de 50-60% de acido erucico (Caa:
1), tornando seu consumo inadequado na alimentacdo humana (OPLINGER et
al., 1991; BASSO, et al., 2012). Além do acido erucico, o 6leo de Crambe ainda
pode apresentar quantidades consideraveis de outros acidos graxos como o
Acido Oléico (Cis: 1), Linoléico (Cis: ) e Linolénico (Cis: 3) respectivamente
17,2%, 8,7 % e 5,2 % (SPRINGDALE, 2005).

O Oleo extraido € utlizado para diversas finalidades, tais como
lubrificante industrial, inibidor de corroséo, fabricacdo de borracha sintética,
além de ser empregado na producdo do biodiesel (OPLINGER et al., 1991;
COSTA et al.,, 2012 a). Pesquisa realizada pela fundacdo MS indica que o
Crambe possui uma rentabilidade de 1.000 a 1.500 Kg/ ha™. Jasper et al.
( 2010 a) apontam um rendimento de 1.507,05 Kg/ha, com 33,98% de teor de

6leos, resultando numa produtividade maior que 500 L ha™.

3.2 Crambe abyssinica na producéo do biodiesel

A crescente preocupacao mundial com os impactos ambientais, e a
constante busca por fontes de energia renovaveis tem atraido atengdo aos
biocombustiveis (WAZILEWSK et al., 2012). Os principais biocombustiveis
comercializados no Brasil sdo representados pelo etanol e biodiesel
(WILKINSON et al., 2010) .

O ingresso do biodiesel na matriz energética brasileira adveio do
Programa Nacional de Producao e Uso de Biodiesel (PNPB) criado por Decreto
Lei em 23 de dezembro de 2003 e concluido pela Lei n°® 11.097 de 13 de
janeiro de 2005. A Agéncia Nacional de Petroleo Gas Natural e

Biocombustiveis (ANP) tornou obrigatéria a adicdo de 5% de biodiesel ao 6leo
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diesel, buscando desta forma diminuir a emissdo de diéxido de carbono
proveniente da queima do diesel féssil (ANP, 2011).

Quimicamente o biodiesel € um mono-alquil éster de acidos graxos
derivado de 6leos vegetais, gorduras animais e/ ou residuais, cuja utilizacéo
esta ligada a substituicdo parcial ou total de combustiveis de origem féssil em
motores de ignicdo por compressao. Pode ser produzido através de dois
processos, a transesterificacdo dos triaglicerdis de 6leos e gorduras por meio
de solventes alcoodis (etanol ou metanol), procedimento que gera co-produtos
como o glicerol e subprodutos como o farelo, e processo de prensagem onde a
extracdo do Oleo da origem a torta como residuo (BRASIL, 2005; KNOTHE et
al., 2007; LOBO et al., 2009). Para Carlsson et al. (2011), o dleo de plantas
gera insumos quimicos como substitutos renovaveis a fim de suprir
combustiveis fosseis, porém deve ser levado em consideragédo o seu potencial
para producao.

No Brasil a principal fonte de Oleo vegetal responsavel por maior
producao industrial de biodiesel é a soja. Contudo ha um grande interesse por
oleaginosas que produzam Oleos ndo comestiveis, pois um dos principais
problemas enfrentados na cadeia do biodiesel é a falta de matéria-prima
(SOUZA et al., 2009). Nesse contexto surge o Crambe abyssinica com elevado
potencial para producdo do biodiesel. Através de analises fisico-quimicas do
0leo de Crambe, constatou-se que essa oleaginosa encontra-se de acordo com
as normas estabelecidas na Resolucdo n° 7 da ANP (JASPER, 2009b).

Um dos principais problemas gerados na producdo do biodiesel é a
degradacgéo oxidativa e microbiana, pois sdo capazes de provocar aumento da
viscosidade, elevacdo da acidez e formacdo de gomas indesejaveis de
compostos poliméricos, atingindo negativamente o mercado consumidor
(MONYEM et al., 2001; TANG et al., 2008).

O biodiesel de Crambe apresenta maior estabilidade a oxidacdo de
acidos graxos do que o biodiesel de soja (WAZILEWSKI et al., 2013). Isso esta
relacionado ao Oleo de Crambe, que contém maior quantidade de acidos

graxos monoinsaturados, pois a intensidade de oxidacdo é provocada pelo
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aumento do numero de duplas ligag6es na cadeia do 4cido graxo, ou seja, poli-
insaturados (ONOVEROLLI, 2012).

Lalas et al. (2012) também verificaram uma maior resisténcia do 6leo de
Crambe a oxidacdo quando comparado ao 6leo de oliva através do método
Rancimat, identificaram também elevada percentagem de acido erdcico, e
elevados niveis de fitosterdis (B-sitosterol, campestanol) e brassicasterol. Além
dessas vantagens a producéo do biodiesel de Crambe gera subprodutos como

a torta e farelo que podem ser inseridos na dieta de ruminantes.

3.3 Caracterizacao dos processos digestivos em ruminantes

Os animais ruminantes apresentam um estdmago dividido em quatro
compartimentos: ramen, reticulo, omaso e abomaso, por isso denominados
poligastricos (OYELEKE et al., 2008).

O reticulo encontra-se proximo ao diafragma e ao coracao e as pregas
rimen-reticular mantém sua comunica¢do com o ramen, permitindo que tenha
similar funcédo de camara de fermentacdo. O omaso promove o0 maceramento,
compressédo e absorcdo dos alimentos, reduzindo a particula de digesta e seu
excesso de agua antes que chegue ao abomasso. O abomasso por sua vez € o
estbmago verdadeiro, onde os acidos e enzimas sao secretados para digerir a
digesta, funcionando de forma muito similar aos estdbmagos de animais
monogastricos (ONWUKA et al., 2013).

O rimen representa o maior compartimento, e é caracterizado por conter
microrganismos anaerdbicos como bactérias, fungos e protozoarios. Funciona
como uma cémara de fermentagdo, onde os alimentos desempenham uma
guimiotaxia positiva em relagcdo aos microrganismos presentes (RUIZ, 1992;
PARISH, 2011). A finalidade destes microrganismos é fermentar e quebrar as
paredes celulares dos vegetais em suas fragoes de carboidratos e produzir os
acidos graxos volateis (AGV) que sao essenciais fontes de energia para 0s
animais (PARISH, 2011). Geralmente o0s carboidratos fermentados
correspondem 60-70% de acido aceético, 18-22% de acido propiénico, 12-16%
de acido butirico e 2- 4% de acido valérico (GOULART et al., 2011).
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Quando ha deficiéncia de carboidratos os microrganismos tendem a
fermentar os amino&cidos que logo sdo desaminados dando origem a producao
de amobnia (BARBOSA et al.,, 2004). Os aminoacidos liberados e a amdnia
produzida constituem a maior fonte de compostos nitrogenados e séo
empregados na sintese de proteina microbiana, exibindo aminoacidos
diferentes da fonte dietética. Sendo assim a contribuicdo final de proteina para
o0 intestino delgado é formado pela proteina dietética e microbiana (NETO et al.,
2008).

A degradacdo da proteina dietética do rdamen influencia na sua
fermentacdo e no suprimento intestinal de aminoécidos. Os constituintes
dietéticos representados por proteina degradavel (PDR) e ndo degradavel
(PNDR) no rumen apresentam funcdes distintas. A PDR permite a juncéao de
peptideos, aminoacidos livres e amobnia para o crescimento microbiano e a
PNDR fornecem peptideos e aminoacidos no intestino (CAMPOS et al., 2007a).

A proteina microbiana apresenta alta qualidade de aminoéacidos para
absorcao, correspondendo em média a 59% da proteina que chega ao intestino
delgado (SERRANO et al., 2011). Porém as alteracdes nas taxas de digestédo
dos alimentos e das fragbes de carboidratos, que sdo a fonte de energia mais
importante para 0 crescimento microbiano, afetam negativamente o
fornecimento de proteina microbiana ao intestino delgado, consequentemente
interferindo no desempenho do animal (DE SA, 2007).

Quando a percentagem de proteina na dieta encontra-se abaixo de 12%,
ou ha queda da disponibilidade de compostos nitrogenados (N), pode ocorrer
um decréscimo na digestdo da fibra, ocasionando restricdo no consumo devido
a lenta passagem dos alimentos pelo rimen. Porém elevados niveis de N
podem provocar toxicidade devido o excesso de amoénia liberada, o que
representa mais um fator redutor do consumo (WIDIAWATI, 2012). Para
Pimentel et al. (2012) a concentragdo ruminal de amodnia pode indicar
fermentacdo de aminoécidos, alto teor de proteina degradavel ou ainda, queda
na quantidade de carboidratos nao fibrosos no rumen.

Cerca de 60 a 92% de N contido na dieta do animal & convertido em
Nitrogénio amoniacal no ecossistema do riamen (RUIZ, 1992). A manutencdo
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adequada da concentracdo do nitrogénio amoniacal torna-se muito importante
para o crescimento bacteriano, ja que representa 40 a 100% do nitrogénio
exigido pelos microrganismos (ITAVO et al.,, 2002; SILVEIRA et al., 2009).
Valores de pH também influenciam na degradacdo da fracdo fibrosa quando
atingem o intervalo entre 5,0 ou 5,5, inibindo o crescimento de bactérias
celuloliticas e a digestéo da fibra. A producédo de AGV mais acelerada e menos
regular ao decorrer do dia também interfere no desenvolvimento desses
microrganismos (FONSECA et al., 2001; SILVEIRA, 2009).

O processo de digestéo inicia-se quando o alimento é transportado para
o complexo reticulo-rimen e retornam para a boca, logo sdo mastigados
novamente, e transferidos para o omasso. No omasso o alimento é triturado em
pedacos ainda menores por poderosos movimentos musculares, e entéo
encaminhado para o abomasso sendo divido pelas enzimas digestivas
principalmente pelas lisozimas, passando entéo para o intestino delgado onde
o material ndo aproveitado € eliminado como fezes (RINEHART, 2008).

O ramen é um ambiente complexo, composto por populacdes de
bactérias fungos e protozoarios anaerdbicos que estabelecem entre si diversas
interacdes. As populacdes de microrganismos podem sofrer alteragdes dentro
do mesmo animal apds a ultima alimentacdo (SERRANO et al., 2011).

Muitos protozodrios apresentam interacdes, digerindo as bactérias
causam a queda da biomassa bacteriana no liquido ruminal, perda de N pelo
hospedeiro e consequentemente reduz o fluxo de proteina microbiana para o
intestino delgado, tanto pela menor populacao bacteriana quanto pela retencéo
dos protozoarios no rimen. Mesmo com essas desvantagens citadas, a
presenca de protozodrios contribui para a fermentacao, além de ser uma fonte
continua de nitrogénio para as bactérias ap0s sua morte e degradacédo, o que
favorece os animais com dietas pobres em proteina (SERRANO et al., 2011,
SALAS, et al., 2012).

Os protozoarios podem interferir na reducdo da taxa de digestdo do
amido e consequentemente na queda de acidoses em dietas com elevada
guantidade de concentrados (formulacbes balanceadas de alimentos
fornecidos a animais/ também denominados como racdées) (MENDONZA et al.,
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1993). A eliminacgdo de protozoarios influencia em um consideravel aumento de
fungos no rumen, esses fungos podem compensar a queda da atividade
celulolitica causada pela desfaunacéo de protozoarios (FONSECA et al., 2001).
O numero de protozoarios e fungos anaerébios no rumen esta relacionados
principalmente a dieta, pois 0s protozoarios apresentam maior proporcao
quando a dieta é rica em concentrado e pobre em fibra, o que é visto
inversamente quando ha predominancia de fungos (RUIZ, 1992).

