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CONTRIBUIGOES DA Moringa oleifera PARA A PRODUGAO ANIMAL.:
ABORDAGENS BIBLIOMETRICAS E AVALIACAO EXPERIMENTAL EM
OVINOS

RESUMO - Esta tese investigou o uso de Moringa oleifera (MO) na
producdo de ovinos por meio de trés capitulos complementares. O Capitulo 2
consistiu em uma analise bibliométrica da produgao cientifica sobre MO em ovinos
e caprinos (2000-2025) utilizando a base de dados Scopus. Foram analisados 166
artigos, provenientes de 37 paises, 677 autores e 93 periddicos. Os resultados
revelaram crescimento expressivo das publicagcées apds 2020, com concentracdo
geogréfica na india (44 artigos), Egito (32) e México (19). Kholif A.E. e Gouda G.A.
(National Research Centre, Egito) foram os autores mais citados. A analise de
coocorréncia de palavras-chave evidenciou eixos tematicos em digestibilidade,
desempenho produtivo e fermentagdo ruminal, com expansao recente para o
campo da biologia reprodutiva e mitigagdo de metano. Lacunas identificadas
incluiram falta de padronizagdo metodoldgica e escassez de estudos in vivo em
ovinos. O Capitulo 3 avaliou os efeitos do extrato aquoso de folhas de MO (EAMO)
em po (25, 50, 75 e 100 mg/kg de concentrado) e monensina (30 mg/kg) e uma
dieta basal sobre consumo, digestibilidade e fermentagdo ruminal em ovinos
Pantaneiros. O EAMO apresentou 234,55 mg AGE/g de fendlicos, 56,37 mg RE/g
de flavonoides e 24,40 mg ATE/g de taninos. O consumo de matéria seca (1,21-
1,30 kg/d) e os coeficientes de digestibilidade ndo diferiram entre tratamentos. O
pH ruminal (6,40-6,59) e N-NH; (17,2-20,3 mg/dL) mantiveram-se dentro da
normalidade. As propor¢des de AGCC nao foram alteradas. Os parametros
sanguineos (glicose, ureia, AST, ALT) permaneceram nos intervalos de referéncia.
A creatinina urinaria foi menor na monensina (0,48 mg/dL) em relagdo aos
tratamentos com EAMO (0,68-0,84 mg/dL; P=0,05), indicando que a monensina
pode aumentar a depuracdo renal do metabdlito. O Capitulo 4 avaliou a
incorporacdo do EAMO (2%, 4% e 6%) e um controle com acido ascorbico em
hamburgueres de carne ovina armazenados por 90 dias a -18°C. O EAMO
aumentou linearmente o teor de minerais (P<0,01). A capacidade antioxidante
(DPPH e ABTS) foi superior no controle com acido ascorbico (P<0,01). O
comportamento dos TBARS foi bifasico: no dia 0, o EAMO elevou a oxidagao
lipidica; ao dia 90, o EAMO 2% apresentou os menores valores (0,11 mg MDA/kQ).
O pH reduziu linearmente com o aumento do EAMO (P<0,01). A luminosidade (L)
foi reduzida progressivamente, e o rendimento de grelhado diminuiu com o
incremento do EAMO. A analise sensorial (PCA) associou concentragdes mais
altas de EAMO (4% e 6%) a menor aceitagdo pelos consumidores. Conclui-se que
o EAMO apresenta potencial como aditivo natural, mas a concentragédo de 2%
mostrou o perfil mais equilibrado entre protecdo antioxidante tardia e aceitacéo
sensorial.

Palavras-chave: Moringa oleifera; ovinos; analise bibliométrica; fermentacao
ruminal; antioxidantes naturais.
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CONTRIBUTIONS OF Moringa oleifera TO ANIMAL PRODUCTION:
BIBLIOMETRIC APPROACHES AND EXPERIMENTAL EVALUATION IN SHEEP

ABSTRACT - This thesis investigated the use of Moringa oleifera (MO) in
sheep production through three complementary chapters. Chapter 2 consisted of a
bibliometric analysis of the scientific output on MO in sheep and goats (2000-2025)
using the Scopus database. A total of 166 articles from 37 countries, 677 authors
and 93 journals were analyzed. The results revealed substantial growth in
publications after 2020, with geographic concentration in India (44 articles), Egypt
(32) and Mexico (19). Kholif A.E. and Gouda G.A. (National Research Centre,
Egypt) were the most cited authors. Keyword co-occurrence analysis revealed
thematic clusters centered on digestibility, productive performance and ruminal
fermentation, with recent expansion into the fields of reproductive biology and
methane mitigation. |dentified gaps included lack of methodological standardization
and scarcity of in vivo studies in sheep. Chapter 3 evaluated the effects of
powdered aqueous extract of MO leaves (EAMO) at 25, 50, 75 and 100 mg/kg of
concentrate, monensin (30 mg/kg) and a basal diet on intake, digestibility and
ruminal fermentation in Pantaneiro sheep. The EAMO contained 234.55 mg GAE/g
of phenolics, 56.37 mg RE/g of flavonoids and 24.40 mg TAE/g of tannins. Dry
matter intake (1.21-1.30 kg/d) and digestibility coefficients did not differ among
treatments. Ruminal pH (6.40-6.59) and NHs-N (17.2—-20.3 mg/dL) remained within
normal ranges. Volatile fatty acid molar proportions were not altered. Blood
parameters (glucose, urea, AST, ALT) remained within reference intervals. Urinary
creatinine was lower in the monensin treatment (0.48 mg/dL) compared with EAMO
treatments (0.68-0.84 mg/dL; P=0.05), suggesting that monensin may enhance
renal clearance of the metabolite. Chapter 4 evaluated the incorporation of EAMO
(2%, 4% and 6%) and an ascorbic acid control in sheep meat burgers stored for 90
days at -18 °C. EAMO linearly increased mineral content (P<0.01). Antioxidant
capacity (DPPH and ABTS) was higher in the ascorbic acid control (P<0.01).
TBARS values exhibited a biphasic pattern: at day 0, EAMO increased lipid
oxidation; at day 90, EAMO 2% presented the lowest values (0.11 mg MDA/kg). pH
decreased linearly with increasing EAMO levels (P<0.01). Lightness (L*) was
progressively reduced, and cooking vyield decreased with increasing EAMO
concentration. Sensory analysis (PCA) associated higher EAMO concentrations
(4% and 6%) with lower consumer acceptance. It is concluded that EAMO shows
potential as a natural additive; however, the 2% concentration exhibited the most
balanced profile between delayed antioxidant protection and sensory acceptability.

Keywords: Moringa oleifera; sheep; bibliometric analysis; rumen fermentation;
natural antioxidants.



CAPITULO 1- CONSIDERAGOES INICIAIS

1. INTRODUGAO

A crescente demanda por sistemas de producdo animal mais eficientes,
sustentaveis e alinhados as exigéncias do mercado consumidor tem estimulado o
desenvolvimento de estratégias nutricionais capazes de reduzir a dependéncia de
aditivos sintéticos e, simultaneamente, melhorar o desempenho produtivo e a
qualidade dos alimentos de origem animal. Nesse contexto, compostos bioativos de
origem vegetal tém recebido atengdo crescente devido a sua capacidade de atuar
sobre diferentes processos fisioldgicos e metabdlicos, especialmente na modulagao
microbiana, na atividade antioxidante e na preservacdo da qualidade dos produtos
carneos. Entre as espécies vegetais de maior interesse cientifico destaca-se
Moringa oleifera (MO), planta reconhecida pela elevada densidade nutricional e pela
presenca de flavonoides, compostos fendlicos, taninos e outros metabdlitos
secundarios com propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Anwar et al., 2007;
Falowo et al., 2018).

Embora o potencial multifuncional de MO seja amplamente reconhecido, sua
aplicagao na produgao animal ainda apresenta lacunas importantes relacionadas a
padronizacao das formas de utilizagdo, aos mecanismos de acdo dos compostos
bioativos e a consolidagao das evidéncias cientificas disponiveis. Além disso, muitos
estudos permanecem fragmentados entre diferentes areas do conhecimento,
dificultando a compreenséao integrada dos efeitos da planta sobre a nutricdo animal,
a fermentacdo ruminal e a estabilidade oxidativa de produtos carneos. Essa
limitagcdo reforca a necessidade de abordagens complementares que permitam
integrar informacdes cientificas, validar efeitos biologicos em sistemas produtivos e
avaliar aplicagdes tecnologicas relacionadas a qualidade dos alimentos.

Diante desse cenario, o Capitulo 2 foi desenvolvido com o objetivo de
analisar as tendéncias cientificas, estruturas de colaboragao e lacunas de pesquisa
relacionadas ao uso de MO na producdo de ovinos e caprinos por meio de uma
abordagem bibliométrica baseada na base de dados Scopus. O crescimento

expressivo das publicacbes apdés 2020 demonstra que o interesse cientifico pela



tematica se intensificou nos ultimos anos, especialmente em areas relacionadas a
nutricdo, desempenho produtivo, qualidade da carne e mitigacdo de metano
entérico. A analise também evidenciou forte concentracdo das pesquisas em
determinados grupos de autores, instituicdes e paises, com destaque para india,
Egito e México, além da predominancia de estudos voltados a utilizagdo da planta
como suplemento nutricional e modulador funcional da fermentagdo ruminal (Kholif
et al., 2018; Kholif e Olafadehan, 2021). Apesar desse avango, persistem lacunas
importantes relacionadas a padronizagcdao dos métodos de extragdo, definicdo de
dosagens e avaliagao dos impactos econémicos da aplicagédo da planta em sistemas
produtivos.

A partir das lacunas identificadas no mapeamento cientifico, o Capitulo 3
concentrou-se na avaliacdo dos efeitos de diferentes concentracbes de extrato
aquoso de Moringa oleifera (EAMO) como aditivo dietético sobre o consumo, a
digestibilidade aparente da dieta e os parametros de fermentagdo ruminal em ovinos
Pantaneiros. O interesse por compostos naturais capazes de substituir moduladores
sintéticos, como a monensina sodica, tem aumentado devido as preocupacdes
relacionadas a resisténcia antimicrobiana e as exigéncias do mercado consumidor
por sistemas produtivos menos dependentes de aditivos quimicos (Appuhamy et al.,
2013; Carresi et al., 2024). Nesse contexto, os metabdlitos secundarios presentes
em MO apresentam potencial para interferir seletivamente sobre populacdes
microbianas ruminais, alterando a producao de acidos graxos volateis, a degradagao
proteica e a emissdo de metano entérico.

As folhas de MO sao ricas em compostos fendlicos, flavonoides e taninos
(Leone et al., 2015). Estudos recentes demonstram que esses compostos estdo
associados aos efeitos da MO sobre a fermentacédo ruminal (Grijalva-Hinojos et al.,
2025; Ammar et al.,, 2024), modulando a microbiota ruminal e os parametros
fermentativos (Akanmu et al., 2025). Evidéncias in vitro e in vivo sugerem melhora
da digestibilidade, maior eficiéncia de utilizagao de nutrientes e redugao da produgao
de gases durante a fermentagao ruminal, embora a maioria dos estudos disponiveis
ainda esteja concentrada em caprinos e em condi¢gdes experimentais especificas.
Dessa forma, o Capitulo 3 buscou consolidar e discutir criticamente os avancgos

recentes relacionados ao uso de EAMO como aditivos funcionais na alimentacao de



pequenos ruminantes, enfatizando seus mecanismos de acao, limitacbes
metodoldgicas e perspectivas de aplicagao pratica.

Além da aplicagdo na nutricdo animal, o uso de compostos bioativos de
origem vegetal também tem sido investigado na preservacdo da qualidade de
produtos carneos. A oxidacao lipidica e proteica representa um dos principais fatores
associados a perda de qualidade tecnoldgica, sensorial e microbiolégica da carne e
de produtos processados, afetando cor, sabor, textura e estabilidade durante o
armazenamento (Amaral et al., 2018; Dominguez et al., 2019). Recentemente,
preocupacdes relacionadas aos potenciais efeitos toxicos do uso excessivo de
antioxidantes sintéticos tém estimulado a busca por alternativas naturais capazes de
exercer fungdes antioxidantes e antimicrobianas sem comprometer a segurancga
alimentar (Khezerlou et al., 2022; Esazadeh et al., 2024).

Nesse contexto, o Capitulo 4 teve como objetivo avaliar os efeitos da
incorporagdo do EAMO em diferentes concentragbes (2%, 4% e 6%) sobre a
composi¢ao centesimal, a capacidade antioxidante, a oxidacao lipidica (TBARS), o
pH, os atributos de cor, as caracteristicas de cozimento e a aceitacao sensorial de
hamburgueres de carne ovina armazenados sob congelamento (-18 °C) por 90 dias,
comparando-os a um controle formulado com &cido ascérbico (0,1%). Estudos
prévios demonstram que extratos e pds foliares da planta apresentam capacidade
de retardar a oxidacdo lipidica, reduzir o crescimento microbiano e preservar
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais em diferentes matrizes carneas
(Muthukumar et al.,, 2014; Elhadi et al., 2017). Além disso, revisbes recentes
reforcam o potencial dos antioxidantes vegetais na substituicdo parcial ou total de
antioxidantes sintéticos tradicionalmente utilizados pela industria de alimentos
(Hadidi et al., 2022; Mostafa et al., 2025). Assim, o Capitulo 4 amplia a discussao
sobre o uso de Moringa oleifera para além da nutricdo animal, explorando sua
aplicagcado tecnologica na conservagdo de alimentos e sua contribuicdo para o
desenvolvimento de produtos carneos com maior estabilidade oxidativa.

