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RESUMO

OLIVEIRA; 1.; S., T. de Extratos aquosos de folhas secas e frescas de moringa sob
parametros de fermentacdo ruminal in vitro. 2021. 72p. Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia
— Faculdade de Ciéncias Agréarias — Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-
MS, 2021.

Os objetivos dessa dissertacdo foram I) abordar sobre a utilizacdo da Moringa oleifera como
aditivo modulador da fermentacdo ruminal, os principais compostos presentes na planta e seus
possiveis efeitos na producdo animal (Capitulo 1); I1) avaliar o efeito das extracdes aquosas
por maceracdo, decoccdo e infusdo de folhas frescas ou secas de Moringa oleifera na
digestibilidade in vitro e parametros fermentativos ruminais, bem como analisar a composi¢do
fitoquimica dos extratos de moringa (Capitulo I1). Capitulo I: a literatura demonstra resultados
promissores para que 0s compostos bioativos da moringa possam ser utilizados como aditivo
vegetal na alimentacdo de ruminantes. Estes compostos, em determinadas concentragdes,
alteram as populacfes de microrganismos ruminais e melhoraram parametros fermentativos
como degradabilidade, digestibilidade, &cidos graxos, producdo de gases, nitrogénio
amoniacal. Capitulo 1l: para o estudo foram pesados 5 g de substrato (feno de alfafa) em cada
erlenmeyer de 125 mL, aos quais foram adicionados 10 mL de fluido ruminal e 40 mL de
solucdo tampdo mineral. Os tratamentos foram: controle, extrato obtido por maceragéo da
folha fresca (MF) e seca (MS); decocc¢do da folha fresca (DF) e seca (DS); e infuséo da folha
fresca (IF) e seca (IS), totalizando 7 tratamentos, com 3 repeti¢cbes. Nos erlenmeyers foi
adicionado 0,4 mL de extratos referente a cada tratamento, com excecdo dos correspondentes
aos controles. Os elermeyers foram saturados com CO2, selados, e colocados em uma
incubadora a 39 °C, durante 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Foram realizadas analises qualitativas e
quantitativas dos compostos bioativos presentes nos extratos das folhas de moringa. As
folhas frescas apresentaram teores mais elevados de saponinas, flavonoides, taninos e
alcaloides (P<0,05). Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante. Os extratos de
moringa ndo influenciaram na digestibilidade da matéria seca in vitro, da fibra em detergente
neutro, na concentracao de aménia ruminal, na populacdo de protozoérios, no pH e nos &cidos
graxos (P>0,05). A extracdo dos compostos bioativos foi mais eficiente utilizando folhas
frescas de M. oleifera, e somente os teores de flavonoides foram afetados pelos métodos de
extracdo aquosa. Em relagdo a incubacdo, os parametros fermentativos ndo foram afetados
pelos extratos.

Palavras-chave: aditivo, animal, metabolicos, Moringaceae.



ABSTRACT

OLIVEIRA; I.; S., T. de Aqueous extracts of dry and fresh moringa leaves under in vitro
ruminal fermentation parameters. 2021. 72p. Dissertacdo - Mestrado em Zootecnia -
Faculdade de Ciéncias Agrarias — Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS,
2021.

The objectives of this dissertation were: 1) addressing the use of Moringa oleifera as a
modulating additive for ruminal fermentation, the main compounds present in the plant and
their possible effects on animal production (Chapter I); Il) to evaluate the effect of aqueous
extractions by maceration, decoction and infusion of fresh or dried leaves of Moringa oleifera
on in vitro digestibility and ruminal fermentative parameters, as well as to analyze the
phytochemical composition of the extracts of moringa (Chapter 11). Chapter I the literature
shows promising results so that the bioactive compounds of moringa can be used as a
vegetable additive in the feeding of ruminants. These compounds, in certain concentrations,
alter the populations of ruminal microorganisms and improve fermentative parameters such as
degradability, digestibility, fatty acids, gas production, ammoniacal nitrogen. Chapter II: for
the study, 5 g of substrate (alfalfa hay) was weighed in each 125 ml conical flask, to which 10
ml of ruminal fluid and 40 ml of mineral buffer solution were added. The treatments were:
control, extract obtained by maceration of fresh leaf (MF) and dry (MS); decoction of fresh
(DF) and dry (DS) leaves; and infusion of fresh (IF) and dry (IS) leaves, totaling 7 treatments,
with 3 repetitions. Erlenmeyers were added 0.4 mL of extracts for each treatment, with the
exception of those corresponding to controls. The elermeyers were saturated with CO2,
sealed, and placed in an incubator at 39 ° C for 0, 3, 6, 12, 24 and 48 hours. Qualitative and
guantitative analyzes of the bioactive compounds present in the extracts of the moringa leaves
were carried out. Fresh leaves showed higher levels of saponins, flavonoids, tannins and
alkaloids (P <0.05). All extracts showed antioxidant activity. Moringa extracts did not
influence the in vitro dry matter digestibility, neutral detergent fiber, rumen ammonia
concentration, protozoa population, pH and fatty acids (P> 0.05). The extraction of bioactive
compounds was more efficient using fresh leaves of M. oleifera, and only the levels of
flavonoids were affected by aqueous extraction methods. Regarding the incubation, the
fermentative parameters were not affected by the extracts.

Keywords: additive, animal, metabolic, Moringaceae



CONSIDERACOES INICIAIS

Os compostos bioativos presentes nas plantas podem ser utilizados como aditivos
modulares de fermentacdo ruminal. A Moringa oleifera tem se destacado como aditivo para a
producdo animal, por conta tanto de suas propriedades nutricionais como medicinais. As
propriedades medicinais da moringa sdo decorrentes da presenca dos compostos, como
compostos fenolicos, alcaloides, taninos, flavonoides, esteroides, saponinas, entre outros.

Por conta dos compostos bioativos a moringa possui potencial de aumentar a
digestibilidade dos nutrientes e melhorar a fermentacéo ruminal podendo afetar positivamente
inclusive no desempenho animal, com a melhora na composi¢éo e producdo de leite, e/ou
ganho de peso. No entanto deve ser considerado a forma de fornecimento da moringa para
ruminantes, entre esses o extrato aquoso. A utilizacdo do extrato possibilita utilizar melhor as
atividades bioldgicas e potencializar o efeito de compostos ativos.

Dessa forma, as hipéteses analisadas neste estudo foram: a) que os métodos de
extracdo assim como a utilizacdo de folhas frescas ou secas influenciam na composicdo
fitoquimica dos extratos aquosos; b) a adicdo dos extratos de moringa afeta os parametros
fermentativos in vitro.

O objetivo desta pesquisa foi analisar a presenca e quantificar os compostos bioativos
presentes em cada extrato proveniente dos métodos de extracdo maceracdo, infusdo e
decoccédo de folhas de moringa de extragdo aquosa, a utilizacdo de folhas frescas e secas de
M. oleifera e avaliar os extratos sobre determinados parametros fermentativos in vitro.

Para a realizacdo desta dissertacdo a pesquisa foi dividida em dois capitulos. No
capitulo | para ser publicado como capitulo de livro a pesquisa foi realizada no formato de
revisao de literatura, sobre assuntos que dardo fundamentacgéo ao artigo do Capitulo Il, onde
foi estudado os compostos bioativos da moringa e os principais resultados em ruminantes O

Capitulo 1l foi abordado a parte experimental para publicacdo em periddico cientifico.



CAPITULO |
MORINGA (Moringa oleifera) COMO ADITIVO VEGETAL
MODULADOR DA FERMENTACAO RUMINAL

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi abordar sobre a utilizagdo da Moringa oleifera como aditivo
modulador da fermentacdo ruminal, os principais compostos presentes na planta e seus
possiveis efeitos na producao animal. Os compostos bioativos presentes ha moringa possuem
grande potencial como aditivo vegetal na alimentacdo de ruminantes, devido, principalmente,
pela presenca de compostos metabolicos atoxicos que, quando utilizados em baixas e
moderadas concentracdes, na maioria das vezes, sdo capazes de atuar como modificadores da
fermentacdo ruminal. As alteracbes em populagdes de microrganismos ruminais melhoram
alguns parametros fermentativos como degradabilidade, digestibilidade, &cidos graxos,
producdo de gases, nitrogénio amoniacal, podendo ocasionar melhoras significativas no
desempenho animal. Neste sentido, € fundamental verificar quais 0s compostos ativos estdo
presentes na moringa, as concentracdes benéficas destes e sua quantificagdo nas diferentes
formas de inclusdo da moringa, por exemplo nos extratos, para a padronizacdo de sua
aplicabilidade favoravel a producdo animal. Dentre os compostos descritos na moringa que
afetam os microrganismos ruminais destacam-se os flavonoides, terpenoides, saponinas,
taninos e alcaloides. De modo geral, todos os tecidos da moringa tém demonstrado grande
potencial como aditivo para ruminantes. E necessario ressaltar que determinados fatores
influenciam na presenca dos compostos bioativos e sua atividade também pode ser afetada
pela dieta e pelos animais. Apesar da identificacdo dos compostos bioativos da M. oleifera, ja
ser conhecida é importante o desenvolvimento de mais pesquisas especificas sobre o modo de
acao de cada composto da planta e seus efeitos no rimen, visto que alguns podem ainda estar
melhorando a saude animal, devido as atividades medicinais.

Palavras-chave: Compostos bioativos, ruminantes, extratos.



ABSTRACT

The objective of this work was to address the use of Moringa oleifera as a modulating
additive of ruminal fermentation, as well as the main compounds present in the plant and their
possible effects on activity in animal production. The compounds present in moringa have
great potential as a plant additive in ruminants, mainly because of the presence of non-toxic
metabolic compounds and when used in low and moderate concentrations are most often able
to act as ruminal fermentation modifiers. Changes in populations of ruminal microorganisms
improve some fermentative parameters such as degradability, digestibility, fatty acids, gas
production, ammonia nitrogen and may cause significant improvements in animal
performance. In this sense it is essential to verify which active compounds and their beneficial
concentrations, and their quantification in the different forms of inclusion of moringa, for
example in the extracts, for the standardization of its favorable applicability to animal
production. Among the compounds described in the moringa that affect ruminal
microorganisms are flavonoids, terpenoids, saponins, tannins and alkaloids. In general all
moringa tissues have shown great potential as an additive for ruminants. It should be noted
that certain factors influence the presence of bioactive compounds, and their activity may also
be affected by diet and experimental animals. Despite the identification of bioactive
compounds of M. oleifera, it is interesting to conduct further specific research on the mode of
action of each plant compound and its effects on the rumen, as some may still be improving
animal health due to activities medicinal.

Keywords: Bioactive compounds, ruminants, extracts.



INTRODUCAO

Considerando a preocupagdo do consumidor com os residuos de antibidticos nos
produtos de origem animal (Matloup et al., 2017), varias pesquisas tém buscado alternativas
para a substituicdo ou diminuicao destes medicamentos, visando obter o produto final livre de
residuos que possam ser toxicos (Flores et al., 2013; Kholf et al., 2018). Uma destas
alternativas é a utilizacdo de compostos bioativos de plantas, como extratos vegetais (Flores et
al., 2013).

Dentre as plantas com potencial para serem utilizadas na producdo animal destaca-se a
Moringa oleifera. A moringa possui enorme potencial medicinal, derivado da presenga de
metabolitos secundarios, como acidos fendlicos, alcalides, taninos, flavonoides, esteroides,
saponinas, cumarinas, quinonas glicosinolatos e isotiocianatos e resinas (Anway et al., 2007;
Brunelli et al., 2010). Geralmente, os efeitos desses compostos ocorrem diretamente nas
populacbes de protozoarios, fungos e bactérias, os quais alteram a formacao de produtos finais
da fermentacdo, tais como aménia e acidos graxos volateis (AGV) em ruminantes (Bodas et
al, 2012), que podem ser benéficas aos animais.

Os compostos bioativos da moringa podem oferecer solugbes para o problema de
bactérias resistentes a antibidticos (Wang et al., 2016). Tais metabolitos secundarios, ou
compostos bioativos, fazem parte de um amplo grupo de compostos bioldgicos presentes nas
plantas e conferem distintos potenciais bioquimicos necessarios para a sobrevivéncia das
plantas (Patra; Saxena, 2010).

Desta forma, os compostos bioativos da moringa possuem potencial de aumentar a
digestibilidade dos nutrientes e melhorar a fermentacéo ruminal (Soltan et al., 2018), podendo
influenciar positivamente no desempenho animal (Ugbogu et al., 2019). De acordo com
Bodas et al. (2012), as atividades antimicrobianas dos compostos bioativos séo diferentes
entre 0s compostos, ainda que em sua concentragao inibitoria minima para 0os microrganismos
ruminais, e na sensibilidade a acdo fitoquimica entre as espécies microbianas. Assim, €
preciso considerar quais compostos afetam a fermentacdo ruminal e sua dosagem ideal para
animais ruminantes.

Enfatiza-se que a bioatividade dos metabolitos presentes nas plantas pode ser
influenciada por diversos fatores, seja a localizacdo geografica, condicdo climatica, o
tempo/periodo de coleta, e até 0 método usado para processa-los ou armazena-los (Bodas et
al., 2008). Portanto, é importante estudar as diferencas na composicdo dos compostos
presentes em cada parte morfoldgica da moringa, de acordo com seu fornecimento ao animal,

como 0s extratos e seus efeitos.



O potencial dos extratos de plantas no melhoramento do valor nutritivo dos alimentos
para ruminantes € dependente da dosagem, e suas implicacbes devem-se a presenca de
metabolitos (Benchaar et al., 2008; Cedillo et al., 2014; Elghandour et al., 2018). Por isso,
varios estudos sdo realizados quanto aos efeitos dos extratos de moringa sob parametros de
fermentagdo ruminal. Principalmente sobressaindo os experimentos in vitro pela sua
simplicidade, rapidez (Meale et al., 2011), repetibilidade, redu¢do do ndmero de animais e
economia (Getachew et al., 2005; Aderinboye et al., 2016).