Os fungos anaerdbicos podem representar até 8% da biomassa
microbiana presente no ecossistema ruminal de animais que recebem dieta rica
em fibras (ABRAO et al., 2010). Os mesmos solubilizam a parede celular de
plantas in vivo e in vitro, estando envolvidos na degradacdo da lignina e
celulose (OLIVEIRA et al., 2013). ABRAO et al. (2010) buscando avaliar
caracteristicas estruturais de fungos anaerdébios no contetdo ruminal de
bovinos de corte, identificaram a presenca de 56,5% de fungos monocéntricos
e 26,1% policéntrico, justificando a alta prevaléncia e presenca desses
microrganismos a dieta rica em fibras. Apesar da acdo de protozoarios e
fungos no rdmen, as bactérias sdo o0s microrganismos mais abundantes e
ativos na atividade enzimatica (HIGUERA, 2012).

A maioria das bactérias encontradas no ambiente ruminal sao
anaerobias estritas, com raras excecdes de anaerObias facultativas. Ja as
aderidas na parede do rumen sdo em grande parte representadas por
anaerobias facultativas e possuem atividade ureolitica (RUIZ, 1992;
ANDRIGUETTO et al., 2002).

As bactérias apresentam como uma de suas principais atividades a
degradacdo da celulose. A fermentacdo no rimen ocorre por um processo
anaerobio, em temperatura entre 38° e 42°C facilitando 0s processos
fermentativos, o pH mais frequentemente encontrado nesse ecossistema varia
de 6,8 a 6,9 e a saliva atua como substancia tampao, contribuindo desta
maneira para a manutencdo de um pH estavel (RUIZ, 1992; ANDRIGUETTO et
al., 2002).

Existem onze grupos de bactérias que séo classificados em funcdo do
substrato que fermentam: bactérias celuloliticas, hemiceluloliticas,
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pectinoliticas,  amiloliticas, ureoliticas, = metanogénicas, sacaroliticas,
acetoliticas, proteoliticas, amoniagénicas e lipoliticas (TEIXEIRA, 1997). Porém
0S principais grupos sao representados pelas bactérias celuloliticas e
amiloliticas (WEIMER et al., 1996; HIGUERA, 2012).

As bactérias celuloliticas degradam a celulose, sdo anaerdbicas estritas
e o pH consideravel 6timo para seu crescimento situa-se entre 6,3 e 6,8,
utilizam a celobiose que é encontrada em grande propor¢cdo no ecossistema
ruminal. Certas bactérias celuloliticas como no caso da Bacterioides
succinogenes podem atuar na degradacdo do amido (TEIXEIRA, 1997;
HIGUERA, 2012).

As bactérias amiloliticas degradam o amido através da enzima
extracelular amiliase e sdo menos sensiveis as variacées de pH ruminal com

um valor de crescimento 6timo variando entre 5,5 e 6,6 (HIGUERA, 2012).

3.4 Uso de torta de Crambe abyssinca em ra¢fes para animais ruminantes

A soja € um dos alimentos mais utilizados para formula¢ces de racdes,
mas devido ao seu elevado custo, ha a necessidade de estudos para encontrar
alternativas mais viaveis que fornecam boa qualidade nutricional, baixo valor
agregado e alto rendimento, de modo a aprimorar os resultados da producao
agropecuaria (ANDRIGUETTO et al., 2002).

No Brasil a producdo de residuos e subprodutos agroindustriais vem
aumentando em consequéncia da crescente industrializacédo. Estima-se que o
pais produzirA em 2013 cerca de 8,9 milhdes de toneladas de torta de
oleaginosas geradas a partir da producédo do biodiesel (CARRERA et al., 2012).

Os subprodutos oriundos da cadeia do biodiesel apresentam potencial
para serem utilizados como fontes de nutrientes para animais ruminantes. Essa
alternativa tende a viabilizar o sistema de producgéo para pequenos e médios
produtores, contribuindo também na reducdo de acumulos de residuos no
ambiente (PERIPOLLI et al., 2011).

Souza, et al. (2009) afirmam que a torta de Crambe abyssinica surge
como uma alternativa na alimentagdo animal, devido a existéncia de elevados
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teores de proteina bruta, carboidratos e fibras. Esses subprodutos provenientes
da cadeia do biodiesel podem conter 40% de proteina, 27% de fibras e 4% de
glucosinolatos (DAUBOS et al., 1998).

Conforme relatado por Mizubuti et al. (2011) co-produtos como a torta de
soja apresenta maior taxa de degradacdo de carboidratos nao fibrosos (CNF)
do que a torta de Crambe. Ja as maiores taxas de degradacdo dos
carboidratos fibrosos (CF) foram observadas em ambos, apresentando também
melhor perfil na cinética de fermentacao ruminal no que se refere a CF e CNF,
qgquando comparados aos demais subprodutos estudados como farelo de
crambe, farelo de algodéao e torta de girassol.

Em estudo realizado por Goes et al. (2010) a torta de Crambe
apresentou 52,80% de proteina bruta (PB), 48, 90% de fibra em detergente
neutro (FDN) e 37,15% de fibra em detergente &cido (FDA). Ja para a torta de
soja os valores de (FDN) e (FDA) foram 12,32 e 8,76 respectivamente.
Segundo Carlson et al. (1996) a PB e FDN do Crambe apresenta
degradabilidade maior que o farelo de soja. Esses autores verificaram também
que o grao e a casca de Crambe interferem na digestibilidade, representando
valores de 44,5 e 57,3% respectivamente. Ja para o farelo de gréos
descascados, esse numero torna-se maior correspondendo a 85%.

Souza et al. (2009) constataram que entre as oleaginosas pinhao
manso e nabo-forrageiro, o Crambe obteve maior teor de lipidios nos graos e
também apresentou maiores valores de fibras alimentares apos extracdo do
Oleo por prensagem a frio, isso devido a sua casca ser muito rica em fibras.

O uso da torta e farelo de Crambe n&do foi aprovado para animais
monogastricos, devido a presenca de glucosinolatos, que decompostos no
sistema digestivo sdo transformados em substancias toxicas, consideradas
antinutricional que podem causar danos ao figado, rim e reducdo do apetite
(MOHAMED et al., 2009).

Os ruminantes podem tolerar niveis mais elevados de glucosinolatos,
devido sua degradacdo por microrganismos ruminais. Porém seu uso é
limitado, pois quando os glucosinolatos sofrem hidrdlise enzimatica por
mirosinase produzem os isotiacianatos, tiocianatos e nitrilos que afetam de
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maneira negativa a qualidade nutricional, vindo a reduzir a palatabilidade,
provocando inibicdo do crescimento e alteracdes patoldgica em 6rgao corporais
comprometendo o desempenho do animal (LAZZERI et al., 1994; CLEEMPUT,
2011; ABBEDDOU et al., 2012).

Alguns estudos relatam que a introducdo de 5% e 10% de farelo de
Crambe na dieta de ruminantes ndo afeta o consumo da racédo, eficiéncia
alimentar e hormonios tireoidianos (CARLSON et al., 1996). Em vacas leiteiras
um nivel de 11 umol g ™ deve ser seguro, mas superiores a 11,7 pode reduzir o
consumo de racado e a producao de leite em vacas (BUSCH et al., 1978). Em
bezerros dietas contendo 1,2 - 2,4 pmol g * de glucosinolatos ndo interferem
no peso e funcdes da tireoide e figado (ANDERSSEN et al.,1985). Mesmo que
0S animais ruminantes sejam menos sensiveis aos glucosinolatos, podem
ocorrer intoxicagdes. Devido a isso varios métodos séo realizados a fim de
remover ou reduzir o teor desses compostos, buscando minimizar os efeitos na
saude e producédo animal (TRIPATHI, 2007).

3.5 Atividade biol6gica do Crambe abyssinica

As plantas apresentam metabolismo primério e secundario. O
metabolismo primario corresponde ao conjunto de processos metabdlicos que
desempenham funcédo essencial para a vida do vegetal. JA& o metabolismo
secundario, permite aos vegetais a producdo de distintos compostos de
natureza quimica. Alguns destes produtos desempenham funcdes ecoldgicas
como atraentes e repelente de animais, agindo como mecanismo de defesa
das plantas contra insetos herbivoros impedindo o ataque de patégenos, porém
outros compostos apresentam um importante papel na industria cosmética e
farmacéutica (GARCIA et al., 2009).

Os metabdlitos secundarios sao representados por trés grandes grupos,
terpenos, alcalbides e compostos fenodlicos que podem apresentar funcao

antimicrobiana, antifingica e antioxidante (BEHBAHANI et al., 2013).
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3.5.1 Terpenos

Os terpenos podem ser formados a partir do acido mevalénico no
citoplasma ou do piruvato e 3- fosfoglicerato no cloroplasto. Varios terpenos
sdo utilizados pelo homem devido sua acdo inseticida e aromatica dos 6leos
essenciais que procedem dos monoterpenos (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Segundo Otoguro et al. (2011) 6 sesquiterpenos, 14 sesquiterpenos
lactonas e 4 diterpenos apresentam efeito antitripanosomal contra
Trypanosoma brucei brucei. Andlises mostraram que extratos de folhas e
caules de cereja (Prunus cerasus) que apresentavam elevada quantidade de
terpenos exibem atividade antibacteriana em bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. Devido a estas propriedades e sua acdo antioxidante,
apresentam potencialidade para serem adicionados em produtos cosméticos e
em embalagens de alimentos (PICCIRILLO et al., 2013). J4 Raut et al. (2013)
verificaram o potencial terapéutico de terpendides, onde o0 mesmo atuou como

antibiofilme de Candida albicans.

3.5.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos provém do acido chiquimico ou acido
mevaldnico. Apresentam no minimo um nucleo aromatico, podendo conter um
ou mais grupo hidroxil livre ou em forma de compostos ésteres, éteres ou
hererosideos (LIMA et al., 2013). Sdo encontrados em plantas comestiveis e
nao comestiveis, apresentam varios efeitos biolégicos, inclusive como
antioxidantes. Vegetais ricos em compostos fendlicos atraem o interesse da
indUstria alimenticia, pois retardam a degradacdo oxidativa dos lipideos,
melhorando a qualidade e valor nutricional do alimento (KAHKONEN et al.,
1999). Os compostos fendlicos presentes nas plantas sao representados por
flavondides, saponinas e taninos.

Os flavondides sdo compostos com grande distribuicdo no reino vegetal.
Estdo presentes em varios orgaos da planta, podendo apresentar diferentes
formas estruturais. Constituem um baixo peso molecular, incidindo 15 atomos
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de carbono organizados na seguinte estrutura (C6-C3-C6) (FLOREZ et al.,
2002).

As funcdes bioldgicas desempenhadas pelos flavonoides depende de
sua estrutura quimica. Atuam potencialmente como antioxidantes, para eliminar
os radicais livres e inibir a peroxidacdo lipidica (BARKU et al.,, 2013).
Apresentam caracteristicas farmacoldgicas em diferentes patologias, tais como
cancer, diabetes mellitus, doencas cardiacas e Ulceras, exibem acdo antiviral,
antialérgica antinflamatéria e antimicrobianas contra Bacillus cereus, Candida
albicans e Cladosporium cucumerinum (MATEJIC et al., 2013), além de serem
inibidores de doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, agindo
também contra o envelhecimento (FLOREZ et al., 2002; BARKU et al., 2013;
CZAPLINSKA et al., 2012).

Os taninos sao compostos polifendlicos de origem vegetal, podem ser
classificados como taninos hidrolisaveis que consistem de ésteres de acidos
galicos e seus produtos de oxidacdo e taninos condensados que sao
oligbmeros e polimeros de flavan-3-ols (ANDRES et al., 2012). Sdo solGveis
em agua e seu peso molecular corresponde de 500 a 3000 Dalton
(MONTEIRO et al., 2005). Apresentam varios efeitos biolégicos por serem
agentes quelantes de ions metélicos, agentes precipitantes de proteina e anti-
oxidantes (ANDRES et al.,2012). Os taninos podem exibir atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ( AKIYAMA et al., 2001; KUMAR
et al.,, 2012), e tem sido muito reconhecido quanto a inibicdo de herbivoros,
pois em elevadas concentracdes nos diferentes orgdos da planta tornam-se

impalataveis aos fitéfagos (VOLZ et al., 2001).