De forma integrada, os trés capitulos desta tese abordam diferentes
dimensdes cientificas e aplicadas relacionadas ao uso de MO na produg¢do animal e
na ciéncia de alimentos. O Capitulo 2 identifica tendéncias, estruturas cientificas e

lacunas de pesquisa; o Capitulo 3 discute os mecanismos e o potencial funcional da



planta como modulador ruminal; e o Capitulo 4 explora sua aplicagdo como fonte
natural de antioxidantes para produtos carneos. Em conjunto, os capitulos
demonstram que MO possui potencial multifuncional relevante para sistemas
agroalimentares mais sustentaveis, embora ainda sejam necessarios avangos
relacionados a padronizagdo metodoldgica, definicdo de dosagens e validagado dos

efeitos em diferentes condigbes produtivas.

2. REVISAO DE LITERATURA
Capitulo 2: Panorama cientifico do uso de MO em pequenos ruminantes
2.1 Evolucao e estrutura da producao cientifica

A produgao cientifica sobre Moringa oleifera (MO) tem apresentado
crescimento expressivo nas Ultimas duas décadas, impulsionada pelo
reconhecimento de suas propriedades nutricionais e bioativas (Anwar et al., 2007;
Deepali et al., 2025). Estudos bibliométricos mais amplos sobre a planta indicam que
a aceleragao das publicagdes se intensificou na década de 2020, refletindo o
interesse crescente por alternativas naturais a insumos convencionais na produciao
animal (George et al., 2021; Gupta e Ahmed, 2020). No entanto, quando se restringe
a analise especificamente a aplicacdo de MO em ovinos e caprinos, observa-se que
o campo ainda é incipiente e fragmentado. A dispersdao das publicacbes em
periodicos de diferentes areas do conhecimento, muitos deles com baixo fator de
impacto, indica que a pesquisa sobre MO em pequenos ruminantes ainda nao
atingiu plena consolidagdo como campo disciplinar independente (Saleh et al.,
2025).

A analise da colaboragcdo internacional revela padrbes assimétricos:
enquanto paises como Egito e México apresentam elevada forga de ligagdo com
outras nacoes, refletindo redes de cooperacédo estabelecidas, outros paises com
grande volume de publicagdes, como a india, operam de forma relativamente isolada
do ponto de vista da coproducgdo cientifica internacional (Donthu et al., 2021; van
Eck e Waltman, 2010; George et al., 2021; Gupta e Ahmed, 2020). Essa assimetria
tem implicacdes diretas sobre a visibilidade e o impacto da producgao cientifica, uma
vez que estudos colaborativos tendem a alcangar maior audiéncia e acumular maior

nuamero de citagdes (McManus et al., 2024).



2.2 Eixos tematicos e lacunas de pesquisa

A anadlise de coocorréncia de palavras-chave na literatura sobre MO em
ovinos e caprinos evidencia que os estudos se organizam em torno de eixos
tematicos dominantes, incluindo digestibilidade, desempenho produtivo, fermentagao
ruminal, capacidade antioxidante e metabdlitos sanguineos (Kholif e Olafadehan,
2021; George et al. 2021). Estudos mais recentes indicam expansao do campo para
areas como criopreservagao seminal, qualidade de carne e leite, e mitigacdo de
metano entérico (Du Preez et al., 2023; Soltan et al., 2018; Webb et al., 2022). Essa
diversificagdo tematica reflete a multifuncionalidade da planta e o interesse em
explorar seu potencial para além da nutricdo animal.

Lacunas significativas persistem na literatura, particularmente no que se
refere a padronizagdo metodolégica dos protocolos de preparo e dosagem do
extrato, a caréncia de estudos in vivo de longa duragdo em ovinos (em comparagao
com caprinos), e a auséncia de analises de impacto econémico do uso de MO em
sistemas de producéao (Kholif et al., 2015; Soltan et al., 2018; Du Preez et al., 2023).
Essas lacunas orientam a necessidade de investigagdes experimentais que adotem
delineamentos robustos e que permitam a comparagao direta entre diferentes

formas de apresentacao da planta e diferentes espécies.

2.3 Autores, periddicos e instituicoes de destaque

A identificacdo dos autores mais produtivos e citados no campo revela a
concentragcdo da lideranga cientifica em poucos grupos de pesquisa. Kholif A.E.,
Gouda G.A. e Morsy T.A., vinculados ao National Research Centre (Egito),
destacam-se como o0s pesquisadores mais influentes, com contribuicdes
sistematicas sobre o uso de extratos e farinhas de MO em cabras leiteiras (Kholif et
al., 2015; Kholif et al., 2018; Kholif et al., 2019). Salem A.Z.M. (México) e Muchenje
V. (Africa do Sul) figuram entre os autores mais cocitados, refletindo a relevancia de
suas contribuicbes para a consolidacdo do campo (George et al., 2021). A
distribuicdo geografica da producdo cientifica é concentrada, com india, Egito e
México respondendo pela maior parte dos artigos publicados, enquanto a
participagéo de paises da América do Sul, como Brasil, ainda € modesta (Gupta e
Ahmed, 2020).



Capitulo 3: Efeitos do extrato aquoso de MO sobre parametros nutricionais e
fermentativos em ovinos
3.1 Compostos bioativos de MO e potencial modulador ruminal

As folhas de MO apresentam elevada concentracdo de metabdlitos
secundarios com potencial para modular o ambiente ruminal, incluindo compostos
fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas e alcaloides (Anwar et al., 2007; Deepali et
al., 2025). Estudos in vitro demonstraram que extratos de MO podem reduzir a
produgao de metano, alterar o perfil de acidos graxos de cadeia curta e melhorar a
digestibilidade da matéria orgénica (Akanmu e Hassen, 2017; Elghandour et al.,
2017). Soltan et al. (2018) avaliaram diferentes formas de apresentagao de MO
(casca de raiz, folhas em pd) em cordeiros em crescimento e reportaram efeitos
sobre a fermentagao ruminal e a digestibilidade, indicando que o potencial da planta
transcende sua fungdo como suplemento nutricional. A prospeccao fitoquimica do
extrato aquoso de folhas de MO revela teores significativos de fendlicos totais,
flavonoides e taninos, cuja concentragao e atividade biolégica dependem do método
de extragdo e da parte da planta utilizada (Djeridane et al., 2006; Pansera et al.,
2003; Siddhuraju e Becker, 2003).

O mecanismo de agao desses compostos envolve a interacdo seletiva com
microrganismos ruminais, com possivel inibicdo de bactérias produtoras de amoénia e
metanogénicas, e estimulo a populagdes produtoras de propionato (Makkar, 2003).
No entanto, a transposicdo de doses eficazes estabelecidas em sistemas in vitro
para condicdes in vivo é desafiadora, uma vez que a diluicdo dos compostos
bioativos no conteudo ruminal, a taxa de passagem e a capacidade de adaptacéo da
microbiota podem reduzir significativamente a concentracao efetiva dos metabdlitos
no sitio de agdo (Akanmu et al., 2020; Ben Salem e Makkar, 2009).

3.2 Consumo e digestibilidade aparente de nutrientes

Estudos in vivo com extratos e farinhas de MO tém produzido resultados
variaveis quanto aos efeitos sobre o consumo voluntario e a digestibilidade de
nutrientes em pequenos ruminantes. Kholif et al. (2018) demonstraram melhoria na
digestibilidade de matéria seca, matéria orgénica e fibra em detergente neutro em

cabras Nubias suplementadas com extrato aquoso liquido de MO, atribuindo o efeito



ao estimulo da atividade microbiana ruminal mediada pelos compostos fendlicos do
extrato. Resultados similares foram reportados por Kholif et al. (2015) com farelo de
folhas de MO em cabras lactantes, com aumento da digestibilidade da proteina bruta
e da fibra.

Em ovinos, no entanto, os resultados sdo menos consistentes. Soltan et al.
(2018) observaram melhorias na digestibilidade de nutrientes em cordeiros
suplementados com casca de raiz de MO, mas ndo com folhas em pé. Du Preez et
al. (2023) nao detectaram efeitos significativos de extratos metandlicos de MO sobre
a digestibilidade de matéria seca, fibra e proteina em borregas Merino, sugerindo
que a resposta a suplementagao pode ser influenciada pela forma de apresentagao

do extrato, pela dose administrada e pela espécie animal.

3.3 Fermentagao ruminal e parametros metabdlicos

A fermentagdo ruminal, caracterizada pelo pH, concentracdo de nitrogénio
amoniacal e perfil de acidos graxos de cadeia curta, € um indicador sensivel da
atividade microbiana e da eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes (Satter e Slyter,
1974; Van Soest, 1994). Estudos com extratos e silagem de folhas de MO em
caprinos demonstraram aumento da propor¢do de propionato e reducdo da
concentracdo de nitrogénio amoniacal, efeitos associados a modulacdo da
populagdo microbiana ruminal (Kholif et al., 2018; Morsy et al., 2022). Em ovinos, no
entanto, os resultados sdo menos conclusivos. Du Preez et al. (2023) nao
observaram alteragbes significativas nos parametros de fermentagdo ruminal de
borregas Merino suplementadas com extratos metandlicos de MO, enquanto Soltan
et al. (2018) reportaram que a casca de raiz de MO aumentou a produgéo de acetato
e 0s AGCC totais em cordeiros, sem efeito significativo sobre a aménia ruminal.

A auséncia de efeito consistente sobre o pH ruminal € um achado recorrente
em estudos com extratos vegetais em condicbes de mantenga, uma vez que a
capacidade tamponante do rumen e a produgcdo moderada de acidos graxos volateis
nessas condi¢des limitam a magnitude das alteragdes (Makkar, 2003). Em relagéo
aos parametros sanguineos, os estudos disponiveis indicam que extratos de MO,
nas doses avaliadas, nao produzem efeitos adversos sobre enzimas hepaticas (AST,
ALT), glicose, ureia e colesterol, reforcando o perfil de segurangca metabdlica da



planta (Akanmu et al., 2020; Kholif et al., 2018). Estudos com outros aditivos em
ovinos como monensina e nisina também reportam auséncia de efeitos adversos

sobre o perfil metabdlico (Luo et al., 2024).

Capitulo 4: Aplicagao tecnolégica do extrato de MO em produtos carneos
4.1 Oxidacao lipidica e uso de antioxidantes naturais em produtos carneos

A oxidacado lipidica € reconhecida como um dos principais fatores de
deterioracdo da qualidade em produtos carneos processados, comprometendo o
sabor, a cor, o valor nutritivo e a seguranga microbiolégica (Dominguez et al., 2019;
Dominguez et al., 2022). Em hamburgueres, cuja formulagao inclui carnes moidas
com elevado conteudo lipidico e ampla superficie de contato com o oxigénio, esse
processo € acelerado pelas condi¢gdes de processamento e armazenamento (Falowo
et al., 2014). Embora antioxidantes sintéticos como BHA, BHT e acido ascérbico
sejam eficazes e amplamente empregados, a crescente demanda dos consumidores
por produtos com ingredientes de origem natural e o escrutinio regulatério sobre
aditivos sintéticos tém estimulado a pesquisa por alternativas naturais (Hadidi et al.,
2022; Lorenzo et al., 2018; Pires et al., 2017; Khezerlou et al., 2022; Esazadeh et al.,
2024).

Extratos vegetais ricos em compostos fendlicos tém demonstrado potencial
antioxidante relevante em sistemas carneos (de Carvalho et al., 2019; Fernandes et
al.,, 2017). Os compostos fendlicos atuam por diferentes mecanismos, incluindo a
quelacao de ions metalicos, a interrupcao das reagdes em cadeia de radicais livres e
a regeneracao de antioxidantes endogenos (Lorenzo et al.,, 2019). No entanto, a
eficacia desses extratos em matrizes carneas complexas € influenciada por multiplos
fatores, incluindo a concentragcdo de compostos bioativos, a solubilidade dos
extratos na fase aquosa e lipidica da carne, e as interacbes dos polifendis com
proteinas e outros componentes da matriz (Dominguez et al., 2019; Hadidi et al.,
2022).

4.2 Efeitos de MO sobre a estabilidade oxidativa e qualidade de produtos

carneos



Estudos com MO em produtos carneos tém demonstrado resultados
promissores quanto a redugcao da oxidagao lipidica e a manutengcao da qualidade
sensorial. Das et al. (2012) verificaram redugao da peroxidagao lipidica em patés de
caprinos adicionados de extrato de folhas de MO, enquanto Muthukumar et al.
(2014) reportaram resultados similares em patés suinos. Al-Juhaimi et al. (2016)
demonstraram em hamburgueres bovinos que diferentes niveis de farinha de
sementes de MO reduziram a oxidagao lipidica e influenciaram a composi¢ao
centesimal. Em carne ovina especificamente, Mashau et al. (2021) e Khomola et al.
(2021) reportaram resultados promissores com extrato aquoso e com farinha de
folhas de MO, respectivamente, evidenciando melhoria dos parametros oxidativos e
sensoriais durante o armazenamento refrigerado.

No entanto, o comportamento de extratos vegetais em sistemas carneos nao
€ linear. Estudos tém demonstrado que polifendis podem apresentar efeito pro-
oxidante em altas concentragdes, especialmente na presenga de ions metalicos de
transicdo, como ferro e cobre, intrinsecos a matriz carnea (Falowo et al., 2017). A
reducéo de Fe*" a Fe?" mediada por polifendis catalisa a reagao de Fenton, gerando
radicais hidroxila que iniciam a peroxidacado lipidica, contrapondo-se ao efeito
antioxidante esperado. Esse comportamento bifasico, documentado por Mashau et
al. (2021) em patés de carne ovina com extrato de folha de MO, indica que a
determinagao da concentragédo 6tima do extrato é critica para o sucesso tecnologico

da formulagao.