Portanto, € importante enfatizar que a utilizacdo de extratos aquosos de moringa em
animais ndo é considerada toxica (Awodele et al., 2012) e ndo deixa residuos nos produtos,
como os antibidticos. Varios estudos comprovaram os efeitos positivos da inclusdo do extrato
aquoso de folhas de M. oleifera na fermentacdo ruminal in vitro e na producdo de gases
(Soliva et al., 2005; Elghandour et al., 2018; Parra-Garcia et al., 2019; Pedraza-Hernandez et
al., 2019); ou extrato metandlico de folhas (Akanmu; Hassen; 2018; Faniy et al., 2019),
sementes (Alexander et al., 2008), adicdo na ragcdo como farinha, silagem, frescas ou secas
(Soliva et al., 2005; Dey et al., 2014; Aderinboye et al., 2016; Elghandour et al., 2017). A
moringa ainda pode melhorar o desempenho animal, com aumento da composi¢édo e producéo
de leite (Sarwatt et al., 2004; Khalel et al. 2014; Kholif et al., 2015; 2016, 2017).

Considerando os beneficios da moringa para ruminantes, em virtude dos compostos
bioativos presentes na planta, é essencial obter mais informacdes quanto a esses compostos
que possivelmente melhoram a fermentacdo ruminal. Diante do exposto, esta revisao objetiva
abordar sobre a utilizacdo da Moringa oleifera como aditivo modulador da fermentacdo
ruminal, os principais compostos presentes na planta e seus possiveis efeitos no desempenho

animal.

A espécie Moringa oleifera

A moringa é uma planta pertencente a familia monogenérica Moringaceae, com origem
em regides Himalaia, e que pode alcancar até 12 m quando adulta (Leoni et al. 2015; Pollini et
al., 2020). O cultivo da M. oleifera em varios paises tropicais e subtropicais é bem
estabelecido devido a suas caracteristicas adaptaveis e resilientes, tais como, crescimento
rapido, resisténcia em diversas condi¢fes climaticas e longevidade. Essa espécie possui
distintos nomes tradicionais, que dependem da sua localizacao e utilidade, as quais incluem
arvore de superalimento, coqueluche, arvore milagrosa, arvore da vida, rabano, arvore benzoil

ou moringa (Falowo et al., 2018).



A planta produz elevada quantidade de biomassa, que varia entre 43 e 115 t/ha
anualmente (Kholif et al., 2016), dependendo da variedade, tipo de solo, sistema de irrigagéo,
fertilizacdo e clima (Su; Chen, 2020). Ja o rendimento de folhas frescas da espécie, cultivadas
com espacamento de 1 m x 1 m, é cerca de 1 a 5 kg/arvore no ano, equivalente a producéao
de10.000 a 50.000 kg/ha anualmente (Sanchez et al., 2006).

Em muitos paises, a planta é usada como alimento e produtos alimentares para
humanos, por conta da sua composi¢do nutricional, antioxidante e beneficios fitoquimicos.
Dentre esses, destacam-se 0s antioxidantes naturais, tais como a vitamina C, carotenoides,
tocoferois, flavonoides e outros compostos fendlicos (Falowo et al., 2018), além de polifendis
e polissacarideos (Shi et al., 2019).

As principais propriedades estudadas na moringa sdo os antioxidantes, antibacterianas,
antifangicas, antidiabéticas, neuroprotetoras, cardioprotetoras e anti-inflamatérias. Por isso, a
moringa é utilizada tradicionalmente para tratar diversas doencas, enfatizando sua ac¢éo contra
a bronquite, infeccdes e febre. Em geral, essa planta é conhecida por modular o sistema
imunolodgico (Madi et al., 2016). Este potencial medicinal da moringa também pode resultar
em beneficios para os animais, levando ao aumento no desempenho.

Considerando seu amplo espectro antimicrobiano, baixa toxicidade como alimento e
alta producdo, devido ao répido crescimento, a Moringa oleifera pode ser efetivamente
utilizada na descoberta de novos agentes antimicrobianos. A planta é utilizada em tratamentos
medicinais para controlar infeccGes por microrganismos (Wang et al., 2016).

Na agricultura, a moringa pode melhorar o controle de fungos fitopatogénicos que
causam doencas e afetam a producdo de culturas econdmicas. Na aquicultura marinha, a
utilizacdo da moringa também mostra futuro promissor no controle de doengas infecciosas
(Wang et al., 2016). Nos ruminantes pode atuar no controle de bactérias e fungos patégenos.

No entanto, sdo necessarios mais estudos neste campo sobre a moringa.

Moringa como suplemento

De acordo com Sun et al. (2017), a moringa é considerada adequada como suplemento
alimentar animal, pois suas folhas sdo altamente nutritivas, apresentando excelente
palatabilidade, digestibilidade e elevada composicao de proteinas e minerais. Na moringa, o
baixo teor de fibra bruta de suas folhas, que corresponde a cerca de 5,9% da matéria seca (Wu
et al., 2013) justifica a boa palatabilidade para os animais. Além desses fatores, o interesse
para ser utilizada como alimento deve-se ao baixo conteddo de antinutrientes, (Su; Chen,

2020) como os compostos metabdlicos.



Quanto aos lipidios, a moringa contém 7,09% (Teixeira et al., 2014), um valor alto
comparado a outras espécies de forragens lenhosas. Em uma folha de M. oleifera grande
parte, cerca de - 57% - dos &cidos graxos totais representam os acidos graxos insaturados,
sobressaindo em contetdo - 44,57% - o acido a-linolénico (Moyo et al., 2011). Os acidos
graxos insaturados sdo importantes na dieta humana pois podem decompor e esterificar o
colesterol, estabilizar o nivel de colesterol e, consequentemente, diminuir o risco de
aterosclerose e outras doencas cerebrovasculares (Su; Chen, 2020).

A M. oleifera também se destaca como fonte de proteina para a nutricdo de
ruminantes, apresentando, em média, 28,7% de proteina nas folhas, além de ter em sua
composi¢do outros compostos como carotenoides (B-caroteno e luteina), vitaminas (A, B, C e
E), minerais e varios compostos fenodlicos, tais como alcaloides, flavonoides, taninos,
esteroides e saponinas (Anwar et al., 2007; Brunelli et al., 2010; Moyo et al., 2012, Teixeira et
al., 2017).

Em relagdo ao conteudo nutricional, nas folhas de M. oleifera foram descritas 3.378
proteinas, contendo especialmente proteinas com atividade hidrolitica e oxirredutase, as quais
estdo associadas ao metabolismo de carboidratos e proteinas (Shi et al., 2019). Essas
caracteristicas tornam a planta famosa tanto por suas propriedades nutricionais quanto
medicinais (Anwar et al., 2007; Khalafalla et al., 2010; Leone et al., 2015). As caracteristicas
nutricionais da planta sdo importantes para a nutricdo animal, pois aumentam a quantidade de
nutrientes ingeridos, como aditivos suplementares, e podem proporcionar beneficios no

desempenho.

Os compostos metabdlicos — fitoquimicos

A moringa como diversas outras plantas vem sendo estudadas como potenciais
aditivos para animais, proporcionando crescimento de produtos naturais nessa area. De acordo
com Bodas et al. (2012), os produtos naturais de plantas (PNP) sdo metabdlitos vegetais ndo
nutritivos, os quais exercem fungbes vitais na planta, como protecdo contra organismos
herbivoros, patdgenos, microrganismos e insetos.

As substancias quimicas produzidas pelas plantas, por meio do metabolismo primario
ou secundario, sdo denominadas de fitoquimicos (Samanta et al., 2017; Lin et al., 2018). A
especie M. oleifera é composta por varios desses compostos metabdlicos, que séo
considerados beneficos para a nutrigdo animal.

Os metabdlitos referem-se a um amplo grupo de compostos bioldgicos que sao

residentes em plantas e atribui diversos potenciais bioquimicos essenciais para a



sobrevivéncia das plantas (Patra; Saxena, 2010). Quanto a funcdo destes compostos destaca-se
a protecdo contra ameacas temporarias ou continuas, além do crescimento e reproducdo das
plantas (Patra; Saxena, 2010; Bodas et al, 2012; Samanta et al., 2017).

Entre os compostos estudados sobressaem as saponinas, taninos, terpenoides,
flavonoides, glicosideos, alcaloides, fenois e 6leos essenciais. Entretanto, a bioatividade
desses compostos é influenciada, em grande parte, pela localizacdo geogréfica, juntamente
com fatores climaticos, o tempo/periodo de coleta, 0 método usado no processamento ou
armazenamento (Bodas et al., 2008) e outros.

Os compostos secundarios ja estdo presentes na dieta de animais que pastejam ha
muito tempo, e exercem funcdes significativas como angentes antibacterianos, antioxidantes,
anticoccidianos e anti-helminticos, com capacidade de modificar o padrdo de fermentacdo
ruminal (Salem et al. 2011). Portanto, esses compostos fitoterapicos ja sdo muito empregados
como agentes antimicrobianos agindo contra bactérias, protozoarios e fungos (Bodas et al.,
2012) no ambiente ruminal.

Desta forma, o grande potencial como aditivo vegetal da moringa em ruminantes é
devido, principalmente, a presenca de compostos metabdlicos que, quando utilizados em
baixas e moderadas concentragdes, na maioria das vezes, sS40 capazes de atuar como
modificadores da fermentacdo ruminal (Salem et al., 2014; Pedraza-Hernandez et al., 2019).

A importancia desses compostos para a producdo animal é o efeito direto sobre os
microrganismos metanogénicos, por exemplo, os taninos condensados, ou protozoarios, como
as saponinas. Com relacdo ao modo de acdo antimicrobiano, em geral, decorre sobretudo da
capacidade de inserir-se na membrana celular bacteriana para desintegrar sua estrutura e
provocar leséo (Bodas et al., 2012).

Entretanto, é importante observar que os efeitos na atividade dos microrganismos
ruminais dependem ndo somente das espécies vegetais utilizadas e da composi¢do quimica da
planta (Bodas et al., 2012), mas ainda devem ser considerados que os efeitos desses
compostos sao modulados pelo pH ruminal, pela dieta na qual est&o incluidos e pelos métodos
de preparo e extracdo dos compostos (Patra; Saxena, 2009). No caso da utilizagdo da moringa
para ruminantes, torna-se necessario considerar esses parametros e os relacionar com as

respostas produtivas dos animais.

Compostos presentes na moringa e acées em ruminantes
A Moringa oleifera possui diversos fitoquimicos presentes em distintas partes

morfologicas da planta. Segundo Tiloke et al. (2018), os varios compostos bioativos séo



responsaveis pelo seu efeito medicinal, e é nas folhas de moringa que sdo encontrados os

maiores teores desses compostos.

Compostos Fendlicos
Em um estudo realizado com plantas cultivadas no Brasil foram descritos 24
compostos fenolicos em extratos de folhas da M. oleifera, destacando-se em quantidade os

flavonoides glicosilados (Oldoni et al., 2019).

Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo de compostos de difenil propano (C6-C3-C6). Eles
possuem a estrutura geral de um esqueleto de 15 carbonos composto de dois anéis fenilicos (A
e B), unidos através de um pirano eterociclico ou anel de pirona (C) no meio (Lin et al.,
2018). Na moringa, os flavonoides sdo encontrados nas folhas, raizes, flores e sementes
(Onsare, Arora, 2015; Sankhalkar; Vernekar, 2016; Wang et al., 2017).

Entretanto, ha diferencas nos teores de flavonoides, assim como de compostos
fendlicos, mesmo quando comparadas amostras entre folhas de M. oleifera, devido ao
ambiente de crescimento, variabilidade genética, método de amostragem, maturidade foliar,
bem como o método e solucdo de extracdo. Por esse motivo, diferentes partes das plantas de
M. oleifera apresentam diferentes perfis composicdo de flavonoides e a¢des farmacoldgicas
(Lin etal., 2018).

Dos vérios compostos flavonoides presentes na moringa destacam-se o kaempferol,
quercetina, apigenina e isoramnetina. No caso das folhas, a maioria desses fitoquimicos existe
na forma glicosilada. A diferenca destes flavonoides na moringa reside na variagdo da sua
extensdo de glicosilacdo e alquilacdo, além do ndmero e disposicdo dos grupos hidroxila
(Makita et al., 2016).

Os efeitos de extratos vegetais contendo flavonoides sob a fermentagdo ruminal,
estudados in vivo e in vitro, em novilhas que foram submetidas a acidose (Balcells et al.,
2012), demonstraram reducdes do pH ruminal, da proporcdo de propionato e degradacao
proteica (Broudiscou; Lassalas, 2000; Yaghoubi et al., 2007; Seradj et al., 2014). Segundo
Seradj et al. (2014), esses compostos alteram os produtos da fermentacgdo, a concentracéo e a
composicdo de bactérias que utilizam lactato (M. elsdenii) e metanogénicos (Archaea).
Também foram detectadas diferencas entre os flavonoides especificos contra a atividade

microbiana.



Os resultados dos flavonoides no rimen derivam de suas atividades antiflingica,
antiviral e antibacteriana (Cushnie; Lamb, 2005). Contudo, os efeitos podem diferir devido a
concentracdo de flavonoides, da dieta e dos animais. Patra e Saxena (2010) verificaram
atividades diretas desses compostos sobre as bactérias metanogénicos, também a reducdo de
protozoarios relacionados a metanogénese ruminal. No entanto, Kim et al. (2015) constataram
que os flavonoides ndo afetam o crescimento microbiano durante a incubagao, porém reduzem
a emissdo de metano, apresentando potencial como regulador bioativo para ruminantes.
Portanto, para que a acdo dos flavonoides no rimen seja benéfica ao animal, é preciso

verificar as concentracgdes ideais destes compostos.

Terpenoides

Segundo Calsamiglia et al. (2007), os terpenoides ou isoprenoides compdem classes
estruturais e funcionalmente diferentes. Estes compostos séo sintetizados a partir de
isopentenil difosfato (isopreno) e a sua classificagdo € baseada no numero de unidades de
isopreno. Sua atividade antibacteriana deriva de sua interagdo com a membrana celular. Essa
interacdo provoca mudancas conformacionais na estrutura da membrana bacteriana causando
fluidificacdo e expansdo. A perda de estabilidade da membrana resulta no vazamento de ions
através da membrana celular, o que causa uma diminuicdo no gradiente idnico
transmembranar (Griffin et al., 1999; Calsamiglia et al., 2007).

Em geral, as bactérias podem compensar esses efeitos dos terpenoides através de
bombas idnicas, evitando a morte celular. Porém, como ha maior gasto de energia destinado
para essa funcdo, o crescimento bacteriano é reduzido (Griffin et al., 1999; Calsamiglia et al.,
2007). Em ruminantes, a transformacgdo nas taxas de crescimento bacteriano resulta em
mudancas na propor¢do de populagdes bacterianas no rimen, ocasionando altera¢6es no perfil

de fermentacdo (Calsamiglia et al., 2007), podendo melhorar o desempenho animal.