3.5.3 Alcaldides

Os alcaléides sdo derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano,
tirosina), que resultam do acido chiguimico e aminoacidos alifaticos (ornitina,
lisina). Possuem um ou mais atomos de nitrogénio em seu esqueleto
carbbnico, e sao reconhecidos por desempenharem atividade biolégica.
Alcaléides fornecem protecdo as plantas contra agentes externos como
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herbivoros e fungos (MARAGONI et al., 2012), apresentam potencial larvicida
contra 0 mosquito Aedes aegypti (GARCEZ et al., 2013) e ainda atuam na
acao antimicrobiana sobre cepas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
(CAYUNADO et al., 2004).

3.6 Metabolismo secundério X Microrganismos Patogénicos

Mesmo com o0s avancos da medicina moderna, doencas infecciosas
ainda continuam causando morbidade e mortalidade no mundo, esse fato deve-
se principalmente aos mecanismos de resisténcia adquiridos por
microrganismos, devido ao uso abusivo de medicamentos prescritos na
medicina humana e veterinaria (MELLOR, 2000).

O Brasil exibe uma das maiores biodiversidades do planeta,
representadas por aproximadamente cerca de 120.000 espécies vegetais,
sendo realizadas somente 10% de pesquisas quimicas e biolégicas destas
espécies (RAMOS et al., 2012).

Uma das mais antigas praticas medicinais exercidas pela humanidade
advém do uso empirico de plantas medicinais (LIMA et al., 2013). Os
compostos isolados de vegetais exibem estruturas quimicas que geralmente
apresentam grandes diferencas estruturais em relacdo aos antibidticos
utilizados no tratamento contra microrganismos patogénicos (SING et al.,
1984), como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans, Aspergillus niger e Fusarium oxysporum .

A resisténcia a antimicrobianos envolvem fenémenos genéticos, capazes
de codificarem diferentes mecanismos bioquimicos, que inativam a acdo das
drogas (TAVARES et al., 2000). Diante disso torna-se de fundamental
importancia a busca por novos compostos e/ou agentes de modo a combater

e/ou controlar estes microrganismos.
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3.7 Metabolismo secundario de Crambe abyssinica

As plantas pertencentes a familia Brassicaceae apresentam
glucosinolatos que sdo uma importante classe de metabdlitos secundarios
(RAMPAL et al., 2012). Os glucosinolatos (B-thioglucoside-N-hydroxysulphates)
desempenham distintas propriedades biolégicas, sendo eleas antimicrobiana,
antifangica, nematocida, antiprotozodaria, inseticidas e anticancer (MOHAMED
et al., 2009; ABDELSHAFEEK et al., 2011).

S&o anions organicos que consistem em a-D-thioglucose, grupo ligado a
uma porcdo de aldoxima sulfonado e de um aminoacido de cadeia lateral
derivada de R-grupo. De acordo com sua estrutura podem ser alifaticos,
aromaticos methylthioalkyl e heterociclico. A hidrélise dos glucosinolatos por
enzimas mirosinase consiste em diferentes compostos sendo eles
isotiocianatos (ITC), tiocianatos, nitrilos e oxazolidinonas (RAMPAL et al.,
2012).

Os acidos graxos provenientes de Crambe abyssinica, podem ser
utilizados na industria farmacéutica e cosmética (NSIBANDE, 2013). Seu 0leo
contém acidos graxos como Palmitico, Estearico, Oléico, Linoléico, Linolénico,
Eicosanoico, Erassico, Brassidico, Tetracosandico, Nervonico entre outros
(SPRINGDALE, 2005). A composicao das plantas pode alterar devido a fatores
genéticos, ambientais e as condicbes de processamento pds-colheita
(ESMAEILI et al., 2013).

O ¢6leo de Crambe pode apresentar elevado teor de acido oléico,
linoléico e linolénico. Esses sdo responsaveis por acdes antibacterianas o que
também é visto em menor atividade no acido palmitico e estearico (ZHENG et
al., 2005).

3.8 Andlise fitoquimica

A pesquisa fitoquimica tem como finalidade determinar a presenca de
constituintes quimicos de espécies vegetais, podendo também identificar
grupos metabdlitos secundarios (SIMOES et al., 2002). Para isso é necessario
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0 uso de técnicas como a Cromatografia Gasosa de Alta Resolugéo acoplada a
Espectroscopia de Massas (CGAR-MS) e a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) (FARIA et al., 2007).

A cromatografia apresenta melhor desempenho e € uma das técnicas
mais utilizadas entre as ferramentas analiticas (CHIARADIA et al., 2008).
Enquanto que a espectrometria de massas (MS) fornece informagdes quanto a
identificacdo de compostos organicos, elucidacéo estrutural e quantificacdo. A
juncdo dessas duas ferramentas possibilita maior especificidade em analises
de misturas complexas (DE GRANDE et al., 1990).

Outra técnica utilizada € a RMN que gera informacdes estruturais e
dindmicas sobre a matéria, a qual é fundamentada na deteccdo das
propriedades magnéticas dos nucleos (LUZYANIN et al., 2010).

Estudos preliminares dos constituintes quimicos presentes em plantas
permite o conhecimento dos extratos e indica a natureza das substéancias, o
qgue facilita na escolha de técnicas de fracionamento cromatografico a serem
realizadas. Através de testes analiticos padrdes, 0s principais compostos que
podem ser observados sdo os &cidos graxos, terpendides, esteréides, fendis,

alcaldides, cumarinas e flavonoides (MACIEL et al., 2002).

3.8.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)
€ uma técnica usada para identificacdo de compostos volateis, e tem uma
ampla area de aplicacdo. Segundo Siqueira et al. (2007) essa ferramenta
mostra viabilidade para monitorar a composi¢cao de extratos, avaliar alteragdes
guimicas e comparar extratos oriundos de diferentes coletas.

Santos et al. (2010) verificaram a potencialidade da CG-MS para
identificacdo de compostos presentes no 6leo essencial de Piper amalago.

Campos et al. (2005) observaram que essa ferramenta cumpre com 0s
principios de confianca necessarios para a deteccdo de esterdides
androgénicos anabolicos em amostras de urina, contribuindo no exame
antidoping nos esportes.
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Silva et al. (2013), analisaram Euterpe oleracea através da cromatografia
gasosa, a qual indicou a presenca de acidos graxos como palmitico (20,4%),
palmitoléico (3,4%), estearico (1,3%), oléico (63,9%), linoléico (10,3%),
linolénico (0,5%) e araquidico (0,05%).

3.8.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica utilizada na
separacao, identificacdo e quantificagdo de compostos organicos. Acoplada ao
detector de arranjo de diodos (DAD), pode fornecer informacdes estruturais de
substancias presentes em extrato bruto de plantas. Quando conectado ao
espectrometro de massas (CLAE-MS) auxilia na identificacdo de compostos
organicos (Yang et al.,, 2011). Como exemplo podemos citar um estudo
realizado por Queralt et al. (2011), analisando os compostos fendlicos do
Ketchup, Gaspacho e suco de tomate através de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, esses autores verificaram a presenca
de 47 compostos fendlicos e observaram a difenca da composicao fendlica
entre os produtos a base de tomate, estando este fato principalmente

relacionado ao alho, cebola e pimentdo adicionados em sua producéo.

3.8.3 Ressonancia Magnética Nuclear

A espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear consiste na
absorcdo de energia na gama das radiofrequéncias de nucleos contidos numa
molécula, através de um intenso campo magnético. Pode ser utilizada em
analises de farmacos, polimeros e substancias desconhecidas (ALVES, 2010).
E considerada uma das técnicas mais importantes para analise qualitativa de
principios ativos (SANTOS et al., 2013).

Como exemplo da utilizacdo desta técnica podemos citar estudos
realizados por Carvalho et al. (2010). Neste avaliaram a presenca de
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diterpenos clerodanicos de extratos pertencentes a diferentes 6rgaos de C.
sylvestris, utilizando a cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida
de alta eficiencia com detector de arranjo de diodos e RMN de 'H. Essa
ferramenta também vem sendo empregada para identificacdo e classificacao
do mel de diferentes fontes florais e origens geograficas (SCHIEVANO et al.,
2010).

A RMN apresenta vantagens como rapida informacdo dos componentes
quimicos presentes em varios alimentos e bebidas. Embora exiba menos
sensibilidade do que as outras técnicas apresentadas, quando combinada com
analise multivariada dos dados, torna-se precisa para a observacdo de um
processo dinamico, incluindo as alteracdes na composicao dos alimentos (WEI
et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas no Setor de NutricAo de Ruminantes da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande Dourados
(FCA/UFGD) entre os meses de abril a agosto de 2013. As analises
microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia Aplicada da
Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS/UFGD) entre os meses de abril a
outubro de 2013.

Os graos de Crambe abyssinica foram cedidos pela Fundacdo MS, e
identificados pelo Laboratério de Sementes da Universidade Federal da Grande
Dourados.

As etapas de fracionamento do extrato etandlico, determinacdo de
alcaldides na fracdo hidroalcodlica, triagem fitoquimica, andalise do extrato
etndlico e demais fracdes via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
foram conduzidos no Laboratorio CPBio da Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul/Dourados/MS.

As andlises da fracdo hexanica via Cromatografia Gasosa Acoplada ao
Espectrometro de Massas foi executada no Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS/RS).

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi desenvolvida no
Laboratério de RMN do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Parana (UFPR/PR).

4.1 Procedimento experimental

Foi coletado aproximadamente 250 mL de liquido ruminal através de
fistulas, injetando continuamente CO,. O animal fistulado encontra-se na figura
1.
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Figura 1: Bovino submetido a avaliacdo de dietas através de coleta em fistula de borracha
KHEL.

O liquido ruminal foi filtrado em tecido de gaze de algoddo duplo e
distribuido 25 mL em frascos que continham 100 mg de racfes previamente
pesadas, com exceg¢do do tratamento 6 (controle apenas liquido ruminal)
(CAMPOS et al., 2000). Os tratamentos foram identificados como T1 (controle
auséncia de crambe), T2 (substituichio de 2,5% do farelo de soja), T3
(substituicdo de 5% do farelo de soja), T4 (substituicdo de 10% do farelo de
soja), T5 (substituicdo de 15% do farelo de soja) e T6 (controle apenas liquido
ruminal, auséncia de torta de crambe).

Aos frascos foi imediatamente adicionado 100 mL de saliva artificial, e
realizada a primeira medigcdo de pH nos diferentes tratamentos com injecao
continua de CO,. Apos foram lacrados e colocados em banho-maria a 39°C
para manutencdo da temperatura e da microbiota ruminal. Os tratamentos
ficaram incubados no banho-maria nos tempos: 30, 60, 120 e 240 minutos. Ao
término de cada tempo o pH foi aferido (CAMPOS et al., 2000 b). O valor do
pH correspondeu & média de trés repeticdes. Posteriormente uma curva de pH
foi estabelecida com esses valores.

Em seguida foram realizados os procedimentos para isolamento dos
microrganismos ruminais, contagem padrdo em placas (CPP) total de
microrganismos mesofilos anaerdbios, contagem de fungos filamentosos e

leveduras em condicdes de anaerobiose.
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Para (CPP) de microrganismos totais as amostras foram diluidas
(Russel, 2002) e inoculadas em quadruplicata em Agar Sangue de carneiro
(CALDWELL et al., 1966) acrescido de 1% de liquido ruminal esterilizado
(RASHID et al., 2008). As placas foram incubadas em anaerobiose a 37°C/24
horas.