4.3 Atributos sensoriais, cor e caracteristicas de cozimento

A incorporacéo de extratos vegetais em produtos carneos afeta ndo apenas
a estabilidade oxidativa, mas também atributos sensoriais determinantes para a
aceitacdo pelo consumidor, como cor, sabor e textura (Ahmed et al., 2022;
Fernandes et al., 2017). O escurecimento progressivo de hamburgueres adicionados
de extratos de MO é amplamente reportado na literatura e é atribuido a pigmentagao
inerente do extrato (coloragcdo verde-acastanhada das folhas) e a capacidade dos
polifendis de interagir com proteinas carneas, gerando pigmentos escuros (Falowo
et al.,, 2018; Khomola et al., 2021). O cozimento tende a acentuar esse

escurecimento, pela degradacao térmica de clorofilas e pela ocorréncia de reacdes
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de Maillard entre aminoacidos e agucares redutores do extrato (Ahmed et al., 2022;
Dominguez et al., 2019).

As propriedades de cozimento, incluindo rendimento, encolhimento
dimensional e forca de cisalhamento, sdo indicadores importantes da qualidade
tecnologica do produto (de Carvalho et al., 2019; Vergara et al., 2021). A redugéo do
rendimento de cozimento observada em produtos adicionados de extratos fendlicos
€ atribuida a interagao dos polifendis com proteinas miofibrilares, que modifica as
propriedades viscoelasticas da rede proteica durante a desnaturagao térmica,
reduzindo a capacidade de retencdo de agua (Ahmed et al., 2022; Dominguez et al.,
2022). A analise sensorial, por sua vez, constitui o critério final de avaliacdo da
viabilidade tecnolégica de novos ingredientes. Estudos com MO em produtos
carneos indicam que concentracdes elevadas de extrato ou farinha comprometem a
aceitagdo sensorial, particularmente nos atributos de cor e sabor (Allhyani et al.,
2024; Dubeni et al., 2025; Mashau et al., 2021). A identificagdo da concentracao de
equilibrio entre protegcao antioxidante e aceitagdo sensorial é, portanto, um passo

essencial para o desenvolvimento de formulacdes tecnicamente viaveis.

5. OBJETIVOS

Analisar a estrutura, a evolugao e as tendéncias da producao cientifica sobre
MO na nutricdo, saude e produgao de ovinos e caprinos em escala global, por meio
de analises bibliométricas de autoria, padrdes de citagdo, afiliagdes institucionais,
periodicos, paises, coocorréncia de palavras-chave, cocitacdo e acoplamento
bibliografico usando Scopus.

Avaliar os efeitos de diferentes concentragdbes de EAMO como aditivo
dietético sobre o consumo, a digestibilidade aparente da dieta e os parametros de
fermentagdo ruminal em ovinos Pantaneiros.

Avaliar os efeitos da incorporacdo do EAMO em diferentes concentracdes
(2%, 4% e 6%) sobre a composigao centesimal, a capacidade antioxidante, a
oxidacao lipidica (TBARS), o pH, os atributos de cor, as caracteristicas de cozimento
e a aceitacdo sensorial de hamburgueres de carne ovina armazenados sob
congelamento (-18 °C) por 90 dias, comparando-os a um controle formulado com
acido ascorbico (0,1%).
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Simple Summary

This study analyzes global research on the use of Moringa oleifera in
sheep and goat production between 2000 and 2025. Scientific interest
increased strongly after 2020, with India and Egypt leading publications.
Most studies focused on animal nutrition and productive performance,
highlighting the potential of Moringa oleifera as a sustainable feed
resource for small ruminants. Recent research has also explored
reproductive biology and methane mitigation, reflecting the search for
more livestock

environmentally sustainable

&aps

standardization and the economic impacts of its use in production

systems. However,

important remain, particularly regarding methodological
systems. Overall, the findings demonstrate the growing scientific
relevance of Moringa oleifera and identify key areas for future research

and practical application in sheep and goat farming.

Abstract

The multifunctionality of Moringa oleifera is widely recognized; however,
its application in small ruminant production remains limited. This study
aimed to analyze research trends, scientific structures, and knowledge
gaps related to the use of Moringa oleifera in sheep and goat production

' Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Ruminants [ISSN: 2673-933X] e
encontra-se em avaliagao para publicagao.
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through a bibliometric approach. A total of 166 articles published
between 2000 and 2025 were retrieved from the Scopus database and
analyzed using VOSviewer and bibliometrix (R). Data mining identified
contributions from 37 countries, 677 authors, and 202 institutional
affiliations across 17 subject areas and 93 journals. Publication output
increased markedly after 2020, with India, Egypt, and Mexico leading
scientific production. Keyword co-occurrence analysis revealed animal
nutrition and productive performance as the main research themes, with
recent expansion toward reproductive biology and enteric methane
mitigation. A. E. Kholif and G. A. Gouda were the most cited authors.
Bibliographic coupling analysis identified four thematic clusters,
indicating disciplinary expansion beyond traditional animal science.
Important gaps remain regarding the economic impacts of Moringa
oleifera use and the standardization of preparation methods, including
plant parts, extraction procedures, solvents, and dosages.

Keywords: Animal nutrition; Functional feed; Goats; Methane
mitigation; Sheep

1. Introduction

The Moringa oleifera (MO) is a multifunctional plant recognized for
its high nutritional value and the presence of bioactive compounds with
antioxidant, antimicrobial, antiparasiticc and anti-inflammatory
properties [1, 2]. Its potential as a functional feed additive has attracted
increasing interest in small ruminant production, with studies reporting
effects on nutrient utilization, ruminal fermentation, milk quality, meat
quality, reproductive performance, and enteric methane mitigation [3-7].
This growing scientific interest reflects the search for nutritional
strategies capable of improving productive efficiency and sustainability
in sheep and goat production systems. However, despite the expansion
of research, the available evidence remains methodologically
fragmented, limiting the consolidation of current knowledge.

In vivo evidence in sheep and goats is still limited compared with
the broad claims derived from in vitro and in situ studies. Published
studies exhibit considerable heterogeneity regarding the plant parts
used, extraction methods, and dosage protocols. This methodological
fragmentation is evidenced by the use of different MO forms, including
leaf meal, aqueous extract, defatted seed meal, root bark, and forage
mixtures[7-13], applied across different species, breeds, inclusion levels,
and experimental designs, making comparisons among studies
methodologically challenging. The diversity of response variables
investigated further intensifies this limitation, hindering the
identification of consistent trends and the formulation of practical
recommendations. Despite the progressive increase in the number of
publications, no systematic bibliometric mapping of this field has yet
been conducted.
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Bibliometric analyses provide quantitative tools to identify research
trends, collaboration networks, thematic clusters, and knowledge gaps
that are often not evident through narrative reviews [14]. The software
VOSviewer has been widely used for this purpose in animal science and
related fields [15-17]. In this context, bibliometric approaches may
contribute to a broader understanding of the structure and evolution of
research involving MO in small ruminant production.

Therefore, this study aimed to analyze the structure, evolution, and
trends of the global scientific production related to MO in the nutrition,
health, and production of sheep and goats through bibliometric analyses
of authorship, citation patterns, institutional affiliations, journals,
countries, keyword co-occurrence, co-citation, and bibliographic
coupling. Specifically, this study sought to answer the following
questions: (i) How has the number of publications on this topic evolved?
(ii) Which journals, authors, and geographic regions are the most
influential in the field? and (iii) Which knowledge gaps and future
research directions emerge from the analysis of the scientific corpus?

2. Materials and Methods

The literature search was conducted on January 10, 2026, using the
following keyword combination: Title-Abs-Key ("Moringa oleifera" OR
"Moringa olifera” OR "M. oleifera” OR "Moringa") AND Title-Abs-Key
("sheep” OR "ewe" OR "lamb*' OR "ovine" OR "ram" OR "goat*" OR
"caprine") AND NOT Title ("Moringa peregrina®" OR "Moringa
stenopetala” OR "Meta-analysis" OR "review"). Although searches across
multiple databases are increasingly recommended, previous studies
have demonstrated a high overlap in coverage between Scopus and Web
of Science [18]. Furthermore, Scopus provides broader multidisciplinary
and international journal coverage, supporting its exclusive use in the
present study. Only original research articles published in English
between January 1, 2000, and December 31, 2025, with DOI and declared
keywords, were included according to the criteria detailed in Figure 1
[19]. The selected time frame was established because publications
related to the topic were nearly nonexistent before 2000. Reviews and
meta-analyses were excluded because they do not directly represent
primary experimental data related to the investigated topic.

After applying the filters, 166 articles were selected and exported as
a CSV file. This file was subsequently analyzed and mapped using
VOSviewer (version 1.6.20) [15].

Following data importation, the files were cleaned using the text
spreadsheet editor files thesaurus_authors and thesaurus_terms,
according to the VOSviewer manual. This process included
standardization of author names (e.g., “Pifieiro-Vazquez A.T.” and
“Pifieiro-Vazquez A.” unified as “Pifieiro-Vézquez A.T.”; “El-ghandour
MM.Y.” and “Elghandour M.M.” unified as “Elghandour M.M.Y.”),
keyword harmonization (singular and plural forms, such as
“anthelmintics” standardized to “anthelmintic”, and synonymous terms
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such as “ewe’s” and “goat’s” standardized to “ewe” and “goat”,
respectively), and unification of institutional affiliation names to
generate bibliometric maps based on the selected data types [15].

ﬂ_‘\

Scopus= research field Article title, Abstract Keywords: "Moringa oleifera” OR "Moringa
olifera "OR "M. oleifera "OR Moringa AND (another field of research)= Article titte, Abstract,
Keywords: "sheep OR “ewe* OR lamb* OR ovine OR ram OR goat* OR caprine” AND NOT
(another field of research)= Article title:  Moringa peregrind” OR “Moringa stenopetala” OR

“Meta-analysis” OR review

Search period = January 1, 2000 to December 31, 2025. Extraction
date= January 10, 2026

. 4

Identified articles (7= 240) ]
1

1 1

Article Exclusion Criteria
Not published in English
Document type other than an article
Articles "in press”
No keywords
No author(s) or organization names and
no DCI
Retracted articles

L

[Inclusion of only original articles (7= 170) ] { Book chapter, Conference paper, Review J

and Editorial (n= 70)

No DOI excluded (n= 2)
No keywords excluded (2)
(n= 166)

Identification

Article Inclusion Criteria
Published from 2000 to 2025
Publication status "final” in journal
Published only in periodicals
Complete information about the authors
Focus on MO exclusively or involving
another plant for comparative purposes

Screening

‘ Title and abstract of documents, year of

[Data extracted from the database (n= 166) publication, name(_s) .Of the_ aL!tho_r(s),

country and organization or institutional

affiliation of each author, keywords,

document numbers and their respective
] citations, and journal names.

[ Extraction format= CSV Microsoft Excel

3

Article selected for bibliometric analysis
(n=166)

[lnclusion} [ Eligibility ]

Figure 1. PRISMA flow diagram for bibliographic search and screening.

Bibliographic coupling occurs when two different works (original
scientific articles) cite a third work, whereas co-citation occurs when two
separate documents are jointly referenced by a third document [20].
Similar to bibliographic coupling, co-citation is considered a measure of
semantic similarity among documents based on citation analysis [21].

In the generated network maps, node size reflects the frequency of
occurrence, colors indicate membership within algorithmically defined
clusters, and edge thickness represents the strength of the links between
elements, following the standard methodology of VOSviewer [15].

Links, or total link strength, represent the number of times that
terms (authors, citations, co-citations, affiliations, and keyword co-
occurrences) appear together within the same article. The stronger the



24

connection between two terms, the more frequently they co-occur,
indicating a possible relationship between concepts [20, 22, 23]. The
figure illustrating the temporal evolution of authors’ scientific
production was generated using the Biblioshiny package from the
bibliometrix library in RStudio version 2026.04.0+526 [24].

VOSviewer is a software tool designed for the construction and
visualization of bibliometric maps. Fractional counting was applied, in
which each document receives a fractional unit according to the number
of co-authors. The methodological foundations of bibliometric analysis,
including the construction of co-authorship, co-citation, and keyword
co-occurrence maps, are described in detail by Donthu et al. [14] and van
Eck and Waltman [15, 22].

3. Results
3.1. Research Trend Analysis

A total of 166 original articles on the use of Moringa oleifera in small
ruminants, including sheep and goats, were retrieved from the Scopus
database between 2000 and 2025. All documents were published in
English. Overall, 677 authors from 37 countries contributed to the
scientific literature on the use of MO in sheep and goat production,
distributed across 93 journals. These authors were affiliated with 202
different institutions, generating 370 keyword co-occurrences, 17 subject
areas, and 2,712 citations.

No articles related to the research topic were published in the
Scopus database in 2000, 2001, 2007, or 2008. Furthermore, before the
adopted time frame (before 2000), no eligible publications meeting the
applied search criteria were identified. Although the expansion of MO
research in other scientific fields has been widely documented since the
early 2000s, studies involving sheep and goats are relatively recent and
became predominantly concentrated between 2020 and 2025. In addition,
articles published in 2012 received the highest citation counts (Figure 2).
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Figure 2. Temporal evolution of annual scientific production and total citation
counts related to the use of Moringa oleifera in sheep and goat research between

2000 and 2025, based on bibliometric analysis of publications indexed in Scopus.

Among the 17 identified subject areas, agriculture and biological
sciences accounted for the largest proportion of studies involving MO in
sheep and goats (41.9%), followed by veterinary science (28.7%),
biochemistry, genetics, and molecular biology (4.5%), environmental
science (4.2%), medicine (3.4%), and immunology and microbiology
(2.6%). The remaining subject areas represented 14.7% of the
publications (Supplementary Figure S1).

3.2. Country Participation in Research on the Use of MO in Sheep and Goats

Global research participation by country revealed that 37 countries
published original articles on the use of Moringa oleifera in sheep and
goat production. India (44 publications), Egypt (32), Mexico (19),
Indonesia (17), and Saudi Arabia (13) were the countries with the highest
number of publications.

In terms of total citations, Egypt ranked first with 832 citations,
followed by South Africa (592), India (398), the United States (366), and
Mexico (352). South Africa (59.20) and the United States (52.29) showed
the highest average citations per publication, whereas India recorded an
average of 9.05 citations per publication (Table 1).