Saponinas

As saponinas sdo compostos glicosilados encontrados em uma variedade de plantas, e
gue podem ser divididos em trés grupos, dependendo da estrutura da aglicona: triterpendides,
esterdides e glicoalcaldides. Saponinas séo substancias derivadas do metabolismo secundario
das plantas, relacionados, principalmente, com o sistema de defesa. Sdo encontradas nos
tecidos que sdo mais vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatério dos insetos,
considerando-se parte do sistema da defesa das plantas e indicadas como “fitoprotetoras”

(Souza et al., 2019).
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A porcéo de acucar é, na maioria das vezes, constituida por monossacarideos comuns,
como D-glucose, D-galactose, acido D-glucurdnico, D-xilose, L-ramnose e varias pentoses, as
quais sdo ligadas glicosidicamente, como oligossacarideos lineares ou ramificados a
sapogenina. Podem ser classificadas com base na sua estrutura de sapogenina, como
saponinas triterpenoides ou esteroides (Wina et al., 2005; Makker et al., 2007).

A palavra “saponina” ¢ derivada do latim ‘sapo’, que significa sabdo, e
tradicionalmente plantas que continham saponinas eram usadas para limpeza (Souza et al.,
2019). As saponinas sdo utilizadas na industria farmacologica por conta da acdo anti-
inflamatoria, antimicrobiana (Bodas et al., 2012), antiprotozoarios (Calsamiglia et al., 2007),
anti-carinogénicas e antioxidantes (Souza et al., 2019). Portanto as populages de
microrganismos ruminais de fungos, protozoarios, bactérias celuliticas e gram positivas séo
afetadas por estes compostos (Makkar et al., 2007; Calsamiglia et al., 2007). Em protozoarios
seu modo de agdo esté relacionado com sua capacidade de formar complexos irreversiveis
com colesterol na membrana celular causando ruptura e lise celular (Francis et al., 2002;
Wina et al., 2005).

As quantidades de saponinas na matéria seca em folhas de M. oleifera sdo de apenas
4,7 a5 g/kg, valores que ndo causam efeitos negativos em ruminantes, e apesar de uma das
caracteristicas das saponinas ser o sabor amargo, o baixo teor ndo proporciona esse efeito
(Moyo et al., 2011).

Diversos estudos demonstraram que as saponinas afetam a fermentacdo ruminal
guando alteram a producdo de massa microbiana e de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)
em diferentes extensdes. Também afetam a degradacdo de nutrientes e disponibilidade de
proteina pds-ruminal (Makkar et al., 2007), de modo que seus efeitos incluem o aumento da
eficiéncia na sintese de proteina microbiana e diminuicdo da degradabilidade proteica dos
alimentos. Consequentemente, aumentam o suprimento de nitrogénio ndo amoniacal ao
intestino delgado para fins de producao.

Segundo Molina-Botero et al. (2019), os resultados de seu trabalho indicam que a
inclusdo de saponinas, apesar de nédo ter influenciado na quantidade de microrganismos
ruminais, devido a baixa concentragdo desse composto, pode ter afetado a permeabilidade da
membrana, resultando em maior absor¢édo de nutrientes, o que pode ocasionar beneficios para
0 hospedeiro (Patra; Saxena, 2009). Além disso, induzem a resultados nos poupadores de
proteina em ruminantes e abrandam as emissGes de metano e a excre¢ao de nitrogénio para o
meio ambiente. Com isso, reduzem a emissdao de gases poluentes ambientais. Portanto, esses

resultados ocasionam melhorias na producdo de carne, leite e 1& (Makkar et al., 2007).
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Essas atividades sob produtos em metanogénicos (Archaea) tem destacado as
saponinas na nutricdo animal, enfatizando sua potencialidade para diminuir as emissdes de
gases de efeito estufa. Todavia ha diferencas entre sua atividade nos niveis e proporcéo de
AGCC, nivel de amonia e degradabilidade proteica. Os resultados em animais dependem dos
diferentes tipos e concentragdo de saponinas, bem como, a composicdo das dietas
experimentais (Makkar et al., 2007).

Taninos

Os taninos sdo compostos polifenolicos, encontrados naturalmente nas plantas (Singh
et al., 2019). Seus multiplos grupos hidroxilas fendlicas levam a formacdo de complexos
principalmente com proteinas e ions, aminoacidos e polissacarideos. Estes compostos
bioativos possuem efeitos adversos e benéficos em ruminantes, dependendo da sua
concentracdo e tipo, condensados ou ndo condensados, (Singh et al., 2019), bem como
espécie, estado fisioldgico e composicdo da dieta (Makkar et al., 2007).

Nas folhas de moringa, o teor de taninos totais varia de 12,0 a 20,6 mg g * (Ferreira et
al., 2008; Teixeira et al., 2014). O tanino é um composto que interage com a tripsina e amilase
ou com os substratos dessas enzimas para formar complexos que ndo sdo facilmente
digeriveis e, dependendo da quantidade, pode reduzir a palatabilidade e a ingestdo de
alimentos. No entanto, os métodos de secagem, fermentacdo e ensilagem podem reduzir 0s
teores de taninos em 15 a 30% em comparacdo com material fresco (Vitti et al., 2005),
resultando em melhorias na palatabilidade e ingesté&o.

Alguns dos efeitos benéficos dos taninos consistem no aumento da proteina néo
degradavel no rimen e a disponibilizacdo de proteina alimentar p6s-ruminal para fins de
producdo, aumento da eficiéncia da producdo de proteina microbiana e diminuicdo do
timpanismo em ruminantes. Alguns taninos também sdo conhecidos por terem fortes
atividades anticarcinogénica e antioxidante (Perchellet et al., 1996; Riedl et al., 2002; Makkar
et al., 2007). De acordo com Bodas et al. (2012), os taninos, assim como as saponinas, Sao

particularmente capazes de inibir bactérias gram-positivas.

Alcaloides

Os alcaloides sdo compostos que contém N e tém vérios efeitos farmacoldgicos
envolvendo atividades antimicrobianas e anticancerigenas (Thambidurai et al., 2017). Por
conta disso, esses compostos podem afetar o ecossistema microbiano ruminal e desempenho

geral dos animais (Sotan et al., 2018).
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No caso de alcaloides piperidinicos, 0 mecanismo de acdo em bactérias gram-positivas
ocorre devido a sua alta citotoxicidade causada pelo blogueio dos canais de céalcio na
membrana celular, sobretudo por conta de suas propriedades anfotéricas, que Ihes permitem
melhor interagir com a membrana celular e inibir seus canais (Santos et al., 2013). Desta
forma, estes metabolitos também atuam modulando os produtos da fermentagdo ruminal.

As atividades antimicrobianas dos fitoquimicos sdo diferentes entre 0os compostos,
ainda em sua concentracdo inibitéria minima para 0S microrganimos ruminais, e na
sensibilidade a acdo fitoquimica entre as espécies microbianas. Em geral, os compostos de
baixo peso molecular sdo mais ativos contra os microrganimos do rimen, e diferem nos
mecanismos moleculares ou celulares envolvidos na atividade antimicrobiana (Bodas et al.,
2012). Segundo Salem et al. (2014), os microrganismos ruminais podem metabolizar e utilizar
concentracdes mais baixas de alcaloides, saponinas e compostos fendlicos como fonte de
energia, sem deixar residuos na producdo de ruminantes.

Geralmente, os efeitos dos fitoterapicos em populacfes de protozoarios, fungos e
bactérias alteram a formac&o de produtos finais de fermentacdo, tais como amonia e AGV no
ramen (Bodas et al., 2012). Nos extratos vegetais, a concentracdo e atividades dos compostos
metabdlicos sdo afetadas pelo solvente utilizado e sua dilui¢cdo, em conjunto com as condi¢des
de extracdo como tempo, temperatura e atmosfera. Enfatizando que os efeitos dos
fitoquimicos na reducdo ou inibicdo da producdo de metano, bem como na fermentacdo

ruminal, dependem da concentracao destes na planta e da dose fornecida ao animal.

Extratos aquosos

A utilizacéo do extrato da planta justifica-se pelo fato deste possibilitar o0 aumento das
atividades bioldgicas e potencializar o efeito de compostos ativos. Os extratos de plantas tém
confirmado grande potencialidade na melhoria do valor nutritivo dos alimentos para animais
de maneira dependente de sua dose e esses beneficios sdo conferidos a presenca de
metabdlitos secundarios (Benchaar et al., 2008; Cedillo et al., 2014; Elghandour et al., 2018).

Diversos beneficios provenientes de extratos vegetais constituem-se em uma acao
aditiva ou sinérgica dos metabdlitos secundarios, que atuam em locais-alvo Unicos ou
multiplos (Faniy et al., 2019), com potencial de alterar a fermentacdo ruminal (Salem et al.,
2014; Elghandou et al., 2018). Entretanto, alguns fatores devem ser considerados quanto a
escolha do método de extracdo das plantas como sua simplicidade, rapidez, economia
(Rodriguez-Pérez et al., 2015) e, principalmente, eficiéncia.
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Estudos a respeito da forma em que a planta é utilizada/fornecida séo importantes, pois
0s compostos metabdlitos podem ser afetados por diversos fatores, incluindo a forma de
extracao, que pode ser pelo método a frio (Dahiru et al., 2006; Souto et al., 2015; Vongsak et
al., 2013) e a quente (Chumark et al., 2008; Adedapo et al., 2009; Vongsak et al., 2013;
Kholif et al., 2018) em extratos aquosos, ou com a utilizacdo de diferentes solventes como
hidro etanol (Singh et al., 2013), etanol (Nascimento et al., 2013; Vongsak et al., 2013; Al-
Owaisi et al., 2014; Rodriguez-Perez et al., 2015), e hidro metanol (Rodriguez; Perez et al.,
2015). Nos extratos aquosos e metandlicos das folhas foram descritos como principais
compostos: acido clorogénico, quercetina e kaempferol (Verma et al., 2009; Vongsak et al.,
2013).

Os extratos brutos de diferentes tecidos de Moringa oleifera apresentam diversas
atividades antimicrobianas. Pesquisas demonstraram que 0s extratos, e alguns compostos
identificados da moringa, exibem atividade antimicrobiana contra vérias bactérias
patogénicas, fungos, virus e parasitas que afetam a salde dos seres humanos, animais e
plantas (Wang et al., 2016).

Neste contexto, os extratos aquosos derivados dessa planta possuem compostos
bioativos cuja utilizacdo pode influenciar a fermentacdo ruminal. Os beneficios, ndo apenas
de extratos como também de outras formas de sua inclusdo na dieta dos animais, foram

demonstrados a partir de experimentos com a moringa.

Experimentos in vitro

Varios experimentos foram realizados para avaliar o efeito de aditivos vegetais na
degradacdo dos alimentos, o qual é essencial para atender as demandas de nutrientes dos
microrganismos anaerobios e, em geral, para 0os ruminantes. Dentre os estudos, destacam-se
0s métodos in vitro, pela sua simplicidade e rapidez (Meale et al., 2011).

A énfase na utilizagdo de técnicas in vitro deve-se a sua facilidade de incluséo,
repetibilidade, reducdo no uso de animais; assim como economia financeira (Getachew et al.,
2005; Aderinboye et al., 2016). Segundo Meale et al. (2011), esses experimentos séo
considerados mais econémicos quando comparados a outros métodos, pois exigem menos
infraestrutura e apresentam a possibilidade de analisar tanto o residuo quanto os metabolitos
da degradacéo microbiana.

A metodologia in vitro permite o controle de varios fatores que afetam a degradacéo
da dieta, microrganismos e ambiente, e, por conseguinte, permite a uniformidade e

caracterizacdo de alimentos para degradacdo de MS e proteina (Meale et al., 2011).
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Comparada com o método in vivo, a técnica in vitro é mais eficiente na manutencéo do pH
ruminal, por causa do controle dos fatores nutricionais e fisico-quimicos disponiveis (Mould
et al., 2005). Ainda, de acordo com Mould et al. (2005), 0 método é fundamentado em manter
as amostras de alimento em contato com o liquido ruminal, tamponados em um recipiente, no
qual as condicdes existentes no rimen sao simuladas, como a presenca dos microrganismos,

anaerobiose, temperatura de 39° C e pH de 6,9.

Estudos sobre a fermentacéo ruminal

A modulagdo da fermentagdo ruminal visa melhorar a utilizagdo de alimentos,
digestibilidade de alimentos fibrosos e reduzir a degradabilidade de proteinas no rimen
(Salem et al., 2012; Ugbogu et al., 2019). Também objetiva inibir o desenvolvimento de
bactérias patogénicas no trato gastrintestinal (Arowolo e He, 2018) e aumentar o desempenho
animal, diminuindo a perda de energia e reduzindo as emissdes de CH, e CO, para uma
producdo animal mais ecolégica (Ugbogu et al., 2019).

A maioria desses experimentos concentra-se em produtos derivados da folha de
moringa, por exemplo, o extrato destas. Com base no trabalho de Awodele et al. (2012), em
que foi avaliada a toxicidade do extrato aquoso da M. oleifera em ratos machos, o extrato
aquoso é considerado segura para a utilizacdo na producdo animal, a depender de sua
concentragéo e do vegetal utilizado.

Na Tabela 1 sdo apresentados os estudos realizados com extrato aquoso de moringa
em ruminantes. Ambos os experimentos utilizaram a mesma forma de extracdo que foi
inicialmente por infusdo na proporcao de 1 kg de matéria seca (MS) de folha para 8 L de agua
destilada, a 25-30 °C por 72h, seguida pelo método de decoccédo, onde os extratos resultantes
foram aquecidos por 39 °C por 1 h e filtrados imediatamente com gaze, para entdo serem
armazenados a 4 °C. Nas pesquisas de Kholif et al. (2018; 2019) foram analisados e
quantificados os compostos bioativos: taninos totais (2,75 g/L) e compostos fendlicos totais (6
g/L) presentes no extrato de moringa.