Para a contagem de fungos e leveduras foi realizado plagueamento em
duplicata em Agar Saboraud acrescido de 1% de liquido ruminal esterilizado e
antibiotico Enrofloxacina, a inoculacéo foi realizada em duplicata. As placas
foram incubadas em anaerobiose a temperatura ambiente por sete dias.

Para o isolamento das col6nias foi adicionado 3 mL de liquido ruminal
esterilizado e 1mL da amostra em cada tubo contendo 9 mL de caldo BHI. Em
seguida foram incubados a 37°C/24 horas e estriados em Agar Sangue
acrescido de 1% de liquido ruminal esterilizado para o isolamento. Apds
selecdo as cepas foram repicadas e armazenadas em caldo BHI com 15% de

glicerol em temperatura (-20 °C).

4.2 Preparo do extrato etandlico de Crambe abyssinica e particfes

liguido-liquido

Os gréos foram pulverizados em moinho do tipo willey, obtendo-se um
total de 300g que foram submetidos a 4 extracdes por maceracdo com etanol
(92,80%). Foi obtido um total de 23g de extrato, sendo que o rendimento do
extrato etandlico foi de 7,67 %.

O extrato etandlico foi dissolvido em metanol/agua 8/2 (80 mL de
metanol e 20 mL de agua). A solucdo foi transferida para um funil de
separacdo, onde foi realizada a extragdo liquido-liquido com hexano (3 x 35
mL), cloroférmio (3 x 35 mL), acetato de etila (3 x 35 mL), resultando nas
fracbes hexanica (6,4g), cloroférmica (2,0g), acetato de etila (0,59) e
hidroalcodlica (10,15g). Todas as fragcbes foram concentradas em
rotaevaporador (marca Quimis modelo MA680). A fracdo hidroalcodlica foi

ressuspendida em agua e liofilizada em liofilizador Torroni®. Os solventes

34



utiizados na extracdo para analise sdo (P.A). A figura 2 mostra o0s
procedimentos para o preparo do extrato etanolico e particbes liquido-liquido
de gréos de Crambe abyssinica.

Crambe abyssinica (300g seca e moidas)

Triagem fitoquimica

Extracdo com etanol (92,8%, 4 x de 1)

A\ 4
Extrato etandlico (23g)

v

Extrato etandlico (20g), dissolvido
em Metano/H,O (100 mL, 8/2)

A

Extracdo com hexano|(3 x de 35 mL)

A 4

<+—| Fragdo hexéanica (6,4 g) Fracédo

Extragdo com | cloroférmio (3 x de 35 mL)
v

Fragéo cloroférmica (2,09)

A

Torta

Extracdo com acetato dq etila (3 x de 35 mL)

Testes quimicos, CLAE, CG-MS (fracao hexanica) e RMN

A

Fracao acetato de etila (0,5 q)

Fracao hidroalcodlica
(10,15 q)

A

Figura 2: Fluxograma correspondente as partiges liquido-liquido do extrato etandlico de gréos

de Crambe abyssinica.
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4.3 Triagem Fitoquimica

Para determinar o potencial farmacoldgico antimicrobiano do extrato
etandlico e das fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidroalcodlica
dos grdos de Crambe abyssinica foi realizado o fracionamento de triagem
fitoquimica para rastrear as seguintes classes de substancias: alcaloides
(WALL et al., 1954; COSTA, 1982), esterdides e triterpendides (WALL et al.,
1954), flavonoides (WALL et al., 1954), &cidos organicos (MERCK, 1980),
fenois e taninos. O preparo dos reagentes e procedimentos esta descrito no

apéndice E.

4.4 Andlise do Extrato Hexanico via Cromatografia Gasosa Acoplada ao
Espectrometro de Massas

Buscando a identificacdo e quantificacdo de compostos em misturas as
andlises de CG-MS foram realizadas em cromatégrafo a gas (GC-17A),
equipado com detector de massas lon Trap (QP 5050), utilizando coluna DB-5
(5% de fenil-dimetilpolisiloxano), coluna de silica fundida (30 mx 0, 25 mm, 0,25
mm de espessura), sob as seguintes condicdes: gas de arraste hélio (fluxo de
1,0 ml / mim), 1 mL volume de injecdo, taxa de divisdo (1:20), com a
temperatura do forno inicial de 50°C e aquecimento de 50°C - 280 ° C a 10°C /
min. A temperatura do injetor, detector e linha de transferéncia foi de 280 °C.
Para o espectrometro de massas foi empregada a energia de ionizagdo de 70
Ev, com intervalo de massas de 45-800 m/z e um intervalo de varredura de
0.5s.
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4.5 Andlise dos Extratos via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Com a finalidade de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras com
eficiéncia e sensibilidade em pequena escala de tempo, os extratos foram
analisados no Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), (modelo:
VARIAN 210), detector de arranjo de diodos (DAD), com varredura entre 200-
800 nm. Coluna (Phenomenex ®) C-18 (J 4,6 mm x || 250 mm, diametro da
particula 10 mm) e pré-coluna (25 mm x 3 mm) de mesma fase da coluna.
Eluicdo realizada em sistema gradiente: MeOH/H,O de 5 a 100% metanol,
levando 15 minutos para atingir 100% de metanol, 100% de metanol por 5
minutos e 5 minutos para voltar & condicédo inicial. Tempo de andlise foi de 25
min. Vazao de fluxo da bomba de 1 mL/min e volume injetado de 5 pL. As

amostras foram filtradas com um micro-filtro de 0,45 pum.

4.6 Andlise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para gerar informacfes estruturais e dindmicas sobre a matéria, a qual
se fundamenta na deteccdo das propriedades magnéticas dos nucleos, foi
utilizado um espectrometro da BRUKER AC 400 operando a 400 MHz *H e 100
MHz para 0'3C. Para as anélises, as amostras do extrato etandlico e fracdes
hexanica, cloroférmica e acetato de etila foram dissolvidos em CDCl;

(cloroférmio), o extrato etandlico foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO).

4.7 Fracionamentos da fragcdo hidroalcodlica para determinacdo de

alcaldides.

Este fracionamento foi realizado com o objetivo de separar os alcalbides
dos acucares. Normalmente os acucares saem nas primeiras fracdes no
sistema utilizado.

O extrato hidroalcodlico foi fracionado em uma coluna de C18 & 15/4 cm
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de comprimento, onde foi eluido em quatro fra¢cdes (1° MeOH 10% H,O 90%,
2° MeOH 30% H,0 70%, 3° MeOH 70% H,0 30% e 4° MeOH 100%) de 15 mL

cada.

4.8 Testes de atividade antimicrobiana

Para os testes de atividade antimicrobiana do extrato etanolico e fracdes
hexanica e hidroalcodlica foram utilizadas as técnicas de difusdo em disco em
Agar Muller Hinton frente & Staphylococcus aureus ATCC 27664, Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia ATCC 1706, Candida albicans
(SANTIAGO et al., 2010) e CIM frente as seguintes espécies: Staphylococcus
aureus ATCC 27664 Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia
ATCC 1706, Candida albicans ATCC 90028, Aspergiullus niger ATCC 6275,
Fusarium oxysporum NRRL 1871 e microrganismos isolados do rumen.

Os in6culos de bactérias e leveduras foram preparados a uma
concentracdo de 2x10® UFC/mL, a partir de suspensdo a 0,5 McFarland,
obtidas de culturas recentes de microrganismos teste (CLSI, 2012). Para a
obtencdo do in6culo de fungos filamentosos, os mesmos foram inseridos em

salina esterilizada para homogeneizacgéo.

4.8.1 Difusdo em Disco

Para triagem do potencial farmacoldgico do extrato etandlico e das
frac6es hexanica e hidroalcoolica, foram utilizados discos embebido com 20puL
de uma solugdo a 50mg/mL (DMSO 10%). As placas foram incubadas a
37°C/24 horas. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em mm pela média aritmética do diametro dos halos de inibicdo
formado ao redor dos discos nas 3 repeticoes. O controle positivo foi 0
antibidtico (GENTAMICINA) e controle negativo (DMSO 10%) (KARAMAN et
al., 2003). As cepas utilizadas foram S. aureus K. pneumoniae, E. coli e
C.albicans.
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4.8.2 Concentracéo Inibitéria Minima

Os ensaios de sensibilidade de microdiluicdo em caldo foram aplicados
para avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etandlico e das fracfes
hexanica, acetato de etila, cloroformica e hidroalcodlica (ZOGDA et al., 2001).
Os mesmos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO 10%) (KARAMAN et
al., 2003). A concentragao inicial foi de 0,048 a 25 mg/mL frente aos
microrganismos teste.

A CIM do acido palmitico puro foi realizada para verificar se a atividade
antifangica da fragdo hexanica estava relacionada a sua presenca. O acido
palmitico foi dissolvido em etanol 10% (DILIKA et al., 2000). Com
concentracfes iniciais de 0,0018 a 1mg/mL, sobre as cepas ATCCs e
microrganismos isolados do ramen.

Para a analise da atividade antimicrobiana de alcalbéides provenientes da
fracdo hidroalcodlica sobre S. aureus e C. albicans foi empregada

concentracéo inicial de 0,0039 a 2 mg/mL.

4.9 Andlise Estatistica

O experimento foi realizado em fatorial de 6x5x3x2 (6 tratamentos, 5
tempos, 3 repeticdes, 2 tipos de grupos microbianos CPP de microrganismos
mesofilos anaerodbios totais e contagem de fungos filamentosos e leveduras
para a quantificacdo da microbiota ruminal). Os resultados foram expressos na
forma de graficos e tabelas, a analise estatistica referente aos dados foram
realizadas através do pacote estatistico SAEG 9.1 (UFV, 2007), as médias
foram comparadas através do teste de Tukey com 5% de probabilidade
(P>0,05).

39



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No apéndice C estédo apresentados os resultados dos teores de fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e carboidratos néo
fibrosos (CNF), os mesmos revelaram-se mais elevados nos T1, T3 e T2
respectivamente.

Observaram-se menores quantidades de FDN nos Tratamentos 2, 4 e 5
apresentando o0s respectivos valores (36,05), (37,95) e (40,45). Esses
resultados também foram verificados em FDA que exibiram (5,87), (6,47) e
(6,70), respectivamente. JA os CNF referentes aos mesmos tratamentos
corresponderam aos valores mais elevados (54,28), (52,07) e (48,11),
respectivamente. De acordo com Russell et al. (1992), o pH do ramen pode
diminuir em decorréncia da restricdo da quantidade de fibra e aumento de
carboidratos rapidamente fermentaveis. Para Simdes et al. (2008), o pH pode
variar em decorréncia do tipo de alimento e intervalo de tempo.

Conforme descrito por Souza et al. (2009), o Crambe abyssinica contém
elevado teor de lipidios em seus grédos. Segundo Messana et al. (2013),
elevados teores de lipidios podem ser incluidos na dieta de animais em
producdo, complementando a elevada exigéncia de energia. Porém, lipidios
insaturados ministrados em doses excessivas podem causar a queda do pH no
ambiente ruminal, consequentemente provocando toxicidade frente &as
bactérias Gram-positivas no rumen, afetando principalmente a populacéo
celulolitica.

Ao analisar a figura 3 e 4, é possivel observar que ndo houve diferenca
significativa do pH inicial e final correspondentes ao mesmo tratamento apés a

cinética, devido a adigcéo da saliva artificial ao liquido ruminal.
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Figura 3: pH inicial dos tratamentos correspondentes aos tempos de 0, 30, 60,120 e 240

minutos.
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Figura 4: pH final dos tratamentos correspondentes aos tempos de 0, 30, 60,120 e 240
minutos.

A manutenc¢éo do pH é considerada muito importante para a estabilidade
e persisténcia da microbiota intestinal (FRANZOLIN et al., 2010). O pH mais
frequentemente encontrado no ambiente ruminal varia de 6,8 a 6,9 e a saliva
atua como substancia tampao, contribuindo desta maneira para a manutengao
de um pH estavel (RUIZ, 1992; ANDRIGUETTO et al., 2002).