Table 1. The 15 leading countries with the highest number of publications on the
use of Moringa oleifera in sheep and goat research.

Country TP TC TLS MCP
India 44 398 10 9.05

Egypt 32 832 25 26.00
Mexico 19 352 18 18.53
Indonesia 17 72 2 4.24

Saudi Arabia 13 229 5 17.62
Nigeria 11 238 5 21.64
South Africa 10 592 1 59.20
Brazil 8 42 5 52.29
United States 7 366 11 52.29
Spain 6 144 9 24.00
China 5 81 3 16.20
Tunisia 4 73 6 18.25
Ghana 4 26 2 6.50

New Zealand 4 11 4 2.75

Tanzania 3 86 1 28.67

TP: total publications; TC: total citations; TLS: total link strength; MCP: mean

citations per publication.

Regarding total link strength (TLS), Egypt (25), Mexico (18), and the
United States (11) exhibited the strongest international research
connections. Despite its high number of publications, India showed a
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relatively low TLS value (10). In contrast, South Africa presented a high
mean citation rate per publication and a low TLS value (1), indicating
limited international collaboration. The strongest international
cooperation links were observed among Egypt, Saudi Arabia, and the
United States (Figure 3).

nigeria I Cluster 1
I Cluster2
I Cluster 3

inﬁia
china
e@t

spain
saudiarabia

unitedistates

breiil #, vosviewer
Figure 3. International collaboration network among countries with at least five
publications on the use of Moringa oleifera in sheep and goat research. Node size
represents publication volume, line thickness indicates collaboration strength
between countries, and colors denote collaboration clusters identified by

VOSviewer.

3.3. Participation of Institutions and Affiliations in Research on the Use of MO
in Sheep and Goats

The number of publications and citations by institutions is
presented in Table 2. A total of 202 institutions/affiliations contributed to
research involving Moringa oleifera in sheep and goats, of which 23
institutions published at least four articles.

Table 2. Representation of the leading institutions with at least four original

research articles published on the use of Moringa oleifera in sheep and goat

research.

Most Productive Organizations TP TC TLS MCP
National Research Centre 21 672 33 32.00
Universidad Autonoma del Estado de México 8 264 23 33.00
Central Institute for Research on Goats 8 157 6 19.63
Agriculture Research Center 6 74 15 1233
Tecnoloégico Nacional de México 6 50 14 8.33
King Saud University 5 145 4 29.00
Alexandria University 5 114 11 22.80



27

Most Productive Organizations TP TC TLS MCP
Universidad Autonoma de Ciudad Juarez 5 72 8 14.40
King Faisal University 5 70 2 14.00
Ma.haraéhtra Animal & Fishery Science 5 . 6 140
University

West BeITgal University of Animal and 4 123 10 3075
Fishery Sciences

Universidad Autéonoma de Guerrero 4 95 13 23.75
Central Sheep and Wool Research Institute 4 67 3 1675
Cairo University 4 66 6 16.50
University of Pretoria 4 64 1 16.00
Desert Research Center 4 55 6 13.75
Ladoke Akintola University of Technology 4 52 2 13.00
Federal University of Technology 4 44 6 11.00
UFERSA 4 39 9.75
UFRPE 4 38 9.50
National Dairy Research Institute 4 35 8.75
Evangelical Presbyterian University College 4 26 6.50
University of Ghana 4 26 6.50
Massey University 4 11 2.75
University of Fort Hare 3 492 164.00

TP: total publications; TC: total citations; TLS: total link strength; MCP: mean
citations per publication; UFERSA: Federal Rural University of the Semi-Arid;
UFRPE: Federal Rural University of Pernambuco.

The National Research Centre was the institution with the highest
scientific output, totaling 21 documents, followed by Universidad
Auténoma del Estado de México and Central Institute for Research on
Goats, both with eight publications. Agriculture Research Center and
Tecnoloégico Nacional de México completed the group of the five most
productive institutions.

The National Research Centre also recorded the highest total
number of citations (672), whereas Universidad Autéonoma del Estado de
México showed the highest mean citation rate per publication (33.0).
Among the institutions with at least four published articles, five were
located in Egypt, four in Mexico, and four in India. Saudi Arabia,
Nigeria, Brazil, and Ghana each contributed two institutions, while
South Africa and New Zealand contributed one institution each.

The highest total link strength (TLS) values were observed for the
National Research Centre, Agriculture Research Center, and
Universidad Auténoma del Estado de México. Among Brazilian
institutions, universities from the Northeast region were the most
prominent.

3.4. Journal Participation in Research on the Use of MO in Sheep and Goats

Publications related to Moringa oleifera in sheep and goat research
were distributed across 93 journals. Among these, 15 journals published
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at least three original articles, whereas 13 journals published two articles
each and 65 journals published only one original article.

The journals with the highest number of publications were Tropical
Animal Health and Production, with nine documents, followed by
Livestock Research for Rural Development and Animals, both with
seven publications. Agroforestry Systems and Advances in Animal and
Veterinary Sciences each published six articles (Table 3).

Table 3. Representation of the 15 leading journals (minimum of three
publications) publishing original research articles on the use of Moringa oleifera in

sheep and goat research.

Journals IF TP TC FLS MCP

Tropical Animal Health and Production 1.70 9 136 37 15.11
Livestock Research for Rural Development 0.50 7 96 4 13.71
Animals 2.70 7 95 52 13.57

Agroforestry Systems 2.00 6 134 26 22.33

Advances in Animal and Veterinary Sciences 0.22 6 46 26 7.67
Indian Journal of Animal Sciences 0.19 6 12 6 2.00
Small Ruminant Research 1.60 5 314 58 62.80

Indian Journal of Small Ruminants - 5 6 13 1.20
Veterinary Practitioner 0.13 5 0 0 0.00

Animal Feed Science and Technology 2.50 3 205 27 68.33
Livestock Science 1.80 3 149 24 49.67

Frontiers in Veterinary Science 2.60 3 25 10 8.33
Indian Journal of Animal Research 0.5 3 8 2.67
Tropical Agriculture 0.20 3 0 2.33

Indian Journal of Animal Production and i 3 1 4 033

Management

TP: total publications; TP: total publications; TC: total citations; TLS: total link

strength; MCP: mean citations per publication.

Regarding mean citations per publication, the most prominent
journals were Meat Science (226.5), International Journal f Food Science
and Technology (112.0), Animal (83.0), Animal Feed Science and
Technology (68.3), and Small Ruminant Research (62.8). Journals
published by Elsevier exhibited the highest mean citation rates per
publication.

The dispersion of 166 publications across 93 journals highlights the
broad thematic distribution of the scientific literature. Among the 15
leading journals, six had an impact factor below 1.0, and two did not
present an impact factor. Together, these journals accounted for 37 of the
166 published articles on the topic.

Citation analysis of sources identified 93 journals. The minimum
number of documents required for a source was set at two, and the
minimum number of citations per source was set at one. A total of 28
journals met these thresholds out of the 93 identified sources.
Visualization weighting in VOSviewer was alternately defined by the
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number of documents (Figure 4a), total citations (Figure 4b), total link
strength (Figure 4c), and temporal evolution of publications (Figure 4d).
The maximum number of displayed lines was reduced from 1000 to 200
to improve network visualization clarity. Overall, six clusters, 95 links,
and a total link strength of 153 were identified.

The clusters were distinguished by six different colors: red, green,
blue, yellow, purple, and light blue. Tropical Animal Health and
Production (red cluster) was the most productive journal, with nine
published documents (Figure 4a). In terms of total citations, Meat
Science (TC: 453) and Small Ruminant Research (TC: 314) showed the
highest values (Figure 4b). The highest total link strength values were
observed for Small Ruminant Research (TLS: 58), Animals (TLS: 52), and
Tropical Animal Health and Production (TLS: 37) (Figure 4c). Temporal
analysis revealed that Meat Science, Small Ruminant Research,
Agroforestry Systems, and Animal Feed Science and Technology have
not published new studies on the topic since 2012-2014, a pattern also
observed for Livestock Research for Rural Development after 2012
(Figure 4d).
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Figure 4. Citation analysis of journals contributing to research on the use of
Moringa oleifera in sheep and goat studies, generated using VOSviewer software,
considering journals with a minimum of two publications, according to (a) total
number of documents, (b) total citations, (c) total link strength, and (d) temporal
evolution of journal publications. Node size represents journal relevance within
the network, colors indicate citation clusters, and line thickness reflects the

strength of citation relationships among journals.
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The bibliographic coupling analysis of sources identified, among
the 93 journals, those with the highest degree of interconnection
throughout the analyzed period. The minimum number of documents
required for a source was set at two, and the minimum number of
citations per source was set at one. A total of 28 sources met these
thresholds out of the 93 identified journals. For each of the 28 journals,
the total strength of bibliographic coupling links with other journals was
calculated, and the journals with the highest total link strength were
selected. In VOSviewer, the visualization weighting was changed from
documents to citations. The minimum link strength was set to 20, and
the maximum number of displayed lines was reduced from 1000 to 200
to improve network visualization clarity. Overall, four clusters, 294
links, and a total link strength of 2,397 were identified. The clusters were
distinguished by four different colors: red, green, blue, and yellow
(Figure 5).

The red cluster grouped journals with broad thematic coverage,
including Meat Science (Elsevier), Tropical Animal Health and
Production (Springer Nature), and Animals (MDPI), whose publications
on Moringa oleifera encompass foliar antioxidants, meat and milk
quality, semen cryopreservation, and methane mitigation in sheep and
goats.

The green cluster included the three most influential Elsevier
journals in the field: Small Ruminant Research, Animal Feed Science and
Technology, and Livestock Science. The dominant thematic axis was the
use of MO as an alternative protein source and modulator of ruminal
fermentation, which is consistent with the higher mean citation rates per
publication observed for these journals in the performance analysis.

The blue cluster, composed of Animal Production Science (CSIRO),
Indian Journal of Small Ruminants, and Indian Journal of Animal
Research, highlights the relative autonomy of South Asian scientific
production within the field, with emphasis on dietary supplementation,
productive parameters, and seminal quality in goats. This grouping is
consistent with the low international link strength observed for India in
the country-level analysis.

The yellow cluster includes the AMB Express (Springer Nature),
Journal of Cleaner Production (Elsevier), and Environmental Science and
Pollution Research (Springer Nature), journals associated with
environmental science and biotechnology. Publications within this
cluster focused on greenhouse gas mitigation and in vitro ruminal
fermentation involving MO in ruminants. This grouping suggests that
research on MO in small ruminants is expanding beyond the
disciplinary boundaries of animal science, attracting audiences from
sustainable livestock production and environmental engineering.



Author

31

journal of cleaner production I Cluster2
amb express I Cluster3
[ Cluster 4
journal of advancedwetgrinary research )
animal feed scn@and technology
reproduction indomestic animals tropicabagriculture
ar‘ls i
w ’
frontiers in veterinary science . A
small ru research
advances in animal agid veterinary sciences
tropical animal h‘ and production . asroforestiy systems
¥ Iivesto@cience
west african journal of applied ecology

ARl s sgroforesty revista mexicana de clencias pecuarias

animal produgtion science Indian journal of animal sciences

astan Journal of daify andfood research

{%E,VOSwewer

v indian journal of animal plé@iction and management
Figure 5. Bibliographic coupling network of journals publishing research on the
use of Moringa oleifera in sheep and goat production systems. Each node
represents a journal, node size reflects citation impact, colors indicate thematic
clusters identified by VOSviewer, and line thickness represents the strength of
bibliographic coupling between journals based on shared references. Journals
positioned closer together exhibit greater thematic similarity and stronger
intellectual connectivity within the field.

3.5. Authorship in Research on the Use of MO in Sheep and Goats

A total of 677 authors were identified in studies involving the use of
Moringa oleifera in sheep and goat research. Temporal analysis of
scientific production demonstrated an irregular distribution of author
activity throughout the analyzed period, characterized by predominance
of occasional publications and low annual recurrence (Figure 6).
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Figure 6. Temporal evolution of the scientific production of the most productive
authors on the use of Moringa oleifera in sheep and goats between 2000 and 2025,
generated using the Bibliometrix package (Biblioshiny interface) in R software.
Circle size represents annual publication volume, while color intensity reflects

the temporal distribution of scientific productivity among authors.
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A restricted group of authors, including A. E. Kholif, G. A. Gouda,
and T. A. Morsy, showed greater publication consistency between 2018
and 2022. These authors concentrated the highest annual publication
outputs, as indicated by the larger circles shown in Figure 6.

An increase in the number of active authors was also observed after
2020. More recent publications presented lower annual citation counts, a
pattern associated with their shorter exposure time within the scientific
literature.

A. E. Kholif and G. A. Gouda, both affiliated with the National
Research Centre, were the most cited authors, with 525 and 518 citations,
respectively. They were followed by P. J. Masika, B. Moyo, and V.
Muchenje, all from the University of Fort Hare, with 492 citations each
(Table 4).

Table 4. The 20 most cited authors in research on the use of Moringa oleifera in

sheep and goat studies.

Authors Country Affiliation H-Indext TP TC FLT MCP
Kholif A.E. Egypt National Research Centre 41 10 525 44 525
Gouda G.A. Egypt National Research Centre 13 9 518 40 576
Masika P.J.  South Africa University of Fort Hare 28 3 492 10 164.0

Moyo B. South Africa University of Fort Hare 10 3 492 10 164.0

Muchenje V.  South Africa University of Fort Hare 39 3 492 10 164.0
OyedemiS.  South Africa University of Fort Hare 18 2 454 8 2270
Morsy T.A. Egypt National Research Centre 20 9 380 43 422

Salem AZM.  Mexico ~ Uriversidad Autbnomadelstadode 0 g 5 5 539

Meéxico
Anele UY. United States  \Orth Carolina Agricultural and 23 3219 11 730
Technical State University

Galyean M.L. United States Texas Tech University 48 3 219 11 73.0

Hugo A. South Africa University of Free State 31 1 202 5 2020

Qwele K. South Africa University of Fort Hare - 1 202 5 2020
Verma A K. India Central Institute for Research on Goats 18 3 148 15 493

Abdoun K.A. Saudi Arabia King Saud University 18 5 145 24 290
Babiker E.E. Saudi Arabia King Saud University 45 5 145 24 290
Olagfhan Nigeria University of Abuja 19 3 142 15 473
Ghafoor K. Saudi Arabia King Saud University 45 4 141 16 353

Kholif A.M. Egypt National Research Centre 15 2 141 7 705

Das A K. ndia Indian Council of Agricultural 30 b 134 12 670

Research
Rajkumar V. India Central Institute for Research on Goats 44 1 133 6 66.5

Global h-index for each author, based on Scopus profiles at the time of data
extraction (January 10, 2026); TP: total publications; TC: total citations; TLS: total
link strength; MCP: mean citations per publication.