Tabela 1. Experimentos com extratos aquosos da folha de Moringa oleifera em ruminantes.
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Dieta experimental Dosagem Resultados Informagdes do animal doador Autores
Aveia, soja, cevada, trigo, melago e milho 0, 0,6, 1,2 e Menor producdo de CH,4, maior/menor producéao de dioxido Dois  novilhos da  raga Parra-Garcia
1,8 mL/g de de carbono em relacdo a dieta. Em menores concentragfes Holandesa, alimentados com  etal., 2019
MS da dieta  de material fibrosos maior energia metabolizavel, maiores feno de alfafa e concentrado.
concentragdes de AGCC, maior producdo de biomassa
microbiana, pH e maior digestibilidade da M.O. A
digestibilidade de MS néo foi influenciada.
Mistura de aveia, soja, cevada, farelo de trigo, 0, 0,6, 1,2 e Diminuicdo na producdo de metano e aumento na produgdo Liquido de dois novilhos da raga Elghandour et
milho, melaco e pré-mistura vitaminica e 1,8 mL/g de de CO,; ndo afetando os demais parametros fermentativos. Holandesa, alimentados com al., 2018
mineral (controle); e diferentes niveis de MS dadieta feno de alfafa e concentrado.
concentragdo de cacto de pera espinosa
juntamente com o controle
0, 0,6 e 1,8 Melhoria do GP, néo afetou significativamenteos valores de 10 ovinos (Nubia X Criollo; Pedraza-
75% de forragem e 25% de concentrado mL/g de MS  ph e degradabilidade da MS (P >0,05). aproximadamente 18 = 3 kg de  Hernandez et
da dieta peso vivo) alimentados com a al.,, 2019
dieta controle de Elghandour et
al. (2018)
A dieta basal fornecida aos animais (kg/MS): 0, 10, 20 e Aumento na ingestdo de nutrientes, na digestibilidade de Kholif et al.,
400 g de trevo- do-egipcio (Trifolium 40 mL MO/MS, carboidratos ndo estruturais, FDN, hemicelulose, 16 cabras lactantes, com peso de 2018
alexandrinum), 300 g de milho , 200 g de farelo /ME40 celulose, ndo alterou o pH, aumentou os AGCC e de cadeia 36,5 = 0,6 kg de peso corporal
de soja, 80 g de farelo de trigo 10 g de calcario, ramificada e acido propi6nico; diminuicdo da producdo de (PC)
5 g de mistura de minerais/vitaminas e 5 g de CH;,.
sal.
A dieta basal fornecida aos animais (kg/MS): 0, 10, 20 e Idem Kholif et al 2018; Melhora a produgdo e composicdo 16 cabras lactantes, com peso de  Kholif et al,
400 g de trevo- do-egipcio (Trifolium 40 mL do leite, com diminuicdo de acidos graxos saturados e 36,5 = 0,6 kg de PC 2019
alexandrinum), 300 g de milho amarelo /ME40 aumento de CLA (isdmeros do &cido linoleico) e acidos

triturado, 200 g de farelo de soja, 80 g de farelo
de trigo 10 g de calcério, 5 g de mistura de
minerais / vitaminas e 5 g de sal.

graxos insaturados.
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No estudo de Parra-Garcia et al. (2019), a inclusdo do extrato aquoso de folhas de M.
oleifera afetou positivamente a fermentacdo ruminal in vitro, com o aumento da producédo de
biomassa microbiana, energia metabolizavel e concentragdes de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), com baixas concentracdes de material fibroso.

Neste experimento, o extrato derivado de folhas de moringa reduziu a producéo de
metano com a dieta de maior nivel de substituicdo de grdos de milho por casca de soja. Com
excecdo do pH, que aumentou com o nivel mais alto de adicdo do extrato. A interacéo do tipo
de substrato e dos niveis de extrato demonstrou ter um efeito positivo em todos os pardmetros
de fermentacdo (Parra-Garcia et al., 2019).

Segundo Parra-Garcia et al. (2019), o aumento da producdo de biogas assintético na
presenca do extrato de M. oleifera indica que o extrato teve efeito mais significativo em
concentra¢fes mais baixas de carboidratos fibrosos. Esse aumento na producdo de biogas é
um indicativo de maior degradabilidade e fermentabilidade dos substratos (Parra-Garcia et al.,
2019). Apesar dos autores mencionarem os metabolitos como responsaveis pelo efeito, ndo
foram identificados os compostos bioativos presentes no extrato.

Em outro experimento in vitro, a adi¢cdo do extrato aquoso fresco de folhas de M.
oleifera as dietas resultou em diminuicdo na produgdo de metano e aumento na producdo de
CO, sem afetar os demais parametros fermentativos (Elghandour et al., 2018). Os
pesquisadores também atribuem aos metabdlitos secundarios os efeitos na producdo de
metano e defendem que haja mais algum componente ativo presente no extrato que ainda nao
foi mencionado. O fato de ndo alterar os outros parametros de fermentacdo deve-se as
diferencas nas condi¢cdes experimentais, na natureza do extrato, no nivel de inclusdo, na dieta
experimental usada e nos doadores de liquido ruminal. Contudo, a inclusdo do extrato fresco
na dieta de ruminantes pode ser uma estratégia eficaz para reduzir as emissdes de gases de
efeito estufa (Elghandour et al., 2018).

As folhas da moringa também podem ser extraidas com outros solventes, como o
metanol, cujos testes in vitro também apresentaram beneficios para ruminantes. O extrato
metanolico de folhas de M. oleifera reduziu significativamente CH, com aumento de acidos
graxos volateis e digestibilidade da matéria organica em um experimento in vitro (Akanmu;
Hassen, 2018). Ainda, as sementes também podem ser utilizadas como extratos adicionados a
dieta dos animais. Na pesquisa de Alexander et al. (2008), o extrato metanol aquoso de
semente da M. oleifera, em determinadas doses, favoreceu a particdo dos produtos finais da

fermentacao ruminal em células microbianas, as custas da producéo de gas e/ou acidos graxos
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volateis em dietas a base de forragem. Os autores verificaram a presenca e quantificaram os
fendis totais, fendis ndo taninos, taninos hidrolisaveis, taninos condensados, total de taninos e
saponinas esteroides, cujas concentracdes foram de 13,5; 2,4; 11,1; 0,0; 11;1 e 40,9 g/kg de
matéria seca do extrato de metanol aquoso de moringa.

Em outro experimento in vitro, os resultados mostraram que a adigdo do extrato
metanol aquoso de moringa aumentou o volume e a pressdo do gas produzido e reduziu a
emissdo de biogds. O volume de biogas é um parametro que estd relacionado com a
digestibilidade, fermentacdo, AGCC e sintese de proteinas microbianas no sistema in vitro. A
extensdo da fermentacdo e digestibilidade da racdo é refletida pelo gas produzido. Os
resultados indicaram que em doses adequadas o extrato tem potencial de modular a eficiéncia
da fermentacdo ruminal positivamente, podendo ser utilizado na mitigacdo da producédo de
gases de efeito estufa (Faniyi et al., 2019).

As folhas podem ser utilizadas como suplemento na dieta dos animais, resultando, do
mesmo modo, em beneficios. Soliva et al. (2005) comprovaram a reducdo na producdo de
CH,; com a presenca de folhas de moringa (etanol/acetona). Ainda houve aumento da
degradabilidade ruminal in vitro comparado ao farelo de soja e farelo de colza. Dey et al.
(2014) demonstraram que a presenca de folhas da moringa resulta em maior degradagdo do
substrato e sintese de proteina microbiana, aumento da AGV e reducdo de CH4. Ambos 0s
autores sugerem que as atividades da moringa resultam da presenca de fitoquimicos nas
folhas.

No entanto, dependendo de como a moringa for administrada, ndo ha diferenca quanto
a fonte do indculo. De acordo com Aderinboye et al. (2016), as folhas e caules secos de M.
oleifera aumentaram a degradacdo da matéria seca e a taxa de fermentacdo ruminal, com
aumento da producéo de gas in vitro, independentemente da fonte de fluido ruminal (bovinos,
cabras e ovinos).

A maioria dos experimentos in vitro séo realizados com inoculos de grandes
ruminantes, como bovinos e bufalos. No entanto, também foram testados os efeitos de
extratos de moringa a partir de liquidos ruminais de pequenos ruminantes, por exemplo, de
cabras. Segundo Pedraza-Hernandez et al. (2019), o extrato derivado das folhas frescas de M.
oleifera melhorou a producdo de gas assintético. Como consequéncia, aumentou a
fermentacdo, ocasionando maior disponibilidade de nutrientes para os animais. Desta forma, o
extrato de folhas frescas fornece nutrientes necessarios para a microbiota ruminal,

consequentemente, ha melhor degradabilidade e fermentacdo dos alimentos. Neste estudo in
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vitro o extrato diminuiu as emissdes de CH4 e de CO2 em indculos de cabras, podendo ser
utilizado na suplementacgéo alimentar de ruminantes.

Entre os animais, os resultados na utilizacdo da moringa podem variar de acordo com
a espécie estudada. Por isso, a importancia de verificar a resposta do mesmo produto em
diferentes espécies. Elghandour et al. (2017) observaram diferencas entre os resultados na
substituicdo do farelo de soja pelo farelo de folhas de moringa em in6culos fornecidos por
cabras e novilhos. No indculo proveniente de cabra os resultados induziram a maior
fermentacdo e atraso na adaptacdo dos microrganismos ruminais as dietas do que o inoculo de
boi. Esse resultado pode ser devido as diferencas na populacdo microbiana ruminal e na
capacidade de digestdo das duas espécies de ruminantes. No entanto, houve reducdo na
producdo de CH4 em ambos os ruminantes, 8% e 10% em cabras e novilhos, respectivamente,
alimentados com dietas contendo folhas de moringa em comparacdo a dieta controle de soja.

Do mesmo modo que outras pesquisas, 0s autores afirmam que o declinio na producéo
de CH4 pode ser atribuido aos metabdlitos secundarios, que possuem acao antimicrobiana e
antiprotozoaria, como os taninos (Bodas et al., 2012; Elghandour et al., 2017). Elghandour et
al. (2017) consideram o efeito dos metabdlitos secundarios nas bactérias celuloliticas, que
ocasiona diminui¢do na formacdo de CO2 e H2, indispensaveis para a metanogénese. Como
consequéncia, héa reducdo da producdo de AGCC, principalmente do acetato, causando uma
reducdo na producgéo de CH4.

Diversos resultados da adicdo de folhas da moringa incluem o aumento no
desempenho animal como consequéncia dos beneficios da melhora na fermentacdo ruminal.
Os autores Kholif et al. (2015) relataram que a incluséo de farinha das folhas de moringa na
alimentacéo de cabras resultou no aumento da producéo de leite, principalmente por causa do
aumento da ingestéo de racdo, da digestibilidade dos nutrientes e da fermentacdo ruminal.

De acordo com Sarwatt et al. (2004), o aumento da producdo de leite observado em
vacas alimentadas com folhas de moringa foi decorrente da atividade positiva no ambiente
ruminal e na fermentagdo, com melhora na quantidade de biomassa microbiana e de proteinas
ndo degradadas do alimento alcangcando o abomaso. Segundo Khalel et al. (2014) também
houve um aumento significativo na composicdo e producdo diaria de leite em vacas
alimentadas com moringa como suplemento proteico.

No experimento de Kholif et al. (2015), as concentracbes de &cido propibnico
aumentaram com a presenca de farinha das folhas de moringa. Devido ao propionato ser
precursor da gliconeogénese e da sintese de lactose, o seu aumento favorece a producdo de

leite. A melhora no desempenho animal com a suplementacdo de M. oleifera, portanto, é
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devido as modificacbes na fermentacdo ruminal, decorrente de alteracfes benéficas nas
populagdes microbianas (Kholif et al., 2015).

A presenca do caule juntamente com as folhas de moringa, do mesmo modo,
demonstrou aumento no desempenho de cabras. Segundo Kholif et al. (2017), a substituicdo
do BC O QUE EP BC (Trifolium alexandrinum) pela biomassa de moringa (folhas e caules
frescos) nas dietas de cabras em lactacdo resultou no aumento do consumo de ragéo, da
digestibilidade, da fermentacdo ruminal e da producédo, composicédo e perfil de acidos graxos
do leite. As pesquisas demonstram que todos os tecidos da M. oleifera podem ser utilizados
seguramente na producéo animal.

Assim, os resultados positivos do uso da moringa em ruminantes, observados nos
experimentos in vitro, também sdo comprovados in vivo. Conforme demonstrado por Kholif
et al. (2018), o extrato aquoso de folhas frescas da moringa administrado oralmente em cabras
teve efeitos positivos na digestdo de nutrientes com niveis crescentes. 1sso porque 0s niveis de
taninos, fendis e outros metabodlitos secundarios do extrato ndo prejudicaram o ambiente
ruminal e a atividade microbiana. Ressalta-se que 0s microrganismos ruminais podem
degradar e utilizar metabolitos secundarios em niveis baixos, como fontes de energia sem
efeitos negativos na fermentacdo ruminal (Salem et al., 2014; Kholif et al., 2018).

Os resultados de cromatografia identificaram 30 compostos e, destes, trés principais
compostos antimicrobianos, representando 65,6% do total de compostos identificados: acido
hexadecandico, 9, acido 12,15-octadecatriendico e acido 9,12-octadecadienoico (Kholif et al.,
2017; Kholif et al., 2018). E essencial a identificacdo de quais compostos estdo presentes nos
extratos, para inferir quais podem ser responsaveis pelos efeitos observados.

No experimento de Kholif et al. (2018), o pH ndo foi alterado, assim como a
concentracdo de aménia-N ruminal, evidenciando que os niveis de extrato utilizados foram
adequados para a fermentagdo ruminal. Foi constatado a diminui¢cdo da producdo de CH4,
aumento dos acidos graxos totais de cadeia curta e de cadeia ramificada e acido propidnico.
Todas as doses de extrato utilizadas tiveram efeitos positivos na fermentagdo ruminal. O
fornecimento oral do extrato aquoso das folhas de M. oleifera ao leite materno de cabras
aumentou a ingestdo de alimentos e melhorou a digestibilidade dos nutrientes, decorrentes da
melhora na fermentacdo ruminal (Kholif et al., 2018). De acordo com o estudo de Shi et al.
(2019), as caracteristicas nutritivas do extrato de moringa, combinadas com a estabilidade de
pH e temperatura, podem auxiliar a melhorar a qualidade de queijo. Uma maior
digestibilidade dos carboidratos ndo estruturais poderia ser a principal razdo para maiores

concentracdes de &cidos graxos de cadeia curta, especialmente o propionato. Além disso, a
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inclusdo do extrato de M. oleifera aumentou a proporgéo de propionato ruminal, considerado
benéfico na producdo leiteira (Kholif et al., 2016).