Pode-se observar que o T1 encontra-se com o pH mais baixo (6,12), e
T6 pH mais elevado (6,89). Ja nos tratamentos 2 (6,46),3 (6,63), 4 (6,73) e 5
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(6,83), nota-se 0 aumento crescente do pH em decorréncia do acréscimo das
concentracOes de torta de Crambe no tempo de 0 minutos.

Conforme observado, nos primeiros 120 minutos houve decréscimo do
pH nos tratamentos 1, 2, 3, 4 e 5 (figura 4) e aumento de nitrogénio, o qual é
visualizado com menor intensidade no periodo de 4 horas (figura 5). A queda
do pH no tempo de 120 minutos pode estar associada a fermentacdo de
proteinas por microrganismos que liberam amonia, aumentando sua acidez .

Os valores do pH influenciam na degradacdo da fracdo fibrosa, pois
quando atinge 5,5 ou 5,0, o crescimento de bactérias celuloliticas e a digestado
da fibra podem ser inibidos, pois as bactérias celuloliticas séo sensiveis ao pH
acido (FONSECA et al., 2001). O que ndo foi visualizado neste trabalho, uma
vez que o nivel de pH mais baixo foi 6,16 representado no T1. O pH
considerado 6timo para o crescimento dessas bactérias situa-se entre 6,3 e
6,8. As bactérias amiloliticas, por sua vez, sao resistentes a acidez e sua maior
faixa de crescimento € representada por variacdes de pH entre 55 e 6,6
(HIGUERA, 2012).

A queda do pH ruminal esta relacionada ao acumulo de &cido latico,
aumentando a presenca de Streptococcus bovis e Lactobacilus sp. tolerantes
ao pH baixo (MOREIRA et al.,, 2009). Esses microrganismos podem estar
presentes no T1, onde o crescimento em pH baixo foi elevado no tempo de 120
minutos.

Quando ha deficiéncia de carboidratos, os microrganismos fermentam os
aminoacidos que sao desaminados, originando a producdo de amonia
(BARBOSA et al.,2004). Os aminoacidos liberados e a amoénia produzida séo
empregados na sintese de proteina microbiana (NETO et al., 2008). O balanco
de nitrogénio amoniacal tem como finalidade avaliar o nitrogénio utilizado pelos
microrganismos no rumen (LIMA, 2011).

As concentragdes crescentes de torta de Crambe apresentaram efeito

entre o pH e a concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (figuras 4 e 5).
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Figura 5: Concentracdo de Nitrogénio Amoniacal do liquido ruminal de bovinos em relag&o aos
tratamentos em diferentes tempos de coletas.

Houve um aumento de nitrogénio amoniacal no tempo de 2 horas,
apresentando menor intensidade no periodo de 4 horas. Esta redugdo na
concentracdo de N-NH3 ruminal esta ligada ao aumento da disponibilidade de
energia para a sintese de proteina microbiana (FRANCA et al., 2012).
Resultado similar foi encontrado por Dias et al. (2000), que ao analisar o N-NHgz
ruminal em periodos de 2, 4, 6, e 8 horas apés fornecimento da racdo que
continha cana-de agucar suplementada com uréia, gliten de milho e farelo de
soja, encontraram maior producdo de amonia no periodo de 2,92 horas apés o
consumo.

Os microrganismos que fermentam carboidratos estruturais (CE)
celulose e hemicelulose apresentam um lento crescimento utilizando a aménia
como fonte de N para a sintese de proteina microbiana. Ja os microrganismos
que fermentam carboidratos ndo estruturais (CNE) amido, pectina e agucares,
exibem um crescimento mais rapido, e utilizam amodnia, peptideos e
aminoacidos como fonte de N (LADEIRA et al.,, 1999). Sendo possivel a
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presenca desses microrganismos nas diferentes curvas de nitrogénio
amoniacal.
A figura 6 mostra a (CPP) de microrganismos totais do raimen em funcéo

dos diferentes tratamentos e intervalo de tempo.
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Figura 6: Contagem Padrao em Placa (CPP) total de microrganismos do ramen, em funcao dos

diferentes tratamentos e intervalo de tempo de 0, 30, 60,120 e 240 minutos.

Analisando os resultados obtidos, foi possivel observar o mesmo
comportamento da cinética no crescimento microbiano nos tratamentos 2 (9,38;
6,59; 9,51; 8,61; 10,31), 5 (9,69; 7,96; 10,30; 7,98; 9,60) e 4 (9,65; 8,47; 10,32;
9,12; 7,45) este dultimo diferenciando-se apenas em 240 minutos. Os
tratamentos 3 (6,64; 10,64; 9,34; 8,89; 8,69) e 6 (9,87; 9,97; 9,67; 8,68; 10,30)
diferiram apenas em 240 minutos, e o T1 (8,34; 10,36; 9,06; 10,34; 8,11)
apresentou diferenca quando comparado aos dois tratamentos anteriores no
tempo de 120 minutos.

As taxas de crescimento da (CPP) diminuiram com o decréscimo do pH
no tempo del20 minutos, com excec¢do do T1 (figura 6). Nagajara et al. (1992)
também relacionaram a redugdo do crescimento de microrganismos ruminais
de bovinos & queda do pH.

O mesmo € demonstrado no crescimento de fungos filamentosos e
leveduras (figura 7), correspondente aos tratamentos 2 (2,88; 3,06; 2,91; 2,84,

2,78), 4 (2,93: 2,67; 3,02; 2,82; 2,88) e 6 (2,95; 2,67; 3,09; 3,03; 2,80).
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Figura 7: Contagem de fungos filamentosos e leveduras em fun¢do das diferentes
concentracgdes de torta de Crambe abyssinica e do tempo de 0, 30, 60,120 e 240 minutos.

Os tratamentos 1 (2,96; 3,09; 2,90; 2,98; 2,91) e 2 (2,88; 3,06; 2,91;
2,84; 2,78) apresentaram similaridade diferindo-se apenas no tempo de 120
minutos. Os tratamentos 3 (2,84; 2,66; 3,01; 3,02; 2,85) e 5 (3,11; 2,67; 2,99;
3,00; 2,91) tiveram o mesmo comportamento de crescimento em relacdo a
cinética. Os tratamentos 4 ( 2,93; 2,67; 3,02; 2,82; 2,88) e 6 (2,95; 2,67; 3,09;
3,03; 2,80) também exibiram similaridade, diferindo apenas no tempo de 120
minutos.

Abréo et al. (2010), verificaram que dietas ricas em fibras estimulam o
crescimento de fungos. De acordo com Daubos et al. (1998) a torta de Crambe
pode conter 27% de fibras, o que pode explicar o elevado crescimento de
fungos nos tratamentos com inclusbes de torta de Crambe. A microbiota de
fungos filamentosos e leveduras correspondentes ao T6 também apresentaram
um elevado crescimento, o qual pode estar associado a fibra disponivel em
pastagens consumida pelo animal.

Em bovinos a principal espécie de fungos presentes na microbiota
ruminal € Neocallimastix variabilis (ciclo monocéntrico) e Anaeromyces elegans
(ciclo policéntrico) (ABRAO et al., 2010). Estudo realizado por esses autores
relevaram a maior presenca do Neocallimastix no liquido ruminal, devido sua

maior atividade.
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Na figura 8 observa-se que as concentracbes da torta de Crambe
proporcionam crescimento da microbiota ruminal total, com exceg¢do dos

tratamentos 2 e 5.

T T T T T T T T 1
o 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100
=#=liquido == 0% 2,50% 50 —e=10% 15%

Figura 8: Simulacdo da equacéo da reta referente as concentragfes de torta de Crambe e o
crescimento microbiano (CPP).

O declinio do crescimento microbiano no T2 pode estar relacionado a
adaptacdo desses microrganismos, ja que esse tratamento continha menor
inclusdo de torta de Crambe abyssinica. A queda do crescimento desses
microrganismos em relacdo ao T5 direciona-se ao fator de toxicidade. Essa
toxicidade esta ligada a presenca de glucosinolatos (TRIPATHI, 2007) e a
elevados teores de lipidios presentes nos graos de Crambe (SOUZA et al.,
2009). Messana et al. (2013), observaram que os lipidios podem ocasionar a
eliminacdo de bactérias Gram-positivas, principalmente prejudicando o

crescimento de microrganismos celuloliticos no rimen de bovinos.

5.1 Triagem fitoquimica

A tabela 1 mostra os resultados obtidos da triagem fitoquimica, sendo
possivel inferir que o extrato etandlico e as fracbes cloroférmica e

hidroalcoodlica possuem elevada presenca de alcaloides e leve presenca de
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esterdides e triterpenos em todas as fracdes. A presenca de alcaléides pode
estar associada a glucosinolatos e isotiocianatos que possuem nitrogénio em
sua estrutura (KUCHEMIG et al., 2012). Os glucosinolatos séo derivados da
biossintese de aminoacidos e sua concentracdo pode ser modificada nos
diferentes grupos dessa familia (JAHANGIR et al., 2009).

Tabela 1: Resultados da triagem fitoquimica com reagentes

Extrato Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo
etandlico hexanica Cloroférmica  acetato hidro
de etila alcodlica

Alcaléide +++ - +++ - +++
(reagente
dragendorf)

A|Ca|(f)lde + - ++ - +4++
(reagente de
Mayer)

Alcaléide +++ - +++ - +++
(reagente de
Bouchardat)

Acidos - - - - -
organico

(reagente de

paskova)

Fendis e - - - - -
Taninos

Flavonoides - - - - -

Esteroides e + + + + +
triterpenos

+++ presenca grande, ++ presenca notavel, + presenca leve, -auséncia

5.2 Analise da fracdo hexéanica via CG-MS

Foram identificados os compostos, acido palmitico (4,07 %), acido oléico
(40,32 %), acido linoléico (2,64%), acido linolénico (7,10%) e acido erdcico
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(23,10%). O dleo de Crambe abyssinica contém acidos graxos como Palmitico,
Esteérico, Oléico, Linoléico, Linolénico, Eicosandico, Erussico, Brassidico,
Tetracosanodico, Nervonico entre outros (SPRINGDALE, 2005). Porém sua
composicdo pode alterar devido a fatores genéticos, ambientais, e condi¢cdes
de processamento pos-colheita (ESMAEILI et al., 2013).

Os resultados da CG-MS observados neste trabalho estdo condizentes
com o descrito por Vinni et al. (1996), onde afirmam que a diminuigdo nos
teores de &cido erucico corresponde a um aumento de &cido oléico em plantas
pertencentes a familia Crucifera. Segundo os autores os &cidos graxos
saturados que ocorrem com maior frequéncia na natureza sdo os acidos
butirico, caprico, laurico, miristico, palmitico, estearico, araquidico e behénico.
Os acidos graxos insaturados séo representados por oléico, linoléico,
linolénico, araquiddnico e eracico. No 6leo de Crambe em estudo observou-se
a maioria dos acidos graxos insaturados e apenas 0 &cido palmitico como

insaturado.

5.3 Analise via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O cromatograma para a fracdo hexanica apresenta apenas dois sinais
de baixa intensidade. As fracdes cloroférmica, acetato de etila e hidroalcodlica
sdo muito semelhantes, pois exibem 0s mesmos sinais no cromatograma
(apédice F).

Lazzeri et al. (1994) através de andlises de Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), identificaram uma elevada presenca de glucosinolatos nos
graos de Crambe abyssinica.