The co-authorship analysis, considering authors with at least two
publications, grouped researchers into five clusters. A. E. Kholif, G. A.
Gouda, T. A. Morsy, and A. Z. M. Salem exhibited the strongest
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collaboration links among authors. Co-authorship relationships were
observed since the early years of research on Moringa oleifera in sheep
and goats and remained active through 2025 (Figure 7a).

Most authors remained scientifically active in recent years,
particularly researchers affiliated with Egyptian and Mexican
institutions (Figure 7b).
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Figure 7. Co-authorship network of authors with a minimum of two publications
on the use of Moringa oleifera in sheep and goat research, generated using
VOSviewer software. The network visualization illustrates collaborative
relationships among authors based on average annual scientific production
between 2000 and 2025. Node size represents author productivity, colors indicate
collaboration clusters, and line thickness reflects the strength of co-authorship

links between researchers (a, b).

The most cited articles are presented in Table 5. Studies
investigating the antioxidant potential of Moringa oleifera leaves using
aqueous and acetone extracts, as well as their application in goat diets,
received the highest number of citations (252). These were followed by
studies evaluating the antioxidant potential, chemical composition, and
fatty acid profiles in meat from goats supplemented with MO leaves,
sunflower cake, and grass hay, which collectively received 202 citations.

Table 5. Top 15 most cited articles on the use of Moringa oleifera in sheep and
goat research.

Authors Journal DOI TC MCP
[25] Meat Sci 10.1016/j.meatsci.2012.02.029 252 19.3
[26] Meat Sci 10.1016/j.meatsci.2012.11.009 202 16.8
[10]  Small Ruminant Res 10.1016/].sm;g(r;mres.zolao 129 12.9

10.1111/.1365-

[27] JEST 2621.2011.02881.x 1991
(28] Anim Feed Sci Tech 10.1016/j.anif<;<;dsci.2016.04.0 102 113
[29] Animal 10.1017/51751731117002336 87 12.4
[8] Small Ruminant Res 10'1016/80921?488(02)00178_ 78 34
[30] Livest Sci 10.1016/j.livsci.2016.11.010 76 9.5

[11] Small Ruminant Res 10.1016/j.smallrumres.2017.1 64 9.1



[31]
[32]

[12]

[33]
[34]

9]

Livest Sci
Int. J. Vet. Sci. Med.

Anim Feed Sci Tech

Agrofor. Syst
Agrofor. Syst

Anim Feed Sci Tech

0.014
10.1016/j.1ivsci.2015.07.011
10.1016/j.ijvsm.2017.02.001

10.1016/j.anifeedsci.2017.11.0
21
10.1007/s10457-018-0292-9
10.1023/A:1021396629613
10.1016/j.anifeedsci.2008.07.0

58
55

53
51

50

34

6.3
7.2

7.8

8.8
2.2

3.1

07

TC: total citations; MCA: mean citations per publication per year.

Research involving MO leaf meal as a protein source for lactating
goats received 129 citations. Studies examining the use of MO leaf
extract as a natural antioxidant to reduce lipid peroxidation in cooked
goat meat hamburgers recorded 119 citations. In addition, investigations
evaluating MO leaf meal in goat diets accumulated 102 citations,
completing the five most cited studies in the field.

3.6. Author Co-Citation Network in Research on the Use of MO in Sheep and
Goats

The author co-citation network presented a total link strength (TLS)
of 52,639, considering authors with a minimum of 30 citations. Under
this criterion, 26 authors reached the established threshold and were
distributed into four distinct clusters (Figure 8).
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Figure 8. Author co-citation network considering a minimum threshold of 30
citations in research on the use of Moringa oleifera in sheep and goats, generated
using VOSviewer software. Node size represents the citation relevance of each
author, colors indicate co-citation clusters, and line thickness reflects the strength

of co-citation relationships between authors within the scientific network.
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Among the most co-cited authors, A. E. Kholif (cluster 3, blue), A. Z.
M. Salem (cluster 4, yellow), H. P. S. Makkar (cluster 1, red), and V.
Muchenje (cluster 2, green) were the most prominent co-cited authors.
The strongest link was observed between A. E. Kholif and A. Z. M.
Salem (TLS = 655).

The distribution of authors across different clusters demonstrates
the existence of multiple thematic nuclei within the literature on
Moringa oleifera applied to sheep and goat production. Despite the
relatively small number of highly co-cited authors, a high degree of
connectivity was observed among the leading researchers in the field.

3.7. Co-Occurrence Analysis of Author Keywords on the Use of MO in Sheep
and Goat Production

Among the 370 keywords identified in the literature, 25 reached the
minimum threshold of six occurrences (Figure 9a). The analysis resulted
in a total link strength (TLS) of 3,336, with “Moringa oleifera” presenting
the highest TLS value (312). Other prominent keywords included
digestibility (25), growth performance (23), goat (21), rumen
fermentation (16), antioxidant (15), Moringa (14), blood metabolites (13),
sheep (11), milk (10), and anthelmintic (10) (Supplementary Table S1).

The most frequent keywords became more prominent after 2015.
Terms such as antimicrobial, anthelmintic, cryopreservation, methane
production, ram, and Moringa oleifera leaf extract showed greater
occurrence from 2025 onward (Figure 9b).
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Figure 9. Network visualization of author keywords with a minimum threshold
of six co-occurrences (a) and overlay visualization with temporal trend analysis
(b) in publications related to the use of Moringa oleifera in sheep and goat
research, generated using VOSviewer software. Node size represents keyword
occurrence frequency, colors indicate thematic clusters or average publication
year, and line thickness reflects the strength of co-occurrence relationships

among keywords within the scientific literature.
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The results demonstrated a predominance of studies related to
animal nutrition, productive performance, ruminal metabolism,
physiological parameters, and the antioxidant and antimicrobial effects
of the plant. Keywords such as digestibility, growth performance, and
rumen fermentation were mainly associated with studies on feed
efficiency and ruminal fermentation, whereas antioxidant, blood
metabolites, and anthelmintic were linked to functional and therapeutic
investigations.

The keywords were grouped into four distinct clusters (Figure 9a),
defined based on relativity and similarity indices, as detailed in Table 6.

Table 6. Main keywords, clusters, and research themes related to the use of

Moringa oleifera in sheep and goat studies.

Cluster Color

Main

Main Keywords  Related Research Studies
Authors

1 Red

2 Green

3 Blue

4 Yellow

digestibility, growth performance,Use of Moringa oleifera leaf extracts or silage on feed

intake, lamb, moringa oleifera leafintake, digestibility, nutrient utilization, productive [9], [35], [36],
extract,  nutrient  composition,performance, meat tenderness, and fatty acid [25, 37], [7]
sheep, small ruminants composition in lambs and goats.

Bioactive effects of MO leaves on fresh and
cryopreserved semen characteristics, antioxidant
activity, antimicrobial effects, and anthelmintic
properties.

Effects of leaf extracts on plasma and milk biochemical
indicators, milk production, milk composition and [44], [45],

anthelmintic, antimicrobial,
antioxidant, cryopreservation,

[32], [38],
[39], [40, 41],

moringa, ram [42], [43]

blood  metabolites, goat, milk

moringa oleifera "fatty acid profile in goats, as well as blood parameters, [46], [33],
production, composition, and fatty acid profile in[10], [47], [48]
sheep.

Modulatory effects of MO on thermal tolerance

methane production, milkparameters, lactation performance, ruminal [49], [30],

production, rumen fermentation ~ fermentation, and enteric methane emissions in sheep[50], [51], [52]
and goats.

Cluster one (red) concentrated terms related to the use of leaf
extracts or silage of Moringa oleifera and their effects on digestibility,
productive performance, carcass characteristics, meat quality, and fatty
acid composition in goats and lambs.

Cluster two (green) included studies associated with the
antioxidant and anthelmintic effects of Moringa oleifera, as well as its
applications in cryopreservation, semen quality, and reproductive
performance of small ruminants.

Cluster three (blue) grouped keywords related to the bioactive
compounds present in Moringa oleifera leaves and seeds and their effects
on milk production, milk composition, fatty acid profiles, and blood
parameters in sheep and goats.

Cluster four (yellow) was associated with the use of the plant as a
feed additive, ruminal fermentation, greenhouse gas emissions, and
methane production in sheep and goat systems.
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4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first bibliometric analysis
focused exclusively on the use of Moringa oleifera in sheep and goats. The
marked growth observed after 2020, with 72.9% of publications
concentrated within the last five years, is consistent with the expansion
pattern documented in broader bibliometric analyses of MO [53-56], in
which scientific production also accelerated during the 2020s, partly
driven by the increasing demand for sustainable alternatives to
conventional feed additives and antibiotic growth promoters [12, 57].

India’s leadership in publication volume (44 articles; 26.5% of the
total), combined with a low mean citation rate per publication (9.05
MCP) and limited international collaboration strength (TLS = 10), reflects
a pattern reported in other agricultural science fields: high regional
productivity with limited integration into global scientific networks [58].
In contrast, Egypt accumulated the highest total citations (832 TC) and
the strongest international collaboration links (TLS = 25), largely driven
by the National Research Centre, which alone accounted for 21 articles
and 672 citations. This pattern can be largely attributed to the prolific
and collaborative output of A. E. Kholif and G. A. Gouda. South Africa,
despite contributing only ten publications, exhibited the second-highest
mean citation rate per publication (59.20 MCP) and almost no
international collaboration (TLS = 1), indicating that the contributions of
P. J. Masika, B. Moyo, and V. Muchenje exert disproportionate influence
relative to the size of the group, although remaining relatively isolated
from broader international co-production networks.

The dispersion of publications across 93 journals, of which 65
published only a single article on the topic, indicates regionalization and
low consolidation of the field. The predominance of low-impact journals
among the most productive outlets, six of the fifteen leading journals
had an impact factor below 1.0, and two lacked Journal Citation Reports
indexing, suggests that much of the scientific production has not yet
reached high-impact international audiences. In contrast, Elsevier
journals such as Meat Science, Small Ruminant Research, and Animal
Feed Science and Technology, despite publishing relatively few articles
on the specific topic, accumulated the highest mean citation rates (226.5,
62.8, and 68.3 MCP, respectively), reinforcing the well-established
association between editorial prestige and citation accumulation [59],
although this relationship is not strictly linear. The editorial inactivity
observed in these high-impact journals since 2012-2014, contrasted with
the sharp increase in publications in lower-impact journals after 2020,
may indicate both a geographic democratization of scientific production
and may suggest heterogeneous methodological quality among recent
publications, a hypothesis that requires complementary qualitative
investigation.

The bibliographic coupling analysis of sources complements this
perspective by revealing that the 28 journals with sufficient
interconnection to form networks were grouped into four clusters with



38

distinct thematic profiles. The red cluster, led by Meat Science, Tropical
Animal Health and Production, and Animals, concentrated studies on
antioxidants, meat and milk quality, semen cryopreservation, and
methane mitigation, reflecting the thematic diversity of widely
circulated journals in the field. The green cluster, composed of Small
Ruminant Research, Animal Feed Science and Technology, and
Livestock Science, grouped the most prestigious Elsevier journals in the
field, whose dominant thematic axis was the use of MO as a protein
source and modulator of ruminal fermentation in sheep and goats,
consistent with their higher mean citation rates identified in the
performance analysis. The blue cluster, formed predominantly by South
Asian journals such as Indian Journal of Small Ruminants and Indian
Journal of Animal Research, together with Animal Production Science,
highlighted the relative autonomy of South Asian scientific production
within the field, focusing on nutrition, productive performance, and
seminal quality, a pattern consistent with India’s low international link
strength identified in the country analysis. The yellow cluster,
integrating AMB Express, Journal of Cleaner Production, and
Environmental Science and Pollution Research, signaled the emergence
of MO as a topic of interest within environmental science and
biotechnology journals, particularly in the context of greenhouse gas
mitigation. This pattern suggests that research involving MO in small
ruminants is expanding beyond the traditional disciplinary boundaries
of animal science, attracting audiences from environmental engineering
and agricultural sustainability, thereby increasing the field’s potential
impact and visibility while also requiring attention to maintain the
methodological rigor characteristic of experimental animal studies.

This thematic dissemination structure is partially shaped by the
trajectories of the field’s most influential authors. V. Muchenje is the
only author in the present analysis who also appears among the most
cited researchers in broader bibliometric analyses of MO [54-56, 60, 61],
reflecting his pioneering contributions, together with P. J. Masika and B.
Moyo, to foundational studies on the nutritional composition of MO
leaves and their effects on meat quality and hepatic metabolism in goats
[25, 37]. The fact that all five of the most cited articles involved goats and
were published between 2011 and 2016 indicates that this species served
as the preferred experimental model during the early stages of the field,
contrasting with the more recent expansion of studies involving sheep
after 2015. A. E. Kholif, in turn, exhibited the highest total link strength
among co-cited authors (TLS = 44) and the highest scientific output
within the corpus (10 original articles), with systematic contributions
involving leaf extracts and leaf meal supplementation in dairy goats [10,
11, 28, 29, 33, 47], which explains his central position within the co-
authorship and co-citation networks identified in this study.