A suplementacdo com plantas de M. oleifera melhorou a digestibilidade dos nutrientes
e aumentou a concentracdo de AGCC no rumen de cabras, 0 que resultou no crescimento de
espécies bacterianas produtoras de propionato e na inibicdo de bactérias produtoras de CH4
(Wallace et al., 2002).

Segundo Dong et al. (2019), a inclusdo de M. oleifera melhorou o teor de gordura do
leite e alterou a composicdo e a diversidade de metanogénicos. Este estudo indica que
metabdlitos secundarios da planta podem regular as condi¢des de fermentacdo e associagdes
entre alguns metanogénicos e outros microrganismos.

Produtos bioativos, como saponinas (80 g/kg) e taninos (12 g/kg) nas folhas de
moringa, ttm uma funcao antimicrobiana e desempenham a fungdo importante de melhoria da
digestibilidade dos nutrientes e da eficiéncia da fermentacéo (Ferreira et al., 2008; Teixeira et
al., 2014). Por isso, presume-se que a grande quantidade de saponinas ingerida (144 g/dia de
inclusdo na dieta de 9% de M. oleifera) altera a composicdo e distribuicdo de bactérias
metanogénicas no trato gastrintestinal, inibindo emissées de CH 4 (Dong et al., 2019).

Trabalhos sobre a incluséo de folhas de M. oleifera nas dietas de ruminantes
demonstraram melhorias quantitativas e qualitativas no desempenho animal (Mendieta-Araica
et al., 2011; Kholif et al., 2016). Além disso, Azzaz et al. (2016) evidenciaram que dietas
suplementadas com folhas secas de moringa afetaram positivamente a digestibilidade dos
nutrientes, producdo de leite, composicdo do leite e perfil de acidos graxos do leite em
ovelhas. No estudo de Mendieta-Araica et al. (2011) houve aumento na digestibilidade da
matéria seca - MS e da proteina bruta PB, com a inclusdo de folhagem fresca de M. oleifera
na dieta de vacas leiteiras.

A raiz de moringa também tem sido estudada quanto aos pardmetros de fermentacéao
ruminal. Sotan et al. (2018) confirmaram que a adi¢cdo do po da raiz de moringa diminuiu a
producdo de metano in vitro em comparacdo com o controle e com monensina, demonstrando
que partes diferentes da planta podem ser usadas como aditivo alimentar natural para
modificar o perfil de fermentacdo ruminal e promover a digestibilidade de nutrientes e fibras.

O extrato de semente de M. oleifera também tem evidenciado melhoras na
fermentacdo ruminal. Em relacdo a degradacdo de proteinas, o experimento in vitro de
Hoffmann et al. (2003), com o extrato aquoso de sementes de moringa, demonstrou seu
potencial semelhante ou até mesmo melhor do que outros aditivos usados na alimentacdo

animal.
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Outro trabalho utilizando o 6leo de semente de moringa como aditivo alimentar
avaliou seu potencial em manipular a fermentacdo ruminal e o desempenho produtivo em
ovelhas lactantes. O estudo in vitro demonstrou que o éleo de semente de moringa nao afetou
a degradabilidade da matéria seca, mas houve efeito na producdo total de gases. De acordo
com os resultados in vitro para padrdo de fermentacdo, o nivel apropriado para suplementacao
de 6leo de semente de moringa foi de 1%, sendo avaliado posteriormente nesta concentracéo
em experimento in vivo. Os resultados revelaram que a suplementacdo com moringa
aumentou a producdo de leite e a concentracdo de gordura. Assim, o 6leo pode ser empregado
como suplemento natural de gordura para atender as necessidades energéticas de ovinos em
lactacdo. Os efeitos positivos foram atribuidos aos antioxidantes e outros compostos bioativos
do éleo, que podem modular a fermentacdo ruminal (Ebeid et al., 2019).

A semente da moringa também foi avaliada in vitro sendo fornecida como bolo para
substituir o farelo de soja em relacdo a parametros fermentativos. O fornecimento do bolo
afetou de forma positiva a producéo total de gas, inclusive de metano. Segundo os autores, ao
nivel de 5%, o bolo de sementes da moringa foi 0 mais adequado para a fermentacdo ruminal
(Hansen et al., 2020).

Os resultados experimentais evidenciam varios beneficios aos animais com o uso da
moringa. Os pesquisadores atribuem tais respostas aos compostos bioativos da planta. No
entanto, varios fatores podem influenciar a presenca e a quantidade de seus compostos
metabolicos. E interessante identificar quais compostos estdo presentes na planta e em seus
derivados, assim como sua concentracdo, seja para futura aplicacdo, discussdo dos compostos
que promoveram tais resultados ou conhecimento da variagdo destes em diferentes locais e

métodos de fornecimento.

CONSIDERACOES FINAIS

Todos os tecidos de moringa tém demonstrado grande potencial como aditivo para
ruminantes. Os metabolitos secundarios presentes nas plantas podem desempenhar atividades
importantes nos animais, isto quando utilizados em dosagens adequadas. Neste sentido, é
fundamental verificar quais os compostos ativos e as concentragdes benéficas destes, e sua
quantificacdo nas diferentes formas de inclusdo da moringa.

E necessario ressaltar que determinados fatores influenciam a presenca dos compostos
bioativos, e sua atividade também pode ser afetada pela dieta e pelos animais experimentais.

As alteragfes em populacdes de microrganismos ruminais melhoram alguns parametros



23

fermentativos como degradabilidade, digestibilidade, &cidos graxos, producdo de gases e
nitrogénio amoniacal, podendo ocasionar melhoras significativas no desempenho animal.
Mesmo com a identificacdo dos compostos bioativos da moringa em alguns estudos, €
interessante realizar mais pesquisas especificas sobre 0 modo de acdo de cada composto da
Moringa oleifera e seus efeitos no rimen, visto que alguns podem estar melhorando a salde

animal, devido as atividades medicinais.
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CAPITULO 11

EXTRATOS AQUOSOS DA FOLHA DE Moringa oleifera NA
FERMENTACAO RUMINAL IN VITRO

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o efeito das extracBes agquosas por maceracdo, decocgdo e
infuséo de folhas frescas ou secas de Moringa oleifera na digestibilidade in vitro e pardametros
fermentativos ruminais, bem como analisar a composicdo fitoquimica dos extratos de
moringa. Para tanto, foi coletado o fluido ruminal de um bovino, fistulado no rimen. Foram
pesados 5 g de substrato (feno de alfafa) em cada erlenmeyer de 125 mL, aos quais foram
adicionados 10 mL de fluido ruminal e 40 mL de solucdo tampdo mineral. Os tratamentos
consistiram em: controle, extrato obtido por maceracdo da folha fresca (MF) e seca (MS);
decoccdo da folha fresca (DF) e seca (DS); e infusdo da folha fresca (IF) e seca (IS),
totalizando 7 tratamentos, com 3 repeticdes. Nos erlenmeyers foi adicionado 0,4 mL de
extratos referente a cada tratamento, com excecdo dos correspondentes aos controles. Os
elermeyers foram saturados com CO,, selados com rolhas de borracha, e colocado em uma
incubadora a 39 °C, durante 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Foram realizadas analises qualitativas e
guantitativas dos compostos bioativos presentes em cada extrato aquoso das folhas de
moringa. A concentragdo de todos os compostos bioativos, saponinas, flavonoides, taninos e
alcaloides quantificados foi maior quando utilizou-se folhas frescas (P<0,05). Todos 0s
extratos apresentaram atividade antioxidante. Os extratos de moringa ndo influenciaram na
digestibilidade da matéria seca in vitro e da fibra em detergente neutro, na concentracdo de
amonia ruminal, na populacdo de protozoarios, no pH e nos acidos graxos (P>0,05). A
extracdo dos compostos bioativos foi mais eficiente utilizando folhas frescas de M. oleifera, e
somente os teores de flavonoides foram afetados pelos métodos de extracdo aquosa. Em
relacdo a incubacdo, os parametros fermentativos nao foram afetados pelos extratos.

Palavras-chave: decocgéo, digestibilidade, infusdo, fitoquimicos, maceracéo.
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the effect of aqueous extractions by maceration, decoction and
infusion of fresh or dried leaves of Moringa oleifera on in vitro digestibility and ruminal
fermentative parameters, as well as to analyze the phytochemical composition of moringa
extracts. For this purpose, ruminal fluid from a bovine, fistulated in the rumen, was collected.
5 g of substrate (alfalfa hay) was weighed in each 125 ml conical flask, to which 10 ml of
rumen fluid and 40 ml of mineral buffer solution were added. The treatments consisted of:
control, extract obtained by maceration of fresh (MF) and dry (MS) leaves; decoction of fresh
(DF) and dry (DS) leaves; and infusion of fresh (IF) and dry (IS) leaves, totaling 7 treatments,
with 3 repetitions. Erlenmeyers were added 0.4 mL of extracts for each treatment, with the
exception of those corresponding to controls. The elermeyers were saturated with CO2, sealed
with rubber stoppers, and placed in an incubator at 39 ° C for 0, 3, 6, 12, 24 and 48 hours.
Qualitative and quantitative analyzes of the bioactive compounds present in each aqueous
extract of the moringa leaves were carried out. The concentration of all bioactive compounds,
saponins, flavonoids, tannins and quantified alkaloids was higher when fresh leaves were used
(P <0.05). All extracts showed antioxidant activity. Moringa extracts did not influence in vitro
dry matter and neutral detergent fiber digestibility, rumen ammonia concentration, protozoa
population, pH and fatty acids (P> 0.05). The extraction of bioactive compounds was more
efficient using fresh leaves of M. oleifera, and only the levels of flavonoids were affected by
aqueous extraction methods. Regarding the incubation, the fermentative parameters were not
affected by the extracts.

Keywords: decoction, digestibility, infusion, phytochemicals, maceration.
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INTRODUCAO

A Moringa oleifera vém se sobressaindo como aditivo natural empregado na
producdo animal. E utilizada em muitos paises como alimento e produtos alimenticios
em funcdo de elevada producdo de biomassa em pouco tempo, possuir alto valor
nutricional, antioxidantes e beneficios fitoquimicos (Falowo et al., 2018; Dong et al.,
2019). As propriedades funcionais da moringa derivam de uma enorme variedade de
compostos bioativos, também denominados de metabdlitos secundarios ou fitoquimicos
(Falowo et al., 2018). Esses compostos possuem acdo antibacteriana, antioxidante,
anticoccidiana e anti-helmintica. De modo geral, ndo sdo toxicos e sdo reconhecidos por
modificar o mecanismo fermentativo ruminal (Salem et al., 2014; Pedraza-Hernandez et
al., 2019).

Conforme Salem et al. (2014), os microrganismos ruminais podem metabolizar e
utilizar determinadas concentra¢fes dos compostos bioativos como fonte de energia,
sem deixar residuos nas produgdes. De acordo com Arowolo e He. (2018), os extratos
podem melhorar a estabilidade do ambiente ruminal, assim como a degradacdo e
fermentacdo de fibras, inibem o crescimento de determinadas bactérias, aumentam a
disponibilidade e utilizacdo de nutrientes, resultando no aumento da producdo de
produtos de origem animal. Neste sentido esta a importancia da moringa como aditivo
podendo modificar 0 mecanismo fermentativo do rumen sem deixar residuos nos
produtos de origem animal (Pedraza-Hernandez et al., 2019).

Varios estudos comprovaram os efeitos positivos da inclusdo do extrato aquoso
de folhas frescas de M. oleifera na fermentagdo ruminal in vitro (Elghandour et al.,
2018; Parra-Garcia et al., 2019; Pedraza-Herndndez et al., 2019). A utilizacdo de
técnicas in vitro deve se principalmente a sua facilidade de incluséo, repetibilidade,
reducdo no uso de animais; assim como economia financeira (Getachew et al., 2005;
Aderinboye et al., 2016).

Mesmo com a comprovagdo dos beneficios na utilizacdo de extratos aquosos da
moringa, e um dos fatores que influencia na composicdo dos compostos bioativos ser a
forma de extracdo, ainda ndo se pode comprovar qual € a forma de extracdo mais
eficiente para se obter a modulagéo da fermentacgéo ruminal.

Neste contexto, objetiva-se analisar a composicdo fitoquimica das extragdes

aquosas por maceracgdo, decocgéo e infusdo de folhas frescas ou secas de M. oleiferae o
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efeito dos extratos de moringa na digestibilidade in vitro e outros parametros

fermentativos ruminais.

MATERIAL E METODOS
EXTRATOS
Coleta das folhas de moringa

Folhas de plantas de M. oleifera foram coletadas aleatoriamente de varias
arvores jovens e maduras, na Fazenda Experimental, da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), MS, em outubro de 2018. As amostras foram identificadas
taxonomicamente e espécimes representativos foram depositados no Herbario da
UFGD.

As folhas coletadas foram lavadas em agua corrente. O excesso de agua foi
removido e as folhas foram acondicionadas em sacos plasticos devidamente
identificados e armazenadas a -20° C, para posterior realizacdo do estudo dos extratos.
Apos o descongelamento em geladeira, parte das folhas foram secas previamente em
estufa de circulacdo forcada de ar, a 45° C por 72h. As folhas secas foram trituradas em
moinho de facas tipo Willey, em peneira com crivos de 1 mm, para as avaliacbes

qualitativas e quantitativas dos compostos.

Extrato aquoso

Foram realizados trés métodos de extracdo, com as folhas frescas e secas de
moringa: infusdo, maceracdo e decoccdo. O inicio do processo foi 0 mesmo para todos
o0s tratamentos. Foram pesados 76,869 (correspondente a 20g de MS) de folhas frescas
de moringa e 22,49¢g (correspondente a 20g de MS) de folhas secas, ambas fracionadas
em pequenos pedagos.
No processo de infusdo foram adicionados 200 mL de agua destilada fervente. Deixado
descansar por 24h na incubadora a 30 °C e ap0s, filtrado em filtro Whatman N° 1
(Vongsak et al., 2013).
Para a maceracdo foram adicionados 200 mL de agua destilada fria. Batidos em
liquidificador por 30 segundos e filtrado em filtro Whatman N° 1.
Na decoccdo adicionou-se 200 mL de agua destilada fria. Foram fervidos a 100 °C por
30 min. Apods esfriar por 30 min, foi realizada a filtracdo em filtro Whatman N° 1
(Vongsak et al., 2013).
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O extrato resultante de cada método de extracdo foi armazenado em geladeira
por 24 h para serem utilizados na incubacdo e congelados até a realizacdo das anélises
qualitativas e quantitativas dos compostos bioativos.