A baixa intensidade na fracdo hexanica possivelmente esta vinculado a
auséncia de compostos que estdo presentes nas demais fracdes. Esses
compostos nao correspondem aos alcaldides, ja que nao foram encontrados na
fracdo acetato de etila (fracdo que apresenta semelhanca com as demais).
Havendo necessidade de novos estudos que levem a descoberta dos demais

constituintes quimicos.
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5.4 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN (apéndice G) indicam semelhanga entre o extrato
etandlico e fracdo hexanica, tendo como componente majoritario o acido oléico.
As fracdes acetato de etila e cloroférmica também sdo semelhantes, mas os
testes quimicos apontam que a fracao cloroférmica possui alcaléide, o que néao
foi verificado na fracdo acetato. Os Espectros de RMN na fracdo hidroalcoolica
evidenciam a presenca de acuUcares e 0s testes quimicos revelam para esta
fracdo a presenca de alcaldides. Costa (2012 b), relatatou que espectros de
RMN confirmam a presenca de acidos graxos monoinsaturados em extratos da
semente de colza, também pertencente a familia das Brassicaceas.

Em resumo, o extrato etandlico apresenta alcal6ides, agucares, acidos
graxos, esteroides e triterpenos. Na fracdo hexanica acidos graxos, esteréides
e triterpenos. A fracdo cloroférmica contém acaldides, esteréides e triterpenos.
A fracdo acetato de etila possui esteroides e triterpenos. A fracéo hidroalcodlica
compreende acUcares e alcaldides.

5.5 Avaliagédo da atividade antimicrobiana

Na tabela 2 estdo os resultados da triagem para avaliacdo da atividade
antimicrobiana do extrato etanélico e fracdes hidroalcodlica e hexanica, através
de testes difusdo em disco frente a cepas Staphylococcus aureus ATCC 27664,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 1706 e Candida
albicans ATCC 90028.
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Tabela 2- Resultados da difusdo em disco do extrato etandlico, e fracbes
hexanica e hidroalcodlica de grdos de Crambe abyssinica.

Fracéo S. aureus E. coli K. pneumoniae  C. albicans
ATCC 27664 ATCC 25922 ATCC 1706 ATCC 90028

Extrato R 7mm R 5mm
etandlico
Fracao 7mm R R 7mm

hidroalcoolica
Fracao R R R R

hexanica

Controle positivo utilizado (Gentamicina). Em S.aureus o halo de inibigdo foi de 7 mm na fragc&o
hidroalcdlica, E.coli 13 mm extrato etanolica . Em cepas de C. albicans, o controle positivo foi
fluconazol 25 mg/ ml , repesentando halo de inibicio de 8 mm no extrato etanolico e 9mm
fracdo hidroalcdlica. R=resisténcia de microrganismos ao extrato e fragbes em estudo. O
extrato etanolico formou halos de 7mm em E. coli e em C.albicans 5 mm. A fracdo

hidroalcodlica exibiu halo de inibigdo em S. aureus 7mm e C. albicans 7 mm.

Observou-se atividade antimicrobiana a partir da técnica de difusdo em
disco no extrato etanodlico sobre Escherichia coli ATCC 25922 e Candida
albicans ATCC 90028, exibindo halos de 7 e 5 mm respectivamente, 0 que
pode estar associado a atuacdo de alcaldides, acidos graxos, esterdides e
triterpenos. A fracdo hidroalcodlica inibiu Staphylococcus aureus ATCC 27664
(halo de 7 mm) e Candida albicans ATCC 90028 (halo de 7 mm), direcionando
este resultado a presenca de alcaldides. Martins et al. (2012) buscando avaliar
a atividade antibacteriana de extratos de Brassica oleracea var. Capitata,
obtido por decoccéo verificaram atividade sobre Staphylococcus aureus,
exibindo halos de inibigdo de 9mm.

As Brassicaceas apresentam elevada quantidade de compostos
contendo enxofre (MEDEIROS et al., 2010). Os compostos volateis de enxofre
mostram atividade antimicrobiana em fungos (KIUNG, 2011). O aumento de
enxofre corresponde a elevagdo na concentragdo de glucosinolatos (FALK et
al., 2007).
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Glucosinolatos de Brassica nigra exibem potencial para serem aplicados
na industria contra adesdo e formacdo de biofilmes atuando como agentes
antimicrobianos (JAHANGIR et al., 2009).

Koenraad et al. ( 2001), buscavam avaliar o efeito antimicrobiano de
extratos da folha de Arabidopsis e verificaram que as concentracfes de
isotiocianato correspondente a 4-methylsulphinylbutyl dessas folhas eram
responsaveis por inibir até 50% do crescimento de varios microrganismos
incluindo Fusarium oxysporum e Escherichia coli.

Aires (2009) avaliou o potencial antibacteriano de diferentes
glucosinolatos e respectivos hidrolisados sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas utilizando o método de difusdo em disco, e constatou que
somente os hidrolisados obtiveram potencial antibacteriano, apontando os
isotiocianatos como os mais eficientes.

Plantas da familia BrassicAcea podem apresentar isotiocianatos que
desempenham um elevado potencial antimicrobiano sobre Mycobacterium
phlei, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Escherichia
coli, Bacillus subtilis e Enterobacter cloacae conforme verificado em Eucaria
pinnata (ABDELSHAFEEK et al., 2011).

Janjua et al. (2013), através de analises fitoquimicas em extratos
Raphanus sativus L.var Niger, observaram a presenca de taninos, saponinas,
flavondides, phobatannins, antraquinonas, carboidratos, aclUcares redutores,
esteroides, fifoesterol, alcal6ides, aminoacidos, terpendides, glicosideos e
chalconas. Ressaltando ainda o potencial antimicrobiano de extratos etanol,
metanol, acetato de etila e aguoso através da técnica difusdo em disco,
exibindo halo de inibicdo contra bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus ATCC 12598, Bacillus subtilis-QAU, Micrococcus luteus ATCC 10240 e
bactérias Gram-negativas Escherichia coli ATCC-8739, Salmonella typhi -
ATCC 1479, Klebsiella pneumonia-QAU, Pseudomonas aeruginosa ATCC
7700, Bodetella bronchseptica e Enterobacter aerogenes QAU. As
concentracOes utilizadas pelos autores foram de 50-100 mg/ mL.

Nesse estudo a concentracdo empregada foi de 50 mg/mL, ocorrendo
atividade antimicrobiana somente no extrato etandlico e fracdo hidroalcodlica,
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ndo havendo mesma resposta na fracdo hexanica, o que talvez esteja
relacionado a auséncia de alcaléides e a concentracdo de 50 mg/mL que pode
ter sido insuficiente para a inibicdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia e Candida albicans nessa fragdo. Razavie et al. (2009)
também ndo observaram atividade antimicrobiana dessa fracdo nos extratos da
folna de Crambe orientalis frente a cepas Bacillus subtilis (PTCC 1207),
Bacillus cereus (PTCC 1247), Epiderrnidis aureus (PTCC 1114), Escherichia
coli (PTCC 1047), Candida kefyr (ATCC 1140) e Candida krusei (ATCC 44507).

A menor concentracdo de compostos fendlicos na fracdo hexéanica e
acetato de etila, esta envolvida com a apolaridade desses solventes que néo
possuem afinidade com compostos fenolicos (MILANI et al., 2012). Neste
trabalho, a apolaridade dos solventes pode ter interferido na sua afinidade com
alcaldides, o que pode justificar a auséncia desse composto nas duas fracdes
(tabela 1).

O bio-6leo de Crambe abyssinica é rico em fendis (ONOVEROLLI,
2012), que podem apresentar atividade antimicrobiana, sua toxidade em
microrganismos liga-se ao o aumento da hidroxilacdo (ALMEIDA et al., 2007).
N&do foi verificada a presenca de fendis nos graos de Crambe, o que pode
compreender fatores genéticos, ambientais e condicbes de processamento.

Os &cidos graxos saturados e insaturados nos extratos, também podem
contribuir para a atividade antimicrobiana em cepas Gram-positivas e Gram-
negativas (SILVEIRA et al., 2005). Acido oléico e linoléico sdo considerados
potentes antimicrobianos. O &cido linoléico é capaz de inibir seletivamente a
enzima FABI em Staphylococcus aureus e Escherichia coli, responsavel por
catalisar a etapa final do processo de alongamento da cadeia de sintese dos
acidos gordos do tipo Il (FAS-II) em bactérias (ORHAN et al., 2009).

Neste trabalho os &cidos oléico e linoléico podem ter inibido Escherichia
coli no extrato etandlico. A atividade antimicrobiana em Candida albicans pode
ter sido ocasionada pelo sinergismo entre os acidos encontrados. De acordo
com Huang et al. (2010) o &cido linoléico, araquidbnico, palmitoléico e oléico

exibem atividade antimicrobiana contra patégenos Streptococcus mutans,
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Candida albicans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis.

Os membros da familia Brassicacea sdo muito ricos em compostos
fitoquimicos, apresentando papéis antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes,
antimutagénico e antitumoral (JANJUA et al., 2013).

A tabela 3 mostra a concentragéo inibitéria minima do extrato etandlico e
demais fragcOes sobre Staphylococcus aureus ATCC 27664, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 1706, Candida albicans 90028,
Aspergillus niger ATCC 6275 e Fusarium oxysporum NRRL 1871.

Tabela 3: Concentragéo Inibitéria Minima do extrato etandlico e cinco fracdes
frente a Staphylococcus aureus ATCC 27664, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 1706, Candida albicans ATCC 90028,
Aspergiullus niger ATCC 6275 e Fusarium oxysporum NRRL 1871.

Extrato e S. E. coli K. C. A. F.oxysporum
Fracoes aureus pneumoniae albicans niger
Etandlico - 12,5mg/mL - 25mg/mL - -
Hidroalcodlico 6,25 - - 25mg/mL - -

mg/mL
Hexanico - - - - - 25mg/mL
Cloroférmico - - - 1,56mg/ 6,25 -

mL mg/mL

Acetato de - - - - - 3,12mg/mL
etila

O extrato etandlico apresentou acao antimicrobiana em Escherichia coli
12,5 mg/mL, Candida albicans 25 mg/mL; frac&do hidroalcodlica Staphylococcus
aureus 6,25 mg/mL, Candida albicans 25 mg/mL; fracdo hexanica Fusarium
oxysporum 25 mg/mL; fragéo cloroférmica C. albicans 1,56 mg/mL, Aspergillus
niger 6,25 mg/mL; fracdo Acetato de etila Fusarium oxysporum 3,12 mg/mL.

Neste trabalho a menor CIM foi encontrada na fracdo Cloroférmica e

acetato de etila frente a Candida albicans 1,56 mg/mL e Fusarium oxysporum
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3,12 mg/mL respectivamente. A técnica de CIM também foi empregada por
Janjua et al. (2013), com o objetivo de testar extratos de Raphanus sativus
L.var niger, os autores verificaram que 0s extratos correspondentes a acetato
de etila e etandlico foram os mais eficazes. A fracdo acetato de etila
apresentou menor valor de CIM correspondendo a 30 mg/mL em Escherichia
coli e o valor mais elevado de 70 mg/mL contra Enterobcter aerogenes. O
extrato etandlico obteve menor CIM, correspondendo a 40 mg/mL sobre
Staphylococcus aureus , Escherichia coli e Bordetella bronchiseptica, seu valor
mais elevado foi sobre Salmonella typhi e Klebsiella pneumoniae.

Blazevic et al. (2011), avaliando a CIM de amostras volateis de Aurinini
leucade (Guss.) C. Koch (Brassicaceae) verificaram valores de inibicdo de 2.0-
32.0 pg/mL, indicando seu potencial antimicrobiano sobre fungos Candida
albicans, Rhizopus stolonifer e bactéria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa.

A atividade antifungica da fracdo hexanica sobre Fusarium oxysporum,
pode ser devido a presenca de acidos graxos, esteroéides e triterpenos. Virtuoso
et al. (2005) encontraram atividade antimicrobiana na fracdo hexanica frente a
Streptococcus pyogenes e Staphylococcus areus, justificando sua
potencialidade a presenca de esterdéides e triterpenos na fragdo mais apolar.