The keyword co-occurrence analysis revealed that the field is
structured around five dominant thematic axes: digestibility, growth
performance, rumen fermentation, antioxidant, and blood metabolites,
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which collectively accounted for the highest frequencies and link
strengths. The recent emergence of terms such as cryopreservation, ram,
semen quality, methane production, and moringa oleifera leaf extract,
gaining prominence after 2020, indicates the expansion of the field
toward reproductive biology and enteric methane mitigation as
emerging research lines. In reproductive studies, eleven articles have
been published since 2020 [39, 42, 62-70], focusing on the effects of leaf
extracts on semen cryopreservation in rams and bucks. Regarding
methane mitigation, the available studies indicate promising potential;
however, the existing in vitro findings still require robust in vivo
validation [50, 57, 71, 72], and the heterogeneity of experimental
protocols—including differences in plant parts, solvents, concentrations,
and administration methods—limits direct comparisons among studies
[12, 13].

The present study is limited by the exclusive use of the Scopus
database and English-language publications, which may have excluded
regionally indexed studies and non-English scientific outputs.

Important gaps remain and deserve priority attention, including the
absence of economic impact analyses regarding the use of MO in small
ruminant production systems; the scarcity of long-term in vivo studies in
sheep; the lack of standardization in extraction and dosage protocols;
and the absence of data concerning the microbiological safety of MO-
enriched animal products. Moringa oleifera has already demonstrated, as
a feed additive, effects comparable to monensin in sheep studies [12, 13],
the ability to partially replace conventional concentrates in goats [10, 11,
28, 29], as well as promising anthelmintic activity against prevalent
gastrointestinal parasites in small ruminants [32, 73-75]. Nevertheless,
the consolidation of this body of evidence into practical
recommendations depends on addressing the methodological gaps
identified herein, particularly regarding the standardization of dosages
and preparation methods as prerequisites for future multicenter
comparative studies.

5. Conclusions

The present bibliometric analysis demonstrates that scientific
production on Moringa oleifera in sheep and goat research, although
numerically modest compared with the broader MO literature, has
expanded markedly since 2020, with 72.9% of the 166 identified articles
published within the last five years. India leads in publication volume,
although with limited international collaboration and relatively low
citation impact, whereas Egyptian authors and institutions, particularly
the National Research Centre, dominate both productivity and citation
networks. Publications are dispersed across 93 journals, many of which
have low impact factors and limited interconnectivity, a pattern that may
reduce the visibility and integration of the field.

The bibliographic coupling analysis of sources identified four
thematic clusters reflecting both the consolidation of Elsevier animal
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science journals as central dissemination channels and the emergence of
environmental science and biotechnology journals as new outlets,
highlighting the interdisciplinary expansion of research on MO in small
ruminants. Keyword clustering revealed animal nutrition and
productive performance as the predominant research domains, with
clear recent growth in reproductive biology, enteric methane mitigation,
and the quality of meat and dairy products. Notably, all five of the most
cited articles in the corpus involved goats and were published between
2011 and 2016, indicating that goats served as the preferred experimental
model during the early stages of the field, contrasting with the recent
expansion of sheep studies observed after 2015.

Important gaps remain regarding economic impact analyses, long-
term in vivo studies in sheep, methodological standardization of plant
preparation and dosage protocols, and the microbiological safety of
animal products enriched with MO. Addressing these gaps will be
essential for consolidating Moringa oleifera as a nutritionally validated
and operationally viable resource in sheep and goat production systems.
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RESUMO

O extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera (EAMO) apresenta elevada
concentracdo de compostos fendlicos, flavonoides e taninos com potencial para
modular a fermentacao ruminal em ruminantes; contudo, estudos in vivo em ovinos
utilizando o extrato na forma de pd sdo escassos. Este estudo avaliou os efeitos de
diferentes concentracbes de EAMO como aditivo dietético sobre o consumo, a
digestibilidade aparente da dieta e os parametros de fermentagdo ruminal em ovinos
Pantaneiros. Doze borregos machos castrados (41,25 + 6,69 kg; 8 meses de idade)
foram distribuidos em delineamento quadrado latino 6 x 6 duplicado, com seis
tratamentos, seis periodos de 19 dias (14 de adaptagcdo e cinco de coleta) e 12
observagdes por tratamento. Os tratamentos consistiram em: controle negativo (dieta
basal sem aditivos); EAMO em p6 nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100 mg/kg de
concentrado; e controle positivo com monensina sddica a 30 mg/kg de concentrado.
Os dados foram analisados por modelo linear misto com contrastes planejados e
ajuste de Sidak. Nenhum dos parametros avaliados diferiu significativamente entre
os tratamentos nas trés areas mensuradas: consumo e digestibilidade, fermentagao

ruminal e parametros metabdlicos. O consumo diario de matéria seca (1,21-1,30

2 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Animal Feed Science and
Technology [Elsevier, ISSN: 0377-8401] encontra-se em avaliagao para publicagao.
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kg/d) e os coeficientes de digestibilidade aparente de MS, Matéria orgéanica, FDN e
FDA nao diferiram entre os tratamentos. O pH ruminal (6,40—6,59) e a concentragao
de nitrogénio amoniacal (17,2-20,3 mg/dL) permaneceram dentro dos intervalos
fisiologicos adequados, sem diferengca entre grupos. As propor¢des molares de
acetato, propionato e butirato e as relagdes derivadas ndo foram afetadas pelos
tratamentos. As concentragdes séricas de glicose, colesterol total, ureia, AST e ALT
permaneceram dentro dos valores de referéncia para a espécie em todos os grupos.
A creatinina urinaria foi menor no tratamento com monensina em relagdo ao
conjunto dos tratamentos com EAMO (P=0,05). Conclui-se que o EAMO, nas doses
avaliadas, ndo compromete o consumo voluntario e apresenta perfil metabdlico
seguro até 100 mg/kg de concentrado, mas nado exerceu efeito modulador

mensuravel sobre a fermentagao ruminal de ovinos em condi¢cdes de mantenca.

Palavras-chave: Moringa oleifera; compostos fendlicos; digestibilidade; fermentacao

ruminal; ionéforo; ovinos.

1. Introdugao

A busca por estratégias nutricionais capazes de otimizar a eficiéncia alimentar e o
desempenho produtivo de ruminantes tem se intensificado nas ultimas décadas,
impulsionada pela necessidade de sistemas de produgdo mais sustentaveis e com
menor dependéncia de aditivos sintéticos. A modulagado do ecossistema microbiano
ruminal é reconhecida como mecanismo central para aumentar o aproveitamento de
nutrientes e reduzir perdas metabdlicas, particularmente a emissdo de metano
entérico, que representa simultaneamente um impacto ambiental relevante e uma
perda energética bruta para o animal (Soltan et al., 2018). Nesse contexto, extratos
vegetais ricos em metabdlitos secundarios tém emergido como moduladores
naturais da fermentagcdo ruminal, com capacidade de atuar de forma multifuncional
sobre a microbiota e o metabolismo do rumen.

Evidéncias crescentes indicam que esses extratos influenciam seletivamente
populacdes microbianas ruminais, modulando o perfil de fermentacao e a eficiéncia
de utilizagao de nutrientes em pequenos ruminantes (Kholif e Olafadehan, 2021). Os

compostos responsaveis por esses efeitos incluem polifendis, terpenos, taninos e
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saponinas, que apresentam atividades antimicrobianas e antioxidantes especificas
sobre determinadas populagdes microbianas (Faniyi et al., 2019). Faniyi et al. (2021)
demonstraram, em ovinos da raca West African Dwarf, que extratos de ervas e
especiarias reduzem a producdo de metano entérico e melhoram as caracteristicas
de fermentagdo ruminal. Esses achados estdo alinhados com revisées que
compilam evidéncias sobre o potencial de extratos vegetais como moduladores da
metanogénese ruminal (Dhanasekaran et al., 2020; Ahmed et al., 2024).

Esses avangos situam os extratos vegetais como alternativas funcionalmente
relevantes a monensina soédica, ionéforo amplamente utilizado como modulador
ruminal, com efeitos documentados sobre a selecdo de bactérias produtoras de
propionato e a redugao da metanogénese entérica (Appuhamy et al., 2013; Cooke et
al., 2024). As consequéncias do uso prolongado da monensina sdo de crescente
interesse cientifico, incluindo seu potencial papel na disseminacdo de resisténcia
antimicrobiana (Carresi et al.,, 2024). A esse fator somam-se as preferéncias do
mercado consumidor por produtos de origem animal obtidos com menor
dependéncia de aditivos sintéticos (Ciobanu et al., 2024; Zhou et al., 2024), o que
reforca a necessidade de identificar compostos de origem natural com perfil
funcional equivalente ao da monensina, mas com maior aceitabilidade nas cadeias
produtivas atuais.

Paralelamente ao avango no uso geral de extratos vegetais, Moringa oleifera (MO)
tem sido investigada tanto como suplemento dietético quanto como aditivo funcional
para pequenos ruminantes. Essas duas finalidades s&o distintas e ndo devem ser
confundidas: na condigdo de suplemento, o objetivo €& suprir nutrientes adicionais,
como proteina, vitaminas e minerais (Jelali e Ben Salem, 2014; Cohen-Zinder et al.,
2017); na condicao de aditivo dietético, a finalidade é modular processos fisioldgicos
especificos, com énfase na microbiota ruminal e na eficiéncia de utilizacdo dos
nutrientes. A acdo moduladora esta associada a elevada concentracdo de
flavonoides, compostos fendlicos e polifendis presentes nas folhas (Leone et al.,
2015; Ghada et al., 2025), compostos com reconhecida capacidade de interferir
seletivamente na microbiota ruminal. Soltan et al. (2018) avaliaram diferentes formas

de apresentacdo de MO em cordeiros em crescimento e reportaram efeitos sobre a
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fermentagdo ruminal e a digestibilidade, indicando que o potencial da planta
transcende sua fungédo como suplemento nutricional.

Estudos in vitro fornecem evidéncias consistentes desse potencial. Akanmu e
Hassen (2017) demonstraram que extratos de MO reduziram a produc&o de gases e
melhoraram a digestibilidade in vitro da matéria organica, com alteragdes no perfil de
AGV produzidos durante a incubagao. Akanmu, Hassen e Adejoro (2020) ampliaram
esse conjunto de evidéncias ao observar efeitos antimicrobianos seletivos e
mudangas desejaveis no padréo fermentativo. Mais recentemente, Akanmu et al.
(2025) demonstraram que misturas de extratos vegetais bioativos exercem efeitos
sinérgicos sobre a redugcao de metano e a fermentacdo ruminal in vitro, sugerindo
que a combinacdo de compostos fendlicos de diferentes fontes potencializa os
efeitos moduladores individuais. Zeru et al. (2022) identificaram, por meio de analise
metabolémica, compostos fenolicos em diferentes acessos de MO com potencial
inibitério sobre a metanogénese ruminal, conferindo suporte adicional a hipotese de
modulacdo seletiva do ecossistema microbiano. Esses achados, obtidos em
condigbes controladas de incubagao, fundamentam a investigacdo do potencial
modulador de Moringa oleifera em estudos in vivo, nos quais a validade externa dos
efeitos pode ser avaliada diretamente.

Estudos in vivo reforcam esse potencial, embora a maioria das evidéncias
disponiveis provenha de pesquisas com caprinos. Kholif et al. (2018a; 2018b)
demonstraram que o extrato aquoso liquido de MO melhora a digestibilidade de
nutrientes, estimula a sintese de proteina microbiana e favorece o metabolismo
energético em cabras Nubias. Moyo et al. (2012) observaram efeitos favoraveis na
atividade enzimatica hepatica e no status antioxidante de caprinos suplementados
com folhas de MO. Em ovinos, as formas de apresentacéo avaliadas até o momento
diferem do extrato aquoso em po; Webb et al. (2022) empregaram extrato
metandlico e verificaram efeitos na composi¢cdo de acidos graxos e na qualidade da
carcaga de cordeiros. Apesar dessas evidéncias, estudos in vivo em ovinos
utilizando especificamente o extrato aquoso de MO na forma de p6é como aditivo
dietético permanecem escassos, 0 que configura uma lacuna relevante
considerando as vantagens dessa forma de apresentagao em termos de estabilidade
e padronizagao de dose em relagao ao extrato liquido (Kholif et al., 2018a, 2018b). A
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extragdo aquosa tem sido empregada com eficacia para a recuperacdo de
compostos bioativos de fontes vegetais diversas (Vuong et al., 2013), e a conversao
do extrato em pd por evaporagao controlada permite maior reprodutibilidade na
concentragdo dos compostos ativos entre lotes de preparo.

Diante do exposto, formulou-se a hipotese de que os compostos fendlicos e
flavonoides presentes no extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera (EAMO)
modulam seletivamente o ambiente ruminal em ovinos, reduzindo a concentracao de
nitrogénio amoniacal e alterando o perfil de AGV, sem comprometer o consumo
voluntario ou a digestibilidade aparente dos nutrientes. O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos de diferentes concentragdes de EAMO como aditivo dietético sobre
o consumo, a digestibilidade aparente da dieta e os parametros de fermentagao
ruminal em ovinos Pantaneiros. Adicionalmente, este estudo representa uma das
primeiras avaliagdes in vivo do EAMO na forma de p6 como aditivo dietético para

ovinos Pantaneiros.