Analises qualitativas

A presenca de saponinas foi determinada utilizando-se a técnica descrita por
Banso; Adeyemo (2006). Em tubos de ensaios foram adicionados 10 mL de &gua
destilada. Pipetados trés mililitros (3 mL) do extrato aquoso de moringa dentro do tubo.
Em seguida, o tubo foi agitado em vortex durante 5 minutos e deixado em repouso
durante 30 minutos. A formacéo de espuma indicou a presenca de saponinas.

Para a deteccdo da presenca de taninos foi utilizada metodologia descrita por
Trease; Evans (1989). Em tubos de ensaio foi adicionado 1mL de extrato aquoso de
moringa. Adicionados 5 mL de agua destilada. Filtrou-se a solucdo utilizando papel de
filtro Whatman N ° 42. Foi adicionado 1 mL de cloreto férrico a 0,1 % ao filtrado. A
mudangca de coloracgao para verde (esverdeado) indicou a presenca de taninos.

A analise da presenca de flavonoides foi realizada conforme Harborne (1998).
Em tubos de ensaio foi adicionado 1 mL de extrato aquosoe pipetadas algumas gotas de
hidréxido de sodio 20%. Observou-se a mudanca para coloracdo amarela, indicando a
presenca de flavonoides. Adicionadas algumas gotas de acido acético e a mudanca na
coloracdo para incolor, confirma a presenca de flavonoides.

Para a deteccdo de esteroides foi empregada a metodologia de Trease; Evans
(1989). Foram adicionados 2 mL de extrato aquoso e 2 mL de anidrido acético nos
tubos de ensaio. Em seguida, adicionados cuidadosamente 2 mL de H,SO,4. A mudanga
de coloragéo violeta para azul ou verde indicou a presenca de esteroides.

Os terpenoides foram detectados conforme descrito por Trease & Evans (1989).
Em tubos de ensaio foram adicionados 5 mL de extrato aquoso. Ainda foram
adicionados aos poucos 2 mL de cloroformio. Em seguida acrescentados 3 mL de
H,SO,. A mudanca para a coloragdo marrom avermelhada indicou a presenca de
terpenoides.

A anélise qualitativa da presenga de alcaloides foi de acordo com Harbone
(1998). Foram adicionados 5 mL de &cido cloridrico aquoso a 1% em 1 mL do extrato e
agitados num banho de vapor. Entdo acrescentou-se 1 mL de agua destilada, filtrando a

solugdo em papel de filtro Whatman N° 42. Do filtrado foi retirado 1 mL para ser
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tratado com 3 gotas do reagente de Mayer. A mudanca de coloracdo para amarela
indicou a presenca de alcaloides.

A presenca de compostos fendlicos foi detectada segundo Sofowora (1993).
Foram adicionados 5 mL de extrato aquoso em um tubo de ensaio, juntamente com 10
mL de &gua destilada. Em seguida, foram adicionados 2 mL de solucdo de hidréxido de
amonio e 5 mL de alcool amilico concentrado. A solucdo ficou em repouso durante 30
minutos. Uma coloragéo verde azulada indicou a presenca de fenol.

Analises quantitativas

Para a andlise dos alcaloides foi realizada a metodologia descrita por Harborne
(1973). Foram pesados 5g de extrato aquoso em um becker. Adicionados 200 mL de
acido acético a 10% em etanol. A amostra foi coberta com plastico insulfilm e em
repouso por 4 h. Apds este procedimento, foi filtrada com papel de filtro Whatman N °
42. O extrato ficou em banho maria até restar um quarto do volume original.
Adicionadas 15 gotas de hidroxido de amoénio concentrado ao extrato. A solucéo ficou
em repouso cerca de 4 horas. Foi adicionado hidroxido de amonio diluido na solucéo e
depois filtrada com papel de filtro Whatman N° 42. O residuo foi seco e pesado, 0
resultado representa a quantidade de alcaloides.

A quantificacdo de saponinas foi de acordo com Obdoni; Ochuko (2002). Foram
adicionados 20 mL extrato aquoso no becker. Em seguida foram adicionados 100 mL de
etanol aquoso a 20%. A amostra foi aguecida em banho-maria por 4 horas a 55 ° C, e
agitada ocasionalmente. Depois filtrada a amostra com papel filtro papel de filtro
Whatman N° 42. No residuo foi adicionado 200 mL de etanol a 20%. O extrato
resultante ficou em banho-maria a 90 °C. Em um funil de separagéo foram adicionados
20 mL de éter dietilico aos extratos e agitados vigorosamente. A camada de agua foi
armazenada, a camada restante de éter descartada. Foi repetido o procedimento. Apds a
separacdo foram adicionados 60 mL de n-butanol. E adicionado 20 mL de cloreto de
sodio a 5%. A solucdo remanescente foi aquecida e seca em banho-maria. O residuo
seco foi pesado, o resultado representa a quantidade de saponinas.

Os flavonoides foram quantificados segundo a metodologia de Edeoga et al.,
(2005). Foram pesados 10 g do extrato aquoso dentro de bequer. Adicionados 100 mL
de metanol aquoso a 80%. Reextraindo 3 vezes utilizando a mesma quantidade de
metanol. A solucéo foi filtrada usando papel de filtro Whatman N° 42 (125 mm). A
solucéo foi colocada em cadinho previamente pesado e deixada em banho-maria até
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secar por 4 horas. O residuo seco foi pesado e o resultado representa a quantidade de
flavonoides total.

A analise dos taninos foi realizada de acordo com Vetter; Barbosa, (1995). Para
0s taninos. Em um béquer 100 ml de agua destilada foram adicionados a dois gramas do
extrato. A solucdo foi mantida em banho-maria a 90 °C por uma hora. A mistura foi
filtrada usando o papel Whatman N° 1 e o residuo foi reextraido novamente. Os dois
filtrados foram recolhidos em conjunto e deixados descansar. Agua destilada foi
adicionada a solucdo até 500 ml. Desta solucdo 100 mL foram transferidos para um
béquer e adicionados 10 ml de formaldeido a 40% e 5 ml de é&cido sulfénico
concentrado, respectivamente. Toda a mistura foi submetida a refluxo durante 30
minutos e foi deixada esfriar. A mistura foi filtrada, seca e pesada. O residuo representa
a quantidade de taninos total.

Para a determinacdo do contetdo fenolico total do extrato foi utilizado 0 método
de Folin-Ciocalteu (Meda et al., 2005). Para tanto, a cada 100 mL de extrato em
metanol (1g L™) foi adicionado 1,0 mL de 4gua destilada e 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu (v/ v 1:10). Depois de 3 min, foi adicionada 1,5 mL de uma solucdo saturada
de Na,CO3 (2%). A mistura ficou em repouso por 30 min, e entdo a densidade dptica foi
medida pela absorbancia a 765 nm, usando um espectrofotometro. A quantificagéo foi
realizada com base em uma curva padrdo de acido galico preparada em 80% de
metanol.

Os teores de flavonoides dos extratos foram determinados segundo Lin; Tang,
(2007). A cada 500 uL de extrato em metanol (1g/L) foi adicionado 1,50 mL de etanol
(95%); 0,10 mL de cloreto de aluminio - AICI36H,0- (10%); 0,10 mL de acetato de
s6dio (NaC,H30,- 3H,0) (1 mol L) e 2,80 mL de agua destilada. Os tubos de ensaio
com as amostras repousaram por 40 min em temperatura ambiente. Entdo, foi medida a
absorbancia a 415 nm, utilizando um espectrofotdmetro. A quantificacdo foi realizada
com base em uma curva padréo de quercetina.

Os taninos condensados foram estimados conforme a metodologia adaptada de
Maxson e Rooney (1972). As amostras foram misturadas com 5 mL do reagente
vanilina-HCI (HCI concentrado a 8% em metanol e vanilina a 4% em metanol). Apos 20
min de repouso a absorvéncia foi medida a 500 nm em um espectrofotometro. A
quantificacdo foi realizada com base em uma curva padrdo de quercetina. A
determinagdo da concentragdo de taninos condensados foi realizada com base em uma

curva padréo de catequina.


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-69842015000100010#B022
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-69842015000100010#B020
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-69842015000100010#B020
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1519-69842015000400685#B034
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Quanto a atividade antioxidante os extratos foram analisados por TLC utilizando
quercetina como comparacdo positiva. As placas foram diluidas em
cloroférmio/metanol a 10% e, apds secagem, foram nebulizadas com uma solugdo de
0,4 mmol L™*DPPH em metanol. As células foram observadas até o aparecimento de
manchas amarelas em um fundo de coloracdo purpura, indicando possivel atividade
antioxidante (Soler-Rivas et al., 2000).

A atividade de sequestrar radicais livres dos extratos aquosos de moringa foi
determinada através do metodo de radicais livres 1,1-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
(Blois, 1958). Varias concentracfes das amostras foram adicionadas a 2 mL de solugdes
de metanol DPPH (0,1 mM) preparadas diariamente. A mistura foi agitada e deixada
repousar a temperatura ambiente no escuro por 30 min. A absorbancia foi medida a 517
nm. O Butil-hidroxitolueno (BHT) foi usado como controle positivo. As concentracdes
das amostras para uma inibicdo de 50% de DPPH (1Cso) foram calculadas com base no
grafico de 1% (percentagem de inibi¢do) versus uma concentracdo da amostra em
microgramas por mililitro ((ug/mL). A porcentagem de inibigéo (% 1) foi calculada com
a equacao:

% | = (Ao - A)/Ao) x 100,

Sendo que Ao corresponde a absorbancia de DPPH (controle) e A é a
absorvancia de cada amostra mais DPPH.

A atividade antioxidante foi calculada utilizando o método de eliminacdo de
radicais azino-bis (acido etil-benzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) conforme a
metodologia adaptada de Rufino et al. (2007). As amostras dos extratos (1,0 mg /mL)
foram diluidas para concentracfes finais de 250, 125, 50, 25, 10 e 5 ug / mL em
metanol. Para formar o radical cation (ABTS), foram misturados 7,0 mM ABTS e 140
mM persulfato de potassio e mantido no escuro por 16 h em temperatura ambiente.
Antes do uso, 0 ABTS +solucdo foi diluido para obter uma absorbancia de 0,700 + 0,05
a 734 nm com etanol (P.A.). Para analise da amostra, 3 mL de ABTS + solucdo foi
adicionada a 30 pL de diferentes concentragdes da amostra em metanol (5-250 pg /
mL). Depois de 30 min, a absorbancia foi obtida a 734 nm, utilizando
espectrofotémetro. O valor de 1C50 foi calculado como a concentragdo da amostra
necessaria para limpe 50% dos radicais livres, representando graficamente o 1% versus a
concentracdo do extrato. A porcentagem de inibicédo foi calculada como

ABTS (%) = (Ao - A/ Ap) x 100,

Onde Ay é a absorbancia do controle e A é a absorbancia das amostras.
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EXPERIMENTO IN VITRO
Incubacéo

Utilizou-se a metodologia de incubacao ruminal in vitro adaptada de Goering e
Van Soest (1970). Antes de iniciar a incubacdo foi coletado o liquido ruminal de um
bovino fistulado. O método de fermentacdo ruminal foi realizado em 96 erlenmeyer.
Foram pesados 0,5 g de substrato (feno de alfafa) dentro de um saquinho de TNT (5x5
cm) em cada erlenmeyer de 125 mL, aos quais foram adicionados 10 mL de fluido

ruminal juntamente a 40 mL de solucdo tampédo mineral.

Tabela 1. Andlise da composicdo do substrato (feno de alfafa) utilizado para
fermentacdo in vitro.

Nutriente Feno de alfafa
Matéria Seca 89,81
Matéria Mineral 9,10
Proteina Bruta 17,43
Extrato Etéreo 4,06
Fibra em Detergente Neutro 55,20
Fibra em Detergente Acido 34,24

Os tratamentos consistiram em extratos aquosos de folhas de moringa obtidos
por maceracao da folha fresca (MF) e seca (MS); decocc¢édo da folha fresca (DF) e seca
(DS); infusdo da folha fresca (IF) e seca (IS); e o tratamento controle, totalizando 7
tratamentos, com 3 repeticGes (rodadas de incubacdo). A quantidade de extrato foi de
0,4 mL por erlenmeyer (correspondendo a uma dose diaria de 80 mL por animal por
dia), adicionando-se o0 mesmo volume de 4&gua ao tratamento controle. Esse
procedimento foi realizado com constante aspersdo de CO, e, imediatamente apds a
inoculagéo, os frascos foram selados com rolhas de borracha.

As amostras foram incubadas na BOD a 39° C, por um periodo de 0, 3, 6, 12, 24
e 48 horas. Apés a incubacdo, os frascos foram colocados no gelo. Em seguida foi
realizada a mensuracgdo do pH. Foi transferido 1 mL da solugdo para eppendorf, ao qual
foi adicionado 1 mL de formaldeido (37%) e armazenado em refrigerador para
contagem de protozoarios. Foram transferidos 2 mL para eppendorf, contendo 20uL de
acido sulfadrico (50%), e congelado para analise de AGV. O restante do liquido foi

congelado para posterior avaliacdo de amonia.
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Os saquinhos retirados dos erlenmeyers foram lavados com agua destilada até a
agua ficar transparente. Os saquinhos foram colocados na estufa de temperatura 65°C
por 24 h e posteriormente na estufa de 105 por 2 h e pesados.

A estimativa de digestibilidade foi calculada pela diferenca no peso dos
saquinhos antes e apos a incubacdo. Também foram realizadas analises de fibra em
detergente neutro (FDN), segundo técnica descrita por Van Soest et al. (1991) com os
saquinhos provenientes da fermentacdo in vitro, para o céalculo da digestibilidade da
FDN. A anélise de nitrogénio amoniacal no liquido ruminal foi realizada segundo
técnica descrita por Fenner (1965), e adaptada por Vieira (1980) e a contagem de
protozoarios conforme descrito por Debority (1984) adaptada por D’ Agosto e Carneiro
(1999).