Ja a atividade antifingica da fracéo cloroférmica deve-se a presenca de
alcaldides, esterbides e triterpenos disponiveis nesta fracdo (tabela 1).
Podendo também apresentar compostos volateis de enxofre, responsaveis pela
sua atividade sobre Candida albicans ATCC 90028 e Aspergillus niger ATCC
6275.

O potencial antifingico da fracdo acetato de etila pode estar relacionado
a acgado de esteroides e triterpenos.

A ndo atuacdo dos principios ativos do extrato etanolico e fracdes
hexanica, cloroformica, acetato de etila e hidroalcodlica em Klebsiella
pneumoniae ATCC 1706 (KPC) tabelas (2 e 3) possivelmente esteja
relacionado com as diferencas estruturais dessas bactérias, que dificultam a
acao destes componentes.

Klebsiella spp. sé@o bactérias Gram-negativas associadas a uma
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significante morbimortatlidade em seres humanos, esses microrganismos S&ao
capazes de produzir enzimas R-lactamases (ARNOLD et al.,, 2011). Essas
enzimas hidrolisam o anel beta-lactamicos dos antibidticos como
monobactamicos, cefalosporinas e carbapenémicos, inativando sua acao
(DOERN et al., 2011).

5.6 Fracionamentos da fracdo hidroacodlica para determinacdo de
alcaldides

E possivel verificar a presenca de alcaldides nas fracdes hidroalcodlicas
representadas por F1 e F4. Conforme mostra a tabela 4

Tabela 4: Alcal6ides presentes na fracdo hidroalcodlica

Reagentes F1 F2 F3 F4
Dragendorf + - - +
Mayer + - - +
Bouchardat + - - +

Martins et al. (2012), pretendiam avaliar a atividade antimicrobiana de
extratos de Brassica oleracea pertencente a familia Brassicacea, verificaram a
presenca de alcaléides em extratos hidroalcodlicos. Apontando sua presenca
devido ao solvente hidroalcodlico apresentar maior eficiéncia, melhorando
assim a solubilidade de substancias semi-polares como no caso dos alcalbides.

Através da CIM (tabela 5), foi possivel analisar a atividade
antimicrobiana da frag&o hidroalcodlica frente as cepas Candida albicans ATCC
90028 e Staphylococcus aureus ATCC EKQ 27664, com concentracdo de
0,0019; 0,0039 ; 0,078; 0,015 ; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5; 1 e 2.
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Tabela 5 - Atividade antimicrobiana dos alcaldides presentes na fracéo
hidroalcoolica sobre Candida albicans e Staphylococcus aureus.

Cepas Fracao 1 Fracao 2 Fracao 3 Fracao 4
C. albicans 0,5 mg/mL - 2mg/ mL 0,5 mg/ mL
S. aureus - - - 2 mg/ mL

Houve inibicdo em frac@o hidroalcodlica, que de acordo com os testes de
RMN tratavam-se somente acucares, porém testes fitoquimicos revelaram a
presenca de alcaldides, o fato deste composto ndo ser identificado nas andlises
de RMN, é evidenciado pela ndo solubilizacdo da amostra no equipamento, o
que talvez dificulte a caracterizagdo de alguns compostos.

A atividade atimicrobiana da Fracdo 1 sobre Candida albicans e F 4
sobre Candida albicans e Staphylococcus aureus corresponde a presenca de
alcaldides nessas duas fragBes. J& a inibicdo na F3 corresponde a outros
compostos.

Tabela 6: Concentracéo Inibitéria Minima do extrato etandlico e demais fracdes
frente a microrganimos Gram-negativos e fungo filamentoso isolado do rimen.

Fracoes 63 69 94 128
Etanol - - - 25 mg/mL
Hidroalcodlico - - - -
Hexano - - - 25 mg/mL
Cloroférmio - - - 3,12 mg/mL
Acetato de etila - - - 1,56 mg/mL

O extrato etanolico, fracdo hexanica, cloroformica e acetato de etila
apresentaram potencial antifingico sobre os fungos filamentosos isolados do
ramen. A atividade antifingica correspondente ao extrato etandlico pode estar
relacionado a atuacédo de alcaloides, acidos graxos, esteroides e triterpenos.
Fracdo hexanica acidos graxos, esteroides e triterpenos. Fragdo cloroformica
alcaloides, esterdides e triterpenos. Fracdo acetato de etila esterdides e
triterpenos.

Os Alcaldides e terpenos podem exibir efeitos especificos sobre
microrganismos do rumen (WARNER et al.,, 1961). Alcaldides pirrolizidinicos

(PAs) estdao entre os grupos de toxinas de plantas que mais causam
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intoxicacdes em seres humanos e animais (LODGE et al., 2005; CREWS et al.,
2005). Essa toxina quando metabolizada por microrganismos do ramen,
tornam-se ndo toxicas para animais ruminantes (FLEISCHMANN et al., 2003).

Os terpenos sao ingeridos por ruminantes em quantidades variaveis, a
maioria das vezes sob condi¢cdes de diferente alimentacdo. Broudiscou et al.
(2007) verificaram extensiva degradacdo de monoterpenos e sesquiterpenos
por microrganismos do rumen. Segundo Malecky et al. (2008) concentracdes
acima de 20-40 ppm de monoterpenos apresentam toxidade em varios grupos
de microrganismos do rumen. Os autores afirmam ainda que as diferencas
entre as degradabilidade de terpenos ndo provém de possiveis diferencas na
sua toxicidade bacteriana. A auséncia de atividade antibacteriana pode
corresponder a adaptacdo de microrganismos Gram-negativos ruminais a
compostos bioativos presentes nos graos de Crambe abyssinica.

A tabela 7 mostra a atividade antifungica do acido palmitico sobre
Candida albicans concentragéo de 0,5 mg/mL e Aspergillus niger 1 mg/mL. O
gue se torna um resultado promissor ja que a maioria das infec¢des fungicas

esta associada a esses dois microrganismos.

Tabela 7: Concentracdo Inibitéria Minima de &cido palmitico em S. aureus
ATCC 27664 E. coli ATCC 25922, K. pneumonia ATCC 1706, C. albicans
ATCC 90028, Aspergiullus niger ATCC 6275 e Fusarium oxysporum NRRL
1871.

Acido Palmitico

S. aureus E.coli K. pneumonia C. albicans Aspergiullus Fusarium
niger oxysporum

- - - 0,5 mg/ mL 1 mg/ mL -

O acido palmitico ligado a peptideos que sao inativos, ou seja, néo
apresentam atividade antimicrobiana, pode compensar a hidrofobicidade e
ocasionar o potencial antifingico (AVRAHAMI et al., 2004). Esses peptideos
sao absorvidos pela bicamada da membrana, provocando instabilidade e
consequentemente a morte celular (PRATES et al., 2000).

Huang et al. (2011), verificaram que o sinergismo entre o acido palmitico

e miristico apresentavam atividade sobre bactérias Gram-negativas
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Fusobacterium nucleatum. O que pode explicar a auséncia da atividade
antimicrobiana sobre as ATCCs Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Fusarium oxysporum, e microrganismos isolados do rumen, ja que foi testado

somente o acido palmitico isolado.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos € possivel concluir que:

e Valores correspondentes a FDN, FDA e Carboidratos podem interferir na

queda do pH.

e O pH n&o apresenta alterac&o inicial e final correspondente aos mesmos

tratamentos em relacéo a cinética, devido a inclusédo de saliva artificial.

e H4 um aumento do pH em decorréncia da crescente inclusdo da torta de

Crambe em substituicdo ao farelo de soja nos diferentes tratamentos.

e As concentracbes da torta de Crambe proporcionaram crescimento da

microbiota ruminal, com excecao dos Tratamentos 2 e 5.

e Os crescentes niveis de torta de Crambe apresentaram efeito sobre o pH e

N-NH3 do liquido ruminal.

e A triagem fitoquimica revela a presenca de alcaldides no extrato etandlico, e
fracBes cloroformica e hidroalcodlica, a presenca de alcaldides pode estar
relacionada a glucosinolatos. O extrato etanolico e todas as frac6es em estudo

apresentaram leve presenca de esterdides e triterpenos.

e O extrato hexanico contem &acido palmitico, oléico, linoléico, linolénico e

erucico.
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e Os espetros de RMN indicaram semelhanga entre o extrato etandlico e fracao
hexanica tendo como componente majoritario o &cido oléico. As fracdes
acetato de etila e cloroférmica também sdo semelhantes, porém testes
quimicos indicaram que a fracao cloroféormica contém alcaldide, o que nao foi
verificado na fracdo acetato. Os espectros de RMN indicaram que a fracao
hidroalcodlica apresentava acgulcares, 0s testes quimicos revelaram a presenca

de alcaloides.

e A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico, e fragbes
hexanica e hidroalcodlica através de teste difusdo em disco, mostraram
atividade antimicrobiana do extrato etanolico sobre Candida albicans
ATCC90028 e Escherichia coli ATCC 25922. E fracdo hidroalcodlica frente as
cepas Staphylococcus aureus ATCC 27664 e Candida albicans ATCC 90028.

e O extrato etandlico exibiu atividade antimicrobiana sobre Escherichia coli
(12.5 mg/mL) e Candida albicans ( 25 mg/mL). Fracdo hidroalcodlica sobre
Staphylococcus aureus ATCC 27664 (6,25 mg/mL) e Candida albicans ATCC
90028 (25 mg/mL). Fracdo Hexanica Fusarium oxysporum NRRL 1871 (25
mg/mL). Fracdo cloroférmica Candida albicans (1,56 mg/mL) e Aspergillus
niger ATCC 6275 ( 6,25 mg/mL). Fracdo acetato de etila Fusarium oxysporum
(3,12 mg/mL).

e A CIM obtida a partir do fracionamento da fracdo hidroalcodlica permitiram
confirmar a presenca de alcaldides, onde Fracédo 1 apresentou inibicdo sobre
Candida albicans ATCC 90028 (0,5 mg/mL) e Fracéao 4 Candida albicans ATCC
90028 (0,5 mg/mL) e Staphylococcus aureus ( 2 mg/mL).
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e Foi possivel observar através da CIM que o extrato e fracdes em estudo ndo
apresentam atividade antibacteriana sobre 0os microrganismos Gram-negativos
isolados do rumen. Havendo potencial antifingico do extrato etandlico e

fracOes hexanica, cloroférmica e acetato de etila.

e O acido palmitico mostrou atividade antimicrobiana sobre Candida albicans
ATCC 90028 (0,5 mg/ mL) e Aspergillus niger ATCC 6275 ( 1mg/mL).

e O extrato e fracdes provenientes dos grdos de Crambe abyssinica
apresentaram atividade antimicrobiana e antifingica de microrganismos
ATCCs, o que é considerado um o6timo resultado, necessitando de novos

estudos quanto a sua aplicagdo como nova droga.
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Apéndice A

Tabela 8: coletas referentes a diferentes concentracfes de torta de Crambe
abyssinida, CPP, FFL e pH.