2. Materiais e métodos
2.1 Preparacgao do extrato aquoso de Moringa oleifera

A preparacdo do EAMO seguiu a metodologia proposta por Kholif et al.
(2018a), com adaptagdes para obtencao do extrato na forma de p6. Folhas de MO
foram coletadas aleatoriamente de diversas arvores jovens e maduras da fazenda
experimental da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), localizada no
estado de Mato Grosso do Sul, durante o periodo de verdao. As amostras foram
identificadas taxonomicamente e depositadas no Herbario da UFGD sob o numero
DDMS8141 (https://ddms.jbrj.gov.br/v2/ficha.php?chtestemunho=8141). As folhas
foram imediatamente secas em estufa de ventilagdo forcada de ar a 60 °C por 72
horas e, em seguida, moidas. A extracdo foi realizada na proporgao de 1 kg de
matéria seca de pdé de folhas para 8 L de agua destilada. Os materiais foram
embebidos em frascos fechados e incubados a 30 °C por 72 horas. Apds a
incubacgao, o material foi filtrado por quatro camadas de gaze, descartando-se a
fracdo solida e retendo-se a fracdo liquida, que foi evaporada em estufa de
ventilagado forgada de ar a 40 °C até peso constante, resultando no extrato em pé. O
EAMO foi preparado em lote unico (24,02 g de EAMO para cada 100 g de matéria
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seca de folhas de MO); as sobras foram acondicionadas a -18 °C em recipiente

protegido com papel aluminio até o momento de uso.

2.2 Composigao fitoquimica do EAMO

Os extratos obtidos foram submetidos a prospecgao fitoquimica segundo a
metodologia de Matos (2009). Para confirmagdo das classes de metabdlitos
secundarios, utilizou-se o procedimento de Wagner e Bladt (2009). A confirmagao da
presencga de triterpenos e esteroides foi realizada por hidrdlise do extrato metandlico
seco com hidroxido de potassio (0,5 mol/L) em refluxo por 1 hora, seguida de
extracdo com éter etilico e reagao de Liebermann-Burchard.

As analises qualitativas abrangeram: compostos fendlicos (precipitagcdo com
cloreto férrico); naftoquinona (reagéo acido-base); flavonoides (reagao de cianidina e
acido sulfurico); taninos (sais de ferro e precipitagdo de proteinas); cumarinas (KOH
sob luz ultravioleta); triterpenos e esteroides (reacdo de Liebermann-Burchard);
heterosideos cianogénicos (teste de Guignard); heterosideos cardioativos (testes de
Baljet e de Kedde); alcaloides (reagente de Dragendorff); saponinas (reagdo de
Liebermann-Burchard e teste de agéo superficial); e agucares redutores (reacéo de
Benedict). Todas as andlises foram executadas em triplicata. As intensidades das
reagdes foram classificadas como: reagao negativa (-); intensidade parcial (+; 10%);

baixa (++; 50%); média (+++; 75%); e alta intensidade (++++; 100%).

Tabela 1. Compostos bioativos de EAMO (média + desvio padréo para TCF, TF, TT
e DPPH)

Compostos bioativos Extrato aquoso de Moringa oleifera
Compostos fendlicos™ ++
Flavonoides* ++
Taninos* ++
Naftoquinona* -
Cumarinas* +

Triterpenos e esteroides™ -
Heterosideos cianogénicos* +
Heterosideos cardioativos* +
Acucares redutores™ +
Saponinas* +
Alcaloides* -
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TCF (mg AGE g 234,55+0,07
TF (mg RE g) 56,37+0,15
TT (mg ATE g) 24,40+0,10
DPPH (ICso - pg mL"") 74,27+0,06

*Classificagdes das intensidades das reagdes: 0 (zero) para reagao negativa (-), intensidade parcial
(+ = 10%), baixa (++ = 50%), média (+++ = 75%) e alta intensidade (++++ = 100%). TCF: teor de
compostos fendlicos (mg/g), TF: teor de flavonoides (mg/g), TT: teor de taninos (mg/g), DPPH: (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil).

2.3 Quantificagcao dos compostos fendlicos, flavonoides e taninos

As analises quantitativas foram realizadas com os extratos solubilizados em
metanol na concentragdo de 1 mg mL™". O teor de compostos fendlicos totais foi
determinado pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Djeridane et al., 2006): a
cada 100 pL de amostra foram adicionados 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu
(1:10, v/v), 1,5 mL de solugédo aquosa de carbonato de sodio a 20% e 1 mL de agua
destilada; apdés 30 minutos de reacgdo, a absorbancia foi lida a 760 nm. A curva
analitica foi construida com acido galico como padréo (100-1000 pg mL™); os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama de
extrato (mg AGE g™).

O teor de flavonoides foi determinado conforme Djeridane et al. (2006): a
cada 1000 pL de amostra foram adicionados 1000 puL de solugcéo de cloreto de
aluminio (AICI;-6H,0) a 2% em metanol; apoés 15 minutos de reac&o, a absorbancia
foi lida a 430 nm. A curva analitica utilizou rutina como padrao (10-50 yg mL™); os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de rutina por grama de extrato
(mg RE g™).

O teor de taninos foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-
Denis, com acido tanico como referéncia (Pansera et al., 2003): a cada 1 mL de
amostra foram adicionados 1 mL de reagente Folin-Denis e 1 mL de solugdo de
carbonato de sédio a 8%; apods 2 horas de reagao, a absorbancia foi lida a 725 nm.
Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido tanico por grama de

extrato (mg ATE g7").

2.4 Potencial antioxidante
O potencial antioxidante do EAMO foi determinado pelo método de captura

do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), conforme Kumaran e Karunakaran
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(2006). Foram preparadas diluicdes seriadas das amostras em agua destilada (50 a
1000 pg mL™" a partir de solugdo-mae de 2000 pg mL™"). A cada 100 puL de cada
diluigdo foram adicionados 3 mL de solugdo metandlica de DPPH a 0,004%; as
misturas foram mantidas ao abrigo da luz, a 25 °C, por 30 minutos. A absorbancia foi
lida a 517 nm em espectrofotdmetro. A concentracao inibitéria de 50% dos radicais
(ICsp) foi calculada por regressdo linear entre as concentragbes testadas e as

respectivas percentagens de inibi¢ao.

2.5 Animais, dieta e manejo

O experimento foi conduzido no setor de Ovinocultura da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da UFGD, sob protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais n° 32/2020. Doze borregos Pantaneiros machos castrados (peso corporal
inicial: 41,25 + 6,69 kg; 8 meses de idade) foram distribuidos em seis tratamentos
experimentais em delineamento quadrado latino 6 x 6 duplicado, com seis periodos
e dois animais por célula experimental, de modo que cada animal recebeu cada
tratamento exatamente uma vez ao longo dos seis periodos, totalizando 12
observacgodes por tratamento.

Os animais foram mantidos em baias individuais (2 m? por animal), providas
de comedouros, bebedouros e cama de casca de arroz, com acesso a agua ad
libitum. A alimentacéo foi fornecida as 08h00 e as 14h00.

A dieta basal consistiu em 60% de concentrado (750 g/kg de milho triturado,
220 g/kg de farelo de soja, 15 g/kg de carbonato de calcio e 15 g/kg de sal mineral) e
40% de volumoso (feno triturado de capim Tifton-85), formulada para atender as
exigéncias de manutengao de ovinos (NRC, 2007). A composigao quimica da dieta é
apresentada na Tabela 2. Os seis tratamentos foram:

[1] C™: dieta basal, sem adicdo de EAMO ou monensina (controle negativo);

[2] EAMO-25: dieta basal + 25 mg de EAMO por kg de concentrado;

[3] EAMO-50: dieta basal + 50 mg de EAMO por kg de concentrado;

[4] EAMO-75: dieta basal + 75 mg de EAMO por kg de concentrado;

[5] EAMO-100: dieta basal + 100 mg de EAMO por kg de concentrado;

[6] C*: dieta basal + 30 mg de monensina sddica por kg de concentrado (Rumensin®

200, Elanco Eli Lilly and Company, Sao Paulo, Brasil), como controle positivo.
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O EAMO foi incorporado ao concentrado previamente ao fornecimento. A
monensina foi adicionada ao concentrado mediante inclusdo de 15 g do produto
comercial (200 g/kg de principio ativo) por 100 kg de concentrado resultando em 30
mg/kg de concentrado. Ao final de cada periodo experimental, os animais foram
pesados individualmente para ajuste das quantidades de ragédo oferecidas no

periodo subsequente.



Tabela 2. Proporgao dos ingredientes e composi¢ao quimica da dieta

Niveis de EAMO

Ingredientes (g/kg) 0? 25 50 75 100 Monensina
Feno de Tifton85 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
Milho triturado 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450
Farelo de soja 0,132 0,132 0,132 0,132 0,132 0,132
Sal mineral’ 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009
Carbonato de calcio? 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009
EAMO (mg/kg) 0 25 50 75 100 0
Monensina (mg/kg) 0 0 0 0 0 30
Composicao quimica (g/kg MS)

Matéria seca 867+16,3 863+43,3 8541429 872+15,3 859196,1 866+20,6
Matéria organica 919+8,09 916+8,63 911+9,95 919+14,00 923+16,19 914+17,92
Proteina bruta 175+17,2 16416,30 171+15,37 169+8,58 162+16,46 17116,94
FDN 499+30,37  512+77,64  496+44,86  512+19,22 511+63,58 497+11,30
FDA 306+62,69  297+64,85  322156,54  313+76,36 312164,40 304169,94
Extrato etéreo 18,32+7,84 17,14+0,78 18,4+6,89 17,68+7,91 17,93+6,83 17,9316,62
Taninos (mg ATE g) 0,0310,10 0,07+0,00 0,1540,01 0,21+0,01 0,2840,01 0,04+0,10
Flavonoides (mg RE g™) 0,43+0,06 0,16+0,01 0,31+0,01 0,92+0,01 0,61+0,01 0,50+0,00
Compostos fendlicos (mg AGE g™) 2,97+0,06 7,00£0,10 14,400,170 20,90+0,10  26,77+0,06 3,07+0,06
Potencial Antioxidante (IC50-ug mL™")  2,53+0,06 12,90+0,10 25,37+0,06 37,97+0,12  50,43+0,06 3,1310,06

"cloreto de sodio — NaCl BS (Min) 99,95%; sodio (Na) (Min) 39,19%; cloreto (Cl) (Min) 60,45%; lodo (1) (Max) 10 ppm; Umidade aparente (Max) 3,80%.

2calcio (Ca) (Min/Max) 360/400 g/kg; Magnésio (Mg) (Max) 30,00 g/kg; Mistura mineral (Min) 960,00 g/kg.
FDN: fibra em detergente neutro; FDA: fibra em detergente &cido; controle negativo (dieta basal, 60% concentrado, 40% volumoso).
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2.6 Avaliagao do consumo e digestibilidade

Cada periodo experimental teve duracédo de 19 dias; 14 dias de adaptagao e
cinco dias de coleta. Nos primeiros trés dias do periodo de coleta, foram realizadas
amostragens de ragao oferecida e sobras, além de coleta de fezes por meio de
coletores individuais fixados a cada animal, esvaziados as 08h00 e as 15h00. O
quarto dia foi reservado ao descanso dos animais. No quinto dia foram realizadas as
coletas de urina, sangue e fluido ruminal, além da pesagem individual dos animais.

O consumo de matéria seca (CMS) foi registrado diariamente durante todo o
periodo experimental pela diferengca entre a quantidade de dieta oferecida e as
sobras do dia anterior. As fezes foram pesadas diariamente; amostras compostas de
aproximadamente 150 g (base umida), formadas pela combinacdo das coletas
matutinas e vespertinas de cada animal por periodo, foram armazenadas a -18 °C.
As amostras de racdo, sobras e fezes foram secas em estufa de ventilagao forgcada
a 65 °C por 72 horas e moidas em moinho tipo Wiley com peneira de 1 mm.

As amostras foram analisadas para matéria seca (método 930.15), cinzas
(método 942.05), nitrogénio total (método 954.01) e extrato etéreo (método 920.39),
conforme a AOAC (1997). A fibra em detergente neutro (FDN) e a fibra em
detergente acido (FDA) foram determinadas pelo procedimento de Van Soest et al.
(1991). A digestibilidade aparente da MS, Matéria organica, PB, FDN e FDA foi
calculada pela equacgao: Dig. (%) = [(g nutriente ingerido — g nutriente excretado nas

fezes) / (g nutriente ingerido)] x 100.

2.7 Coleta e analise de urina

A coleta de urina foi realizada imediatamente antes da coleta sanguinea,
com coletores individuais descartaveis acoplados ao corpo do animal. As amostras
foram divididas em duas aliquotas: uma diluida em solu¢éo de acido sulfurico a 50%
(proporgao 1:5, v/iv) e armazenada a -18 °C para determinagao de creatinina; outra,
sem acidificacdo, armazenada a -18 °C para determinacédo de ureia. A creatinina e
ureia urinaria foram quantificadas pelo método colorimétrico (Gold Analyze Test; 37

°C; 90 s) conforme descrito por Barbosa et al. (2023).

2.8 Coleta e anadlise do soro sanguineo
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Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas no 19° dia de cada periodo
experimental, quatro horas apdos a alimentagdo matinal, por pungao da veia jugular
em tubos Vacutainer contendo coagulante. Apds coagulagédo, as amostras foram
centrifugadas a 4000 x g por 20 minutos; o soro foi transferido para tubos Eppendorf
de 2 mL e armazenado a -20 °C até a analise.

As concentragdes séricas de glicose (510 nm), colesterol total (500 nm) e
ureia (600 nm) foram determinadas por espectrofotometria. As atividades de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) foram
determinadas por métodos cinéticos. Todas as analises foram realizadas com kits
comerciais (Doles®, Goias, Brasil) em espectrofotometro SBA 200® (CELM, Sao

Caetano do Sul, Brasil).

2.9 Coleta e analise do fluido ruminal

O fluido ruminal foi coletado no quinto dia do periodo amostral (19° dia de
cada periodo experimental), quatro horas apds a alimentagcdo matinal, por sonda
esofagica conectada a bomba de vacuo elétrica. Imediatamente apds cada coleta, o
pH foi mensurado com potenciobmetro digital (MPA-210, MS Tecnopon
Instrumentacao, Brasil), calibrado com tampdes de pH 4,0 e 7,0 (AOAC, 1997). Trés
subamostras do fluido (5 mL cada), previamente filtradas com quatro camadas de
gaze, foram armazenadas a -80 °C para posterior determinagao dos acidos graxos
de cadeia curta (AGCC).