Para as analises de AGV as concentracdes de etanol e dos acidos acético,
propanoico, butirico, valérico e isovalérico nas amostras foram determinadas por
cromatografia gasosa através de um cromatografo Shimadzu© GC-2010 Plus equipado
com injetor automatico AOC-20i, coluna capilar Stabilwax-DA™ (30m, 0,25mm ID,
0,25um df,) e detector de ionizacdo de chama (FID), ap6s acidificacdo das mesmas com
1 M de acido o-fosférico p.a. e fortificacdo com mistura de acidos volateis livres. As
temperaturas do injetor e do detector foram, respectivamente, 250°C e 300°C e
temperatura inicial da coluna de 40 °C. Utilizou-se hélio como gas de arraste a
velocidade linear de 42 cm s™e WSFA-2 como padréo interno (Del Valle et al., 2018).

As concentracdes de etanol e dos acidos acético, propanoico, butirico, valérico e
isovalérico nas amostras foram determinadas por cromatografia gasosa utilizando um
cromatégrafo Shimadzu© GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-20i,
coluna capilar Stabilwax- DA™ (30m, 0,25mm ID, 0,25um df) e detector de ionizagdo
de chama (FID), ap6s acidificacdo das mesmas com 1 M de acido o-fosforico p.a. e
fortificagdo com mistura de acidos volateis livres. As temperaturas do injetor e do
detector foram, respectivamente, 250°C e 300°C e temperatura inicial da coluna de 40
°C. Utilizando hélio como gés de arraste & velocidade linear de 42 cm.s . Utilizando

WSFA-2 como padréo interno.

ESTATISTICA

A avaliacdo dos extratos foi conduzida em um delineamento de blocos ao acaso,
onde cada repeticdo do processo de extracdo consistiu em um bloco, em esquema
fatorial 2 x 3, sendo dois efeitos de folha (secas e frescas) e trés métodos de extracao
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(infusdo, decoccdo e maceracdo). As analises estatisticas foram realizadas com o
programa estatistico SAS PROG GLM, considerando o efeito de folhas (secas e
frescas), métodos de extracdo (infusdo, decocgdo, maceracdo) e interacdo entre metodos
e folhas. A diferenca de médias foi testada pelo teste de Tukey, considerando 5% de
probabilidade.

Para avaliagdo dos dados da incubacédo in vitro foi utilizado delineamento em
blocos ao acaso, considerando cada rodada de incubagdo como um bloco, em esquema
fatorial com tratamento adicional 2 x 3 + 1, sendo dois efeitos de folha (secas e frescas)
e trés metodos de extracdo (infusdo, decocgdo, maceracao), mais o tratamento controle.
As analises estatisticas foram realizadas com o programa estatistico SAS PROG GLM,
considerando o efeito de folhas (secas e frescas), métodos de extracdo (infusdo,
decoccdo, maceracdo) e interacdo entre métodos e folhas. A diferenca de meédias foi

testada pelo teste de Tukey, considerando 5% de probabilidade.

RESULTADOS
Compostos bioativos e antioxidantes dos extratos
De acordo com os testes analiticos, todas as extracfes aquosas da folha de
moringa apresentaram 0s compostos bioativos: compostos fendlicos, terpenoides,
saponinas, flavonoides, taninos, alcaloides e esteroides. Todos 0s extratos apresentaram
atividades antioxidantes DPPH e ABTS.
A composigdo de saponinas, flavonoides, taninos e alcaloides foi afetada pela
condicgéo das folhas (secas ou frescas), com excecdo dos flavonoides mg CE/100g). Os
flavonoides (mg/100 mL) e ABTS foram influenciados pelos métodos de extracdo. Ja a

atividade antioxidante foi influenciada pela condicéo da folha.



Tabela 2. Compostos bioativos e atividade antioxidante dos extratos obtidos de folha secas e frescas em funcdo do método de extracao.
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Seca Fresca EPM P-value

Maceracdo Infusdo  Decocgéo Maceragcdo  Infuséo Decocgéo Folha  Método F*M
Saponinas (mg/100 ml) 1,73 1,74 1,76 511 5,16 5,14 0,066 <0,01 0,70 0,86
Flavonéides (mg/100 ml) 4,09 4,27 4,18 12,14 12,56 12,41 0,079 <0,01 <0,01 0,07
Flavondides (mg CE/100g) 24,02 23,80 21,20 19,00 25,0 23,04 0,067 0,43 <0,05 0,08
Taninos (mg/100 ml) 8,29 8,55 7,99 22,41 23,05 21,46 0,071 <0,01 0,08 0,50
Taninos condensados (mg CAE/100g) 6,00 6,79 5,39 7,98 8,00 7,75 0,086  <0.05 0,48 0,68
Alcalsides (mg/100 ml) 3,57 3,53 3,54 10,42 10,25 10,41 0,075 <0,01 0,06 0,20
Fenois totais (mg TAE/100g) 100,10 102 98,00 105,00 108,95 104,00 0,069 <0,01 0,08 0,86
DPPH (I1Csp pg/mL) 51,00 50,58 48,00 57,00 57,13 55,05 0,087 <0,01 0,97 <0,05
ABTS (I1Cs0 pg/mL) 68,00 55,25 53,00 79,00 60,12 50,20 0,097 <0,05 <0,01 <0,05

EPM: Erro padrdo da média. F: folha; M: método.
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Incubacéo in vitro
Os extratos de moringa ndo influenciaram na digestibilidade da matéria seca. Foi

observado que os tratamentos tiveram 0 mesmo comportamento em relacdo ao periodo
de incubacdo. Houve um aumento da digestibilidade da MS ao longo das horas de

incubacéo (Figura 1).
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Figura 1. Digestibilidade in vitro da matéria seca de alfafa com inclusdo de extratos
aquosos de folhas de moringa obtidos por maceragéo da folha fresca (MF) e seca (MS);
decoccdo da folha fresca (DF) e seca (DS); infusdo da folha fresca (IF) e seca (1S), e
controle (C). Efeito de condicdo da folha P = 0,8765, efeito de método de extracdo P =
0,4820, efeito de interacdo entre condicdo da folha e método de extracdo P = 0,8071.
Letras diferentes representam diferencas significativas (P <0,05).

A digestibilidade in vitro da FDN ndo foi afetada pela presenga dos extratos
aquosos, utilizacdo de folhas frescas ou secas, metodos de extracdo e interacdo entre a
condicédo da folha e 0 método de extracdo. Entretanto, & medida que as amostras ficaram
incubadas, todos os tratamentos foram influenciados pelas horas de incubagdo. Os
valores de FDN aumentaram, em média, de 16,53% em 0 h para 28,96% a partir das 3

h, aumentando novamente até o periodo final de incubag&o para 46,19 % (Figura 2).
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Figura 2. Digestibilidade in vitro da FDN de alfafa com inclusdo de extratos aquosos de
folhas de moringa obtidos por maceracdo da folha fresca (MF) e seca (MS); decocgéo
da folha fresca (DF) e seca (DS); infusdo da folha fresca (IF) e seca (IS), e controle (C).
Efeito de condicdo da folha P = 0,8071, efeito de método de extracdo P = 0,0758, efeito
de interacdo entre condicdo da folha e método de extracdo P = 0,6312. Letras diferentes
representam diferencas significativas (P <0,05).

Durante a incubacdo, o pH ndo foi influenciado pela presenga dos diferentes
extratos aquosos de moringa. No entanto, o valor do pH foi afetado pelas horas de

incubacdo in vitro, diminuindo, em média, de 6,82 para 6,59 (Figura 3).
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Figura 3. Valores de pH durante a incubacéo in vitro com inclusdo de extratos aquosos
de folhas de moringa obtidos por maceracdo da folha fresca (MF) e seca (MS);
decoccédo da folha fresca (DF) e seca (DS); infusdo da folha fresca (IF) e seca (1S), e
controle (C). Efeito de condicdo da folha P = 0,2918, efeito de método de extracdo P =
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0,7858, efeito de interagdo entre condicdo da folha e método de extragdo P = 0,4364.
Letras diferentes representam diferencas significativas (P<0,05).

De acordo com os resultados, ndo houve diferenca nos niveis de aménia ruminal
entre as amostras incubadas com extrato aquoso de M. oleifera. Ao longo do periodo de
incubacdo, a concentracdo de aménia foi afetada pelo tempo de incubacdo in vitro. Os
tratamentos aumentaram, em média, de 0,72% até 0,98% as 3 h de incubacéo e 1,00%
as 6 h, diminuindo e se estabilizando em torno de 0,98% até o final do periodo
experimental com 0,95% (Figura 4).
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Figura 4. Valores da amonia durante a incubacdo in vitro com inclusdo de extratos
aquosos de folhas de moringa obtidos por maceragéo da folha fresca (MF) e seca (MS);
decoccdo da folha fresca (DF) e seca (DS); infusdo da folha fresca (IF) e seca (1S), e
controle (C). Efeito de condicdo da folha P = 0,4678, efeito de método de extracdo P =
0,2749, efeito de interacdo entre condicdo da folha e método de extracdo P = 0,5026.
Letras diferentes representam diferencas significativas (P <0,05).

A populacdo de protozoarios ndo foi afetada pelos diferentes métodos de
extracdo de moringa. No entanto, foi observada alteracdo na populagdo de protozoarios
ao longo do tempo de incubacdo. A contagem inicial (0 hora de incubacéo) foi de 3,71 x
10* aumentou com 6 horas de incubagdo (4,17 x 10%) e reduziu com 12 h, mantendo a
média de 4,02 x 10* até 48 horas de incubacéo (Figura 5).

4
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Figura 5. Populacdo de protozoarios da incubacdo in vitro com inclusdo de extratos
aquosos de folhas de moringa obtidos por maceragéo da folha fresca (MF) e seca (MS);
decoccdo da folha fresca (DF) e seca (DS); infusdo da folha fresca (IF) e seca (1S), e
controle (C). Efeito de condigdo da folha P = 0,4203, efeito de método de extracdo P =
0,1270, efeito de interacdo entre condicdo da folha e método de extracdo P = 0,5897.
Letras diferentes representam diferencas significativas (P <0,05).

ACIDOS GRAXOS

A utilizacdo dos extratos aquosos de moringa ndo influenciou nos &cidos graxos
analisados da incubacéo.
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Tabela 3. Acidos graxos volateis em 24 h de incubacio com extratos aquosos de moringa.

Controle Seca Fresca EPM P-value

Maceragdo Infusdo Decocgdo Maceracdo Infusdo Decocgdo Folha Metodo F*M
Acetato, mM 9,49 10,21 9,03 10,65 17,01 14,95 13,36 3,120 0,02 0,71 0,64
Propionato, mM 3,37 4,69 3,83 4,13 7,26 5,45 541 1,437 0,07 0,40 0,81
Butirato, mM 1,10 1,19 0,86 1,10 1,78 1,49 1,54 0,389 0,04 0,55 0,93
Isovalérico, mM 0,22 0,24 ND 0,24 0,20 0,24 0,23 0,030 0,57 0,73 0,69
Valérico, mM ND 0,27 ND ND 0,21 0,27 0,20 0,003 0,05 0,07 ND
Total, mM 14,19 16,47 13,71 16,00 26,35 22,15 20,53 4,871 0,03 0,56 0,73
Acetato, % 66,88 62.16 65,00 66,47 64,57 67,58 6550 2,908 0,45 0,35 0,64
Propionato, % 23,77 28,45 28,87 26,03 27,50 24,70 25,90 3,595 0,43 0,74 0,71
Butirato, % 7,78 7,19 6,14 6,78 6,75 6,72 7,49 0,656 0,48 0,34 0,44
Isovalérico, % 1,56 1,59 ND 1,42 0,76 0,95 1,41 0,567 0,47 0,92 0,57
Valérico, % ND 1,22 ND ND 0,81 1,05 0,81 0,032 0,06 0,15 ND
Acetato:Propionato 2,82 2,18 2,33 2,59 2,37 2,74 2,55 0,417 0,46 0,58 0,75

EPM: Erro Padrdo da Média; ND: Nao detectavel. F: folha; M: método.
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DISCUSSAO

Compostos bioativos e atividade antioxidante dos extratos

A concentracdo dos compostos metabdlitos quantificados foi influenciada pelas folhas
secas e frescas, com excecdo dos flavonoides. Em geral, sdo vérios os fatores que podem
influenciar sua concentragdo, como as condi¢gdes ambientais, época de colheita, genética da
planta, método de secagem, estagio de maturacdo das folhas, método de extracdo utilizado e
as diferentes sensibilidades dos métodos utilizados para sua analise (Leone et al., 2015).
Nesse estudo, a utilizacdo das folhas frescas comparada a secagem das folhas foi responsavel
pela diferenga observada.

Nobosse et al. (2018), avaliando o conteudo fitoquimico de extrato aquoso de folhas
frescas de M. oleifera observaram que o contetdo fendlico total variou entre 2,1 e 3,6 g
GAE/100 g MS e o conteudo de flavonoides variou entre 0,9 e 1,0 g CE/100 g MS conforme a
idade das folhas. Ja no trabalho de Nwidu et al. (2018), o contetdo fendlico foi de 165,2 mg
GAE/qg e o contetdo de flavonoides foi de 27 mg QUER E/g.

Em relacdo a experimentos com extrato aquoso de moringa para ruminantes, Kholif et
al. (2018) utilizaram como método de extracdo inicialmente a infusdo: 1 kg de matéria seca de
folha/8 L de &gua destilada, a 25-30 °C por 72 h, seguida por decoc¢do: aquecimento a 39 °C
por 1 h, e o extrato foi armazenado a 4 °C. Na composi¢do dos extratos, os autores fizeram
analises da proporcdo de taninos e compostos fendlicos totais, com 2,75 g/L e 6 g/L,
respectivamente. Os resultados dos diferentes estudos demonstram diferencas quanto aos
teores de fitoquimicos de extratos aquosos de moringa, que podem ser atribuidas a diversos
fatores, incluindo as diferencas entre os métodos, temperatura e regido de cultivo.

Segundo Sultana et al. (2014), o conteudo de fitoquimicos na folha de M. oleifera pode
variar dependendo da base genética da planta, como a cultivar e o ambiente de cultivo. Nossos
resultados indicaram a presenca de taninos e saponinas, principais compostos que podem ser
utilizados como aditivos alimentares em animais. Porém, esses compostos, dependendo da
concentracdo, podem resultar na diminuicdo da palatabilidade e na redugdo do consumo de
racdo em ruminantes (Sultana et al., 2014).