CONCE';‘/IRAQAO T(En':’i'r':)o REPETICAO | AMOSTRA |  CPP FFL* pH™
COLETAS Antes | Depois

1 0 0 1 1 8,63 2,86 6,24 | 6,24
2 0 0 2 1 8,07 2,97 6,08 | 6,08
3 0 0 3 1 8,33 3,06 62 | 62
4 0 30 1 1 10,38 3,5 6,82 | 6,69

0 30 2 1 10,57 3,45 6,62 | 651
6 0 30 3 1 10,13 2,32 6,62 | 6,68
7 0 60 1 1 9,12 2,82 6,62 | 668
8 0 60 2 1 9,06 2,9 6,65 | 6,57
9 0 60 3 1 9 2,99 6,23 | 6,25
10 0 120 1 1 10,29 2,88 6,13 | 6,27
11 0 120 2 1 10,4 2,6 6,23 | 6,18
12 0 120 3 1 10,34 3,47 6 6,03
13 0 240 1 1 8,11 3,28 6,12 | 6,09
14 0 240 2 1 7,94 2,53 602 | 63
15 0 240 3 1 8,28 2 47 6,48 | 6,47
1 2,5 0 1 1 9,62 2,97 6,55 | 6,55
2 2,5 0 2 1 9,38 2,81 6,39 | 6,39
3 2,5 0 3 1 9,15 2,86 6,45 | 645
4 2,5 30 1 1 10,11 3,52 6,8 | 667
5 2,5 30 2 1 10,16 3,5 6,61 | 653
6 2,5 30 3 1 10,06 2,16 6,71 | 6,67
7 2,5 60 1 1 9,53 2,83 6,66 | 6,63
8 2,5 60 2 1 9,51 2,93 6,61 | 653
9 25 60 3 1 9,49 2,97 6,25 | 6,18
10 2,5 120 1 1 8,61 2,91 6,25 | 6,32
11 2,5 120 2 1 8,81 2,14 6,35 | 6,29
12 2,5 120 3 1 8,41 3,47 6,23 | 6,22
13 2,5 240 1 1 10,06 3,32 6,36 | 6,22
14 2,5 240 2 1 10,24 2,67 6,19 | 6,25
15 2,5 240 3 1 10,64 2,36 6,35 | 6,48
1 5 0 1 1 6,04 2,77 6,65 | 6,65
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2 5 0 2 7,24 2,84 6,53 | 6,53
3 5 0 3 6,64 2,9 671 | 671
4 5 30 1 10,64 3,6 6,84 | 668
5 5 30 2 10,24 1,95 6,65 | 6,54
6 5 30 3 11,04 2,43 67 | 66
7 5 60 1 9,42 2,82 6,64 | 661
8 5 60 2 9,27 3,03 661 | 65
9 5 60 3 9,34 3,18 6,46 | 651
10 5 120 1 9,11 3,06 6,38 | 641
11 5 120 2 8,68 2,53 6,54 | 6,38
12 5 120 3 8,89 3,47 6,32 | 6,27
13 5 240 1 8,16 3,45 6,49 | 6,38
14 240 2 9,23 2,66 6,96 | 643
15 5 240 3 8,69 2,43 6,47 | 657
1 10 0 1 9,87 2,99 6,73 | 6,73
2 10 0 2 9,9 2,9 6,73 | 673
3 10 0 3 9,17 2,9 6,74 | 6,74
4 10 30 1 8,57 3,55 683 | 671
5 10 30 2 8,47 2,06 6,64 | 652
6 10 30 3 8,38 2,39 671 | 6,62

10 60 1 10,38 2,46 661 | 66
8 10 60 2 10,47 3,31 6,65 | 6,53
9 10 60 3 10,1 3,28 654 | 65
10 10 120 1 9,12 2,83 6,69 | 6,64
11 10 120 2 9,39 2,17 6,55 | 6,48
12 10 120 3 8,86 3,47 6,55 | 643
13 10 240 1 8,27 3,42 6,35 | 64
14 10 240 2 6,63 2,7 6,52 | 6,43
15 10 240 3 7,45 2,51 6,42 | 6,47
1 15 0 1 9,48 3,14 6,76 | 6,76
2 15 0 2 9,9 3,12 6,92 | 6,92
3 15 0 3 9,69 3,06 6,82 | 682
4 15 30 1 7,11 3,6 68 | 677
5 15 30 2 8,82 1,92 6,67 | 655
6 15 30 3 7,96 2,49 67 | 663

15 60 1 10,3 2,74 6,65 | 66
8 15 60 2 10,45 3,31 6,62 | 654
9 15 60 3 10,16 2,93 6,88 | 6,68
10 15 120 1 7,98 2,8 68 | 669
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15 120 2 8,46 2,72 6,72 | 6,54
12 15 120 3 7,5 3,47 6,67 | 6,53
13 15 240 1 9,49 3,41 6,74 | 649
14 15 240 2 9,6 2,93 6,68 | 6,62
15 15 240 3 9,72 2,38 6,47 | 6,32
1 BRANCO 0 1 10,06 3,01 6,75 | 6,75
2 BRANCO 0 2 9,87 2,98 7,03 | 7,03
3 BRANCO 0 3 9,69 2,86 6,88 | 6,88
4 BRANCO 30 1 9,97 3,49 68 | 673
5 BRANCO 30 2 10,26 2,09 6,63 | 6,56
6 BRANCO 30 3 9,69 2,42 6,74 | 6,69
7 BRANCO 60 1 9,67 2,81 6,67 | 6,63
8 BRANCO 60 2 9,66 3,24 6,64 | 647
9 BRANCO 60 3 9,68 3,21 714 | 7,03
10 BRANCO 120 1 8,68 3,33 6,96 7
11 BRANCO 120 2 8,65 2,29 6,77 | 6,68
12 BRANCO 120 3 8,71 3,47 6,87 | 6,66
13 BRANCO 240 1 10,45 3,39 6,85 | 661
14 BRANCO 240 2 10,3 2,89 6,85 | 6,64
15 BRANCO 240 3 10,16 2,11 643 | 65
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Apédice B

Tabela 9: Composicao da racéo referente aos diferentes tratamentos.

Producdo de 100Kg de matéria

Alimento 0% 2,5% 5% 10% 15%
F. de arroz integral 40,1327 40,1634 40,1941 40,2557 40,3175
Calcario 2,2324 2,2341 2,2358 2,2392 2,2427
Flor de enxofre 0,893 0,8936 0,8943 0,8943 0,8943
Fosfato bicalcico 1,3809 1,3819 1,383 1,3851 1,3872
Milho grédo 38,2012 38,0531 37,9047 37,6073 37,309
Mineral 0,893 0,8936 0,8943 0,8943 0,8943
Sal comum 0,902 0,9027 0,9034 0,9047 0,9061
Farelo de soja 15,0498 12,5511 10,0485 5,032
Torta de crambe 2,455 4,9138 9,8428 14,7868
Uréia 0,3152 0,4715 0,628 0,9418 1,2566
Tota Ide concentrado 100 100 100 100 100

Niveis de garantia
Nutrientes (Qtde/ MS%)

Calcio 1,5543 1,758 1,9617 2,3691 2,7765
Extrato etéreo 7,8212 8,2738 8,7265 9,6318 10,5372
FDA 7,98 8,6528 9,3256 10,6713 12,0169
Fosforo 1,3121 1,2939 1,2757 1,2394 1,203
NDT 78,7294 78,5507 78,3721 78,0147 77,6574

PB 18 18 18 18 18




Apéndice C

Tabela 10: Teores em percentagem, da matéria seca (MS), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), fibora em detergente neutro (FDN) e acido (FDA),
hemicelulose (HCEL), lignina (LIG), carboidratos ndo fibrosos (CNF), nutrientes
digestiveis totais (NDT), digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS),
Extrativo ndo nitrogenado (ENN) e matéria mineral (MM) dos concentrados.

Co C2,5 C5 C10 C15 CV (%)
MS 91.50a 93.21a 94.87a 97.23a 93.69a 4,57
PB 16.20a 14.85a 15.48a 14.56a 14.01a 13,82
EE 9.69a 9.66a 9.96a 9.97a 11.42a 21,83
FDN 51,87a 36.05¢c 43.37b 37.95¢c 40.45 bc 6,98
FDA 8.49a 5.87b 9.23a 6.47b 6.70 b 11,94
HCEL 43.38a 30.17b 34.13b 31.47b 33.75b 9,34
LIG 4.72a 2.59b 5.00a 2.81b 3.13b 15,66
CNF* 38.42c 54.28a  46.66b 52.07ab 48.11ab 7,44
NDT" 83.19a 84.37a 77.61a 80.25a 85.76a 5,58
DIVMS 88.75a 90.18a 82.02a 85.21a 91.85a 6,32
ENN* 51.22a 56.26a 52.62a 56.64a 55.29a 6,60
CHOT* 59.72a 62.14a 61.85a 63.12a 62.01a 5,82
MM 14.37a 13.32a 12.69a 12.33a 12.56a 17,68

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
" ENN = 100-(%PB+%EE+%FB+%MM); %CHOT = 100-(%PB-%EE-%MM); %CNE=%CT-%FDNcp; %NDT
=9,6134+0,829DM

Apéndice D

Tabela 11: Analise de Variancia de regressao

Fontes de variacao GL Quadrado Médio F
Devido a Regressao 0.0066 2 0.8840476E-01 7.84
Independente 12 0.1127365E-01
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Apéndice E: Preparo dos reagentes e procedimentos fitoquimicos

Alcaldides

Foi dissolvido e filtrado 5 mg do extrato etandlico e das fragdes hexanica
cloroférmica, acetato de etila e hidroalcodlica em 6 mL de acido cloridrico a 1%.
A solucéo foi adicionada a trés tubos (2 mL em cada um) e adicionado 5 gotas
dos seguintes reagentes (um reagente por tubo):
eReagente Dragendorff: sendo a solugcdo A: Subnitrato de bismulto (0,17g),
Acido acético glacia(2mL) e agua destilada (8mL) e a solucdo B: lodeto de
potassio (1,6qg) e agua destilada (4mL);
eReagente de Mayer: Cloreto de Mercurio (280mg), lodeto de Potassio (19),
Agua destilada (20mL);
eReagente de Bouchardat (COSTA, 1982): 4g de lodeto de Potassio, 2g de

lodo e 100 mL de agua destilada, até completa homogenizacgéao.

Esterdides e triterpendides

Foi dissolvido e filtrado 5 mg do extrato etandlico e demais fracées, logo
a solucdo foi transferida para um tubo de ensaio contendo 3 mL de
cloroférmio. Em seguida, adicionou-se 2 mL de anidrido acético ao extrato e o
mesmo foi agitado suavemente. Posteriormente acrescentou-se 1 mL de &cido

sulfarico concentrado, para que houvesse precipitacdo dos compostos.
Flavonoides

Foi dissolvido e filtrado 5 mg do extrato etandlico e das demais fracdes,
logo a solugéo foi transferida para um tubo de ensaio contendo 3 mL de

metanol, onde foi adicionado 1 mL de &cido cloridrico concentrado e um

pedaco de fita de Magnésio.
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Acidos orgéanicos

Em um tubo de ensaio foi dissolvido e filtrado 5 mg do extrato e das
demais fracbes em 3 mL de agua destilada. Foi adicionado gotas do reagente
de Paskova, conforme segue:

Solucéo A: verde de bromo cresol (15mg), azul de bromo fenol (5 mg), etanol
(20mL)
Solucdo B: permanganato de potassio (0,05 g), carbonato de sodio (0,1g) e

agua destilada(20mL) .
Fenois e Taninos
Dissolveu-se e filtrou-se 5 mg do extrato etandlico seco e das demais

fracGes, em seguida foi rotaevaporado em 5 mL de &gua destilada, logo foi

adicionado 1 a 2 gotas de solucéo alcodlica de FeCl; a 1%.
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Apéndice F- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Fracdo hidroalcodlica (1)
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Figura 9: Cromatograma (254 nm) das fragBes hidroalcodlica (1), Acetato de etila (2)

Cloroférmica (3) hexénica (4) e extrato etanélico (5)via CLAE.
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Apéndice G- Ressonéancia Magnética Nuclear
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Figura 10: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de ‘H da substancia da fracdo acetato
de etila (400 MHz, CDCly).
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Figura 11: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de 'H da substancia da fracdo

cloroférmica (400 MHz, CDCl5).
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Figura 12: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de 'H da substancia do extrato
etanolico (400 MHz, CDCls).
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Figura 13: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de 'H da substancia da fracdo
hexanica (400 MHz, CDCl,).
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Figura 14: Espectro de Ressonancia magnética nuclear de 'H da substancia da fracdo
hidroalcodlica (400 MHz, DMSO-d6).
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