A concentracdo de nitrogénio amoniacal (N-NH3) ruminal foi realizada de
acordo com o método de Broderick e Kang (1980). Os AGCC individuais foram
quantificados por cromatografia gasosa com coluna capilar (30 m x 0,25 mm de
didametro interno; espessura de filme de 1 ym) e detecgao por ionizagdo de chama,
conforme Polizel et al. (2020). A temperatura da coluna foi programada para: 100 °C
por 1 min, elevacao de 20 °C/min até 140 °C, seguida de 8 °C/min até 200 °C,
mantida por 5 min. A temperatura do injetor foi de 200 °C, a do detector de 250 °C e

0 gas de arraste utilizado foi hélio.

2.10 Analise estatistica
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Os dados foram analisados em delineamento quadrado latino 6 x 6
duplicado, com seis tratamentos e seis periodos. A unidade experimental foi o
animal individual. As analises foram conduzidas com o pacote Ime4 do software R
(v. 4.2.1; RStudio v. 2023.06.1; Kuznetsova et al., 2017), pelo seguinte modelo linear
misto:

Yi = M + Tratamento; + Periodoj + (Bloco | Borrego)y + €iju

em que Yjji € a variavel dependente; y € a média geral; Tratamentoi é o
efeito fixo de tratamento (i = 1, ..., 6); Periodo; é o efeito fixo de periodo (j = 1, ..., 6);
(Bloco | Borrego),, € o efeito aleatério de borrego dentro de bloco; e €ijq € 0 erro
residual. Observagdes com residuos studentizados de valor absoluto superior a 3
foram removidas previamente as analises. Os resultados sdo apresentados como
médias de minimos quadrados (LSM) acompanhadas do erro padrdo da meédia
(EPM).

Os contrastes (C) planejados foram avaliados com a fungdo contrast do
pacote emmeans do R, com ajuste de Sidak para controle da taxa de erro familiar,
na seguinte estrutura:

C1: C” vs. todos os demais tratamentos;

C2: todos os niveis de EAMO vs. monensina;
C3: EAMO-25 vs. monensina;

C4: EAMO-75 + EAMO-100 vs. monensina;
C5: EAMO-25 vs. EAMO-75.

3. Resultados
3.1 Consumo de nutrientes

Os consumos diarios de MS, MO, PB, FDN e FDA n&o foram
significativamente afetados pelos tratamentos em nenhum dos contrastes planejados
(P>0,05; Tabela 3). Os valores de consumo de MS variaram de 1,21 kg/d no
tratamento com monensina a 1,30 kg/d no EAMO-75 (EPM=0,162), sem diferenca
significativa entre o controle negativo e os demais tratamentos (C1: P=0,90), entre o
conjunto dos tratamentos com EAMO e a monensina (C2: P=0,94), nem entre doses
especificas de EAMO e a monensina (C3: P=0,74; C4: P=0,89; C5: P=0,99).
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Para o consumo de EE, o tratamento com monensina apresentou menor
ingestao (12,3 g/d) em relagédo ao conjunto dos tratamentos com EAMO (média=21,7
g/d), com tendéncia detectada no contraste C2 (P=0,09) e no contraste C4 EAMO-
75+EAMO-100 vs. monensina (P=0,06). O contraste C5 indicou maior consumo de
EE em EAMO-75 (23,0 g/d) em relagcdo a EAMO-25 (13,8 g/d; P=0,05; Tabela 3).

3.2 Digestibilidade aparente dos nutrientes

Os coeficientes de digestibilidade aparente da MS, MO, FDN, FDA e EE né&o
diferiram significativamente entre os tratamentos em nenhum contraste planejado
(P>0,05; Tabela 3). Os valores de digestibilidade da MS variaram de 78,8% (EAMO-
75) a 80,5% (EAMO-25; EPM=1,95), sem efeito significativo do tratamento nos
contrastes C1 a C5 (P>0,99 em todos).

Para a digestibilidade aparente da PB, o contraste C5 indicou maior
coeficiente para EAMO-75 (47,9%) em comparagcao a EAMO-25 (33,8%; P=0,04;
EPM=2,71). Os demais contrastes para essa variavel ndo atingiram significancia
(C1: P=0,98; C2: P=0,65; C3: P=0,65; C4: P=0,16; Tabela 3).

3.3 Parametros sanguineos e urinarios

As concentracdes séricas de glicose, colesterol total, ureia, AST e ALT nao
foram significativamente afetadas pelos tratamentos em nenhum dos contrastes
planejados (P>0,05; Tabela 4). Os valores de AST variaram de 46,3 U/L (EAMO-25)
a 59,2 U/L (monensina; EPM=6,67), e os de ALT de 8,95 U/L (EAMO-25) a 11,73
U/L (monensina; EPM=1,37).

Para os pardmetros urinarios, a excrecdo de ureia nao diferiu
significativamente entre os tratamentos em nenhum contraste (P>0,14; Tabela 4). A
creatinina urinaria foi significativamente menor no tratamento com monensina (0,48
mg/dL) em relagdo ao conjunto dos tratamentos com EAMO (0,68-0,84 mg/dL; C2:
P=0,05; EPM=0,111). O contraste C4 indicou tendéncia similar (P=0,08). O controle
negativo apresentou valor de creatinina urinaria idéntico ao da monensina (CON:

0,48 mg/dL), e o contraste C1 ndo atingiu significancia (P=0,13; Tabela 4).

3.4 Parametros de fermentagao ruminal
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O pH ruminal nao diferiu entre os tratamentos em nenhum contraste
planejado (P>0,05; Tabela 5), com valores variando de 6,40 (EAMO-50) a 6,59
(EAMO-25; EPM=0,116). A concentracdo de N-NH; ruminal também n&o foi
significativamente afetada pelos tratamentos (C1: P=0,76; C2: P=0,97; C3-C5:
P>0,05), com valores entre 17,2 mg/dL (monensina) e 20,3 mg/dL (CON;
EPM=1,69).

Os AGCC totais nao diferiram significativamente em nenhum contraste,
exceto C5, no qual EAMO-75 apresentou maior concentragao (78,4 mmol/L) do que
EAMO-25 (72,8 mmol/L; P=0,04; EPM=3,46; Tabela 5). As propor¢cbes molares de
acetato (61,9-62,9%), propionato (18,6—20,6%), butirato (13,4—14,3%), iso-butirato
(1,16-1,30%), iso-valerato (1,87-2,13%) e valerato (1,13-1,24%), bem como as
relagdes acetato:propionato, (acetato+butirato):propionato e
acetato:(propionato+butirato), ndo diferiram significativamente entre os tratamentos

em nenhum contraste avaliado (P>0,05; Tabela 5).
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Tratamentos P — value para contrastes
Variaveis dependentes 25 50 75 100
CON EAMO EAMO EAMO EAMO MON EPM C1 C2 C3 C4 C5

Consumo

Matéria seca, kg/d 1.28 1.25 1.22 1.30 1.22 1.21 0.162 0.90 094 0.74 0.89 0.99
Matéria organica, kg/d 1.21 1.17 1.15 1.22 1.15 1.13 0.155 0.86 0.90 064 0.79 0.99
Proteina bruta, g/d 161 159 165 165 153 164 181 1.00 1.00 1.00 0.99 0.99
Fibra detergente neutro, g/d 316 330 332 307 300 319 255 099 099 0.99 0.98 0.99
Fibra detergente acido, g/d 298 265 300 299 278 252 283 09 073 066 073 0.85
Extrato etéreo, g/d 22.2 13.8 25.6 23.0 21.9 12.3 314 092 0.09 016 0.06 0.05
Digestibilidade, %

Matéria seca 80.2 80.5 79.8 78.8 79.9 79.7 1.95 099 1.00 0.99 0.99 0.99
Matéria organica 79.0 79.2 78.5 77.4 78.6 78.4 207 099 100 0.99 0.99 0.99
Proteina bruta 42.8 33.8 43.7 47.9 41.8 38.0 271 098 065 065 0.16 0.04
Fibra detergente neutro 30.5 32.1 33.0 30.7 29.5 30.5 252 099 099 1.00 099 0.99
Fibra detergente acido 35.3 32.2 34.1 34.6 33.9 33.0 288 098 099 098 0.99 0.99
Extrato etéreo 66.1 58.7 60.6 59.8 57.8 55.3 3.26 0.17 0.82 011 0.92 0.99

CON: dieta basal (60% concentrado (75% milho triturado, 22% farelo de soja, 1,5% carbonato de caélcio, 1,5% sal mineral); 25 EAMO: dieta basal + 25 mg de
EAMO por cada kg de concentrado; 50 EAMO: dieta basal + 50 mg de EAMO por cada kg de concentrado; 75 EAMO: dieta basal + 75 mg de EAMO por
cada kg de concentrado; 100 EAMO: dieta basal + 100 mg de EAMO por cada kg de concentrado; MON: dieta basal + 30 mg de monensina por cada kg de

concentrado. EPM: erro padrdao da média.

C1 = CON vs. outros tratamentos; C2 = todos EAMO vs. MON; C3 = EAMO 25 vs. MON; C4 = EAMO 75 + EAMO 100 vs. MON; C5 = EAMO 25 vs. EAMO

75.
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Tabela 4. Parametros sanguineos e urinarios de borregos castrados recebendo diferentes concentragao dietética de EAMO.

Tratamentos P — value para contrastes

Variaveis dependentes 25 50 75 100

CON  eamo EAMO EAMO EAMO MON EPM c1Cc2c3 C4 CS

Parametros sanguineos

Glicose, mg/dL 442 387 481 445 422 505 475 099 062 088 0.71 058
Colesterol total, mg/dL 43.0 402 491 405 471 490 563 099 094 094 094 0.76
Ureia, mg/dL 353 338 347 324 354 366 319 099 096 099 097 0.99
Transaminase Glutamico- 03 463 566 475 519 592 667 099 076 077 0.76 0.80
Oxalacética (AST)

Transaminase Glutamico-

Pirtvica (ALT) 9.03 8.95 10.91 9.44 9.76 11.73 137 095 0.66 0.57 0.67 0.84

Parametros urinarios
Ureia, mmoL 32.5 431 47.9 50.0 41 1 36.3 571 0.14 0.33 098 042 0.96
Creatinina, mg/dL 0.48 0.72 0.79 0.84 0.68 048 0.111 0.13 0.05 1.00 0.08 0.98

CON: dieta basal (60% concentrado (75% milho triturado, 22% farelo de soja, 1,5% carbonato de calcio, 1,5% sal mineral); 25 EAMO: dieta basal + 25 mg de
EAMO por cada kg de concentrado; 50 EAMO: dieta basal + 50 mg de EAMO por cada kg de concentrado; 75 EAMO: dieta basal + 75 mg de EAMO por
cada kg de concentrado; 100 EAMO: dieta basal + 100 mg de EAMO por cada kg de concentrado; MON: dieta basal + 30 mg de monensina por cada kg de
concentrado. EPM: erro padrao da média.

C1 = CON vs. outros tratamentos; C2 = todos EAMO vs. MON; C3 = EAMO 25 vs. MON; C4 = EAMO 75 + EAMO 100 vs. MON; C5 = EAMO 25 vs. EAMO
75.



64

Tabela 5. Fermentagao ruminal de borregos castrados recebendo diferentes concentragao dietética de EAMO.

Tratamentos P — value para contrastes
Variaveis dependentes 25 50 75 100

CON EAMO EAMO EAMO EAMO MON EPM C1 C2 C3 C4 C5
pH 6.45 6.59 6.40 6.48 6.48 645 0116 099 098 1.00 099 0.22
N-NHs, mg/dL 20.3 184 18.9 18.6 18.0 17.2 1.69 076 097 065 099 1.00
Total AGCC, mmol/L 79.9 728 83.9 78.4 72.8 78.2 3.46 092 099 099 0.9 0.04
Acido acético, % 619 62.6 62.6 62.5 62.9 61.9 0.75 095 087 1.00 0.88 1.00
Acido propiénico, % 19.2 18.6 19.3 20.0 18.7 20.6 0.90 1.00 053 0.76 0.73 0.98
Acido butirico, % 13.5 143 13.7 13.4 14.1 14.0 0.63 098 099 098 099 0.96
Acido iso-butirato, % 1.18 1.30 1.18 1.17 1.16 117 0.054 099 098 099 099 0.37
Acido iso-valérico, % 213 2.04 1.91 1.87 1.98 198 0138 0.76 099 094 099 0.96
Acido valerato, % 1.16 1.18 1.24 1.13 1.18 1.15 0.039 099 097 099 099 0.80
Acético/ Propibnico 3.20 3.46 3.27 3.19 3.44 310 0182 099 0.72 099 085 0.94

(Acetico + Butirico) / Propidnico 3.93 4.26 4.08 388 422 360 0231 099 018 0.78 039 0.99
Acetico / (Propidnico + Butirico) 1.89  1.92 1.92 1.89 1.93 1.85 0.063 099 0.87 1.00 094 1.00

CON: dieta basal (60% concentrado (75% milho triturado, 22% farelo de soja, 1,5% carbonato de caélcio, 1,5% sal mineral); 25 EAMO: dieta basal + 25 mg de
EAMO por cada kg de concentrado; 50 EAMO: dieta basal + 50 mg de EAMO por cada kg de concentrado; 75 EAMO: dieta basal + 75 mg de EAMO por
cada kg de concentrado; 100 EAMO: dieta basal + 100 mg de EAMO por cada kg de concentrado; MON: dieta basal + 30 mg de monensina por cada kg de
concentrado. EPM: erro padrao da média.

C1 = CON vs. outros tratamentos; C2 = todos EAMO vs. MON; C3 = EAMO 25 vs. MON; C4 = EAMO 75 + EAMO 100 vs. MON; C5 = EAMO 25 vs. EAMO