Por isso, a importancia de utilizar as extragdes aquosas, a qual visam diminuir 0s
fatores antinutricionais relativamente elevados das folhas, sendo utilizados diversos
processamentos, tanto para reduzir o teor de antinutrientes, quanto para melhorar a
palatabilidade (Su: Chen, 2019), como a secagem, maceracdo, infusdo e decoccdo. Os

resultados demonstraram que em folhas secas o contetdo de taninos foi significativamente
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menor comparado as folhas frescas. De acordo com Vitti et al. (2005), a secagem & um
processamento que pode reduzir os taninos em 15 a 30% em comparacgdo com a folha fresca.
Quanto a presenca de saponinas no extrato, que pode fornecer um sabor amargo, as
quantidades baixas presentes ndo causam nenhum efeito adverso em ruminantes (Moyo et al.,
2011). No entanto, devido a variacao dos teores destes compostos pode ser indicado reduzir a
quantidade através de processamentos da folha.

A vantagem da fervura é a reducdo de inibidores de protease, lectinas e saponinas das
folhas de M. oleifera. A coc¢do também pode diminuir o teor de taninos devido a oxidagéo e a
menor solubilidade, consequéncia de seu maior grau de polimerizagdo (Delfino & Canniatti-
Brazaca, 2010; Souza et al., 2019). Quanto a secagem, além de melhorar a qualidade
nutricional das folhas, diminui a quantidade de fitato, oxalato e saponina. Porém, sao
encontrados resultados divergentes em relacdo a essas informagdes, como no estudo de Mbah
et al. (2012), em que foi observado aumento do contetido de taninos apds a secagem. No
trabalho de Vitti et al. (2005) foi observada diminuicdo significativa com a secagem ao sol e
ao forno em relacdo ao contetdo de tanino. As divergéncias podem ser ocasionadas devido a
temperaturas diferentes, a qual também afeta o conteldo de taninos, pelo fato de ser um
composto fenolico.

As concentracdes de fitoquimicos sdo afetadas pela temperatura, pois temperaturas
muito altas degradam os fendis, enquanto temperaturas moderadas facilitam a abertura das
células, aumentando as transferéncias de massa, que resultam na liberacdo dos compostos
fenolicos (Matshedis et al., 2015).

A atividade antioxidante também ¢ influenciada pela maior concentracdo de
compostos fendlicos. Matshediso et al. (2015) relataram que, com o0 aumento da temperatura,
0s extratos de moringa tiveram maior atividade redutora, podendo ser atribuido a quantidade
variada dos teores de fitoquimicos. Outro fator importante é o tempo de fervura, no qual o
menor tempo resulta em concentragdes mais altas do conteddo fendlico, e em tempo
prolongado resulta em menores teores fenolicos recuperados.

Os compostos encontrados nos extratos aquosos de M. oleifera, fendis, taninos e
flavonoides, como quercetina, catequina, acido tanico e acido galico, apresentam atividades
bioldgicas e antioxidantes (Su, Chen, 2019). De acordo com Nobdsse et al. (2018), a atividade
de eliminacdo de DPPH de extratos de folhas de M. oleifera esta fortemente relacionada a
presenca de clorofila e flavonoides. J& o radical ABTS, por outro lado, é principalmente
eliminado por polifendis totais, clorofila e flavonoides. Tanto o DPPH quanto o ABTS séo

radicais livres usados para avaliar a atividade de eliminacdo de radicais. Porém, o DPPH é
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eliminado através da transferéncia de hidrogénio do antioxidante, enquanto o ABTS através
da transferéncia de elétrons. Por este motivo, os resultados de antioxidantes sdo diferentes
entre as analises de ABTS e DPPH.

Os altos teores de fendis e flavonoides afetam a capacidade antioxidante dos extratos
de folhas secas e frescas de moringa. A capacidade de transferéncia de hidrogénio e a
natureza lipofilica dos flavonoides e da clorofila justificam sua alta contribuicdo para a
capacidade de eliminacdo do DPPH. Os compostos fenolicos sdo hidrofilicos ou lipofilicos,
dependendo de sua estrutura, resultando na sua alta capacidade de eliminar o radical ABTS.
Os elevados niveis de atividade antioxidante atribuidos aos compostos fendlicos sugerem que
eles podem ser usados como suplementos para prevenir doencgas relacionadas ao estresse
oxidativo em animais (Xu, Chen; Guo, 2019; Nobdsse et al., 2018).

De acordo com Rodriguez-Pérez et al. (2015), o contetido de compostos fendlicos das
folhas de M. oleifera varia com o método de extracdo, bem como o solvente utilizado. Os
métodos utilizados no trabalho, porém, afetaram somente os teores de flavonoides. Em outro
experimento, que considerou a influéncia do método de extracdo para os teores de compostos,
visando otimizar a extracdo de flavonoides das folhas da moringa, demonstrou a importancia
dos seguintes fatores: propor¢do de solvente de extracdo para o material de folhas (mL/g),
temperatura de extracdo e tempo de extracdo (Hamed et al., 2019). Ainda, os teores
antinutricionais das plantas podem ser diferentes conforme o método de analise empregado.

O conteldo elevado de fitoquimicos observados podem ser atribuidos ao ambiente,
sendo considerado como fator influenciador o estresse sofrido pela planta, devido as variacdes
de temperatura da regido, e principalmente devido ao ataque de predadores, resultando no
aumento dos teores dos compostos nas folhas de moringa.

O cultivo de M. oleifera esta crescendo no pais e muitos agricultores tém investido em
sua producao. Em geral, as mesmas especies de plantas podem diferir em contedo nutricional
e compostos bioativos, dependendo da regido em que séo cultivadas (Granella et al., 2020).
Por conta das influéncias de diversos fatores na composi¢édo fitoquimica da moringa, enfatiza-

se a importancia das analises desses fitoquimicos.

Incubacéo

No trabalho de Parra-Garcia et al. (2019), a incluséo do extrato aquoso de folhas de M.
oleifera na dieta ndo afetou a digestibilidade de MS. Entretanto, afetou positivamente a
fermentagdo ruminal in vitro no maior nivel de substituicdo de grdos de milho por casca de

soja. Com excecao do pH, que aumentou em nivel mais alto de adicdo do extrato, a interagédo
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do tipo de dieta e dos niveis de extrato demonstrou ter um efeito positivo em todos os
parametros de fermentagéo.

A atividade antimicrobiana dos fitoquimicos séo diferentes entre os compostos, ainda
em sua concentracdo inibitoria minima para os microrganismos ruminais, e na sensibilidade a
acdo fitoquimica entre as espécies microbianas (Bodas et al., 2012). Portanto, as
concentragdes encontradas na dose dos extratos utilizados podem ndo ter sido adequadas para
efeito nas populacbes microbianas ruminais do experimento, por serem mais elevadas.

De acordo com Bodas et al. (2012) deve ser considerado os efeitos desses compostos
no ambiente ruminal, que sdo modulados pelo pH ruminal, pela dieta na qual estdo incluidos e
pelos métodos de preparo e extracdo dos compostos (Patra; Saxena, 2009). Assim, na
utilizacdo do extrato aquoso da moringa para ruminantes, torna-se necessario considerar 0s
fatores relacionados aos animais, como espécie, idade e condicao fisioldgica.

Nesse estudo, os extratos ndo influenciaram os valores de pH, mantendo sempre
valores considerados dentro da faixa adequada de pH ruminal. Os &cidos graxos avaliados
também néo foram influenciados pelos extratos de moringa. Em outro experimento in vitro, a
adicdo do extrato aquoso fresco de folhas de M. oleifera as dietas resultou em uma diminuicéo
na producdo de metano e um aumento na producéo de CO, sem afetar os demais parametros
fermentativos (Elghandour et al., 2018). Os pesquisadores também atribuem aos metabdlitos
secundarios os efeitos na producdo de metano e defendem que haja mais algum componente
ativo presente no extrato que ainda ndo foi mencionado. detectado? Porém, nesse experimento,
ndo foram realizadas analises da composicdo fitoquimica do extrato. A diferenca entre 0s
trabalhos pode estar relacionada com a composicdo dos extratos.

Apesar dos compostos ndo afetarem os parametros fermentativos analisados, foram
detectadas a presenca de saponinas, taninos, alcaloides, terpenoides, esteroides e flavonoides,
além de quantificada a concentracdo destes em cada extrato aquoso. Enfatiza-se que o modo
de acdo de diferentes compostos bioativos varia e ha pouca informagdo sobre combinacdes
desses compostos como moduladores da fermentacdo ruminal, que poderiam afetar alguns, ou
individualmente, parametros - em doses baixas - sem influenciar na digestibilidade dos
alimentos (Singh et al., 2019).

Segundo Singh et al. (2019), a influéncia dos taninos e saponinas, em parametros da
fermentacao ruminal, dependem da dose do extrato utilizada, ou seja, a sua concentracao, e da
estrutura quimica do composto, como de taninos condensados e ndo condensados. No entanto,

a maioria das pesquisas realizadas com extratos aquosos de moringa em ruminantes néo
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informam as concentracOes de tais compostos bioativos para efeito positivo na fermentacéo
ruminal.

Ressalta-se que as demais pesquisas realizadas até 0 momento com o extrato aquoso
de folhas de M. oleifera em ruminantes, atribuem os efeitos observados aos compostos
bioativos, enquanto analisam dentre os metabolitos apenas os taninos e compostos fenolicos
ou ndo identificam os compostos presentes nos extratos. Kholif et al. (2018) observaram
melhora na fermentacdo ruminal com a utilizacdo de extrato aquoso de folhas frescas da
moringa, nas maiores doses do experimento, 20 mL e 40 mL. No extrato foi quantificado que
havia 2,75 g de taninos e 6 g de fendlicos totais por litro. A diferenca nos resultados pode ser
atribuida a composicdo e aos teores dos fitoquimicos nos extratos de folhas frescas e secas.
Fatores como atividade biologica dos compostos também devem ser considerados pois, além
da concentracdo, a identificacdo de quais taninos, saponinas e compostos fendlicos estdo
presentes e influenciam os resultados da fermentacdo ruminal. Por exemplo, a atividade
bioldgica de saponinas de distintas partes morforldgicas da moringa pode diferir, e pequenas
diferencas na estrutura podem alterar consideravelmente as atividades biolégicas em animais
(Livingston et al., 1977; Best et al., 2017). E recomendado a identificacdo dos compostos de
extratos em estudos posteriores, ja que os fitoquimicos extraidos pelos métodos utilizados
podem néo ser os mais eficazes para a modulagéo da fermentacao.

Os efeitos antiprotozoarios sdo inerentes nas saponinas, dependendo de pequenas
mudancas em sua estrutura. Desse modo, as saponinas presentes nos extratos aquosos de
moringa podem néo ser as que afetam significativamente a populacdo de protozoarios. Por
exemplo, sapogeninas como o 4cido asiatico e o acido madecassico tém mais capacidade de
inibicdo de protozoarios do que outras saponinas correspondentes. Portanto, mais pesquisas
sd0 necessarias para entender o efeito das saponinas e a natureza de sua atividade
antiprotozoaria para desenvolver formas eficazes de uso.

Os teores de taninos s@o importantes para justificar os resultados, somados a
identificacdo dos taninos presentes, que também podem ndo ser os principais responsaveis
pela modulacdo da fermentacdo ruminal. Nos taninos, do mesmo modo que as saponinas,
além da concentracdo, € necessario conhecer a natureza quimica do composto. Os efeitos dos
taninos dependem dos teores e da reatividade desses compostos, que deriva de sua natureza
quimica (Bueno et al., 2008; Rodriguez et al., 2015). A mesma concentracdo de taninos de
plantas diferentes pertencentes a mesma espécie, bem como de distintas partes morfoldgicas
da mesma planta pode produzir efeitos de magnitude diferente (Bueno et al., 2008). Alguns

pesquisadores observaram que o consumo de saponinas e taninos por cordeiros aumentou a
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digestibilidade de N, sendo esta resposta dependente da concentracdo e do tipo de
fitoquimicos (Owens et al., 2012).

Os efeitos sob populacGes de bactérias sdo geralmente provocados por taninos
hidrolisaveis e condensados. Porém, a associacdo dos tipos de taninos com 0s microrganismos
ruminais é diferente, pois o tanino hidrolisavel é mais suscetivel & hidrdlise microbiana do que
o0 tanino condensado (McSweeney et al., 2001). Segundo Bodas et al. (2012), os efeitos dos
taninos sdo bastante diferentes das suplementac6es de tanino em relacdo a mitigacdo de CHy,
Tais diferencas estdo relacionadas com a dosagem ideal e composi¢cdo quimica desses
compostos.

A composicdo dos metabdlitos nos extratos pode ser responsavel pelos resultados
obtidos. E preciso considerar os fatores relacionados & composi¢do do extrato, como
maturidade das folhas, métodos de extracdo, condi¢cdes ambientais, utilizacdo das folhas secas
ou frescas, entre outros, bem como os animais, que incluem o doador do liquido ruminal, e a
dieta experimental, visto que esses fatores podem influenciar tanto nos teores de tais

compostos, quanto no modo de a¢do dos compostos bioativos.

CONCLUSAO

A extracdo dos compostos bioativos foi mais eficiente utilizando folhas frescas de M.
oleifera. Somente os teores de flavonoides foram afetados pelos métodos de extracdo aquosa,
sendo a infusdo considerada a melhor forma de extracéo.

Em relacdo a incubacdo, os parametros fermentativos ndo foram afetados pelos

extratos, devido a concentragdo dos compostos nos extratos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente a moringa tem demonstrado resultados promissores para ser utilizada na
alimentacdo animal. Porém a forma de inclusao, dentre outros fatores, pode afetar diretamente
as respostas nos animais, devido a extragdo seletiva dos compostos bioativos, responsaveis
pelas alteragOes na fermentacdo ruminal.

O estudo apresentou o0s principais compostos de interesse na modulacdo da
fermentacdo ruminal, entretanto a moringa ainda possui outros compostos que podem estar
exercendo atividades medicinais, bem como contém uma gama de nutrientes que pode ser
empregada como alimento animal.

O estudo experimental indicou a presenca dos compostos fendlicos, flavonoides,
taninos e saponinas. e as suas quantificacbes nos extratos. A utilizacdo de folhas frescas ou
secas indicou efeito sobre os teores dos compostos. Apesar dos compostos estarem presentes
nos extratos, a dosagem utilizada ndo teve efeito significativo para 0s parametros de
fermentacao ruminal analisados.

Sugere-se 0 desenvolvimento de pesquisas que especifiguem e quantifiquem os
compostos presentes na moringa utilizada como aditivo em animais, e desse modo obter mais

informacdes de dosagens recomendadas para 0 uso em ruminantes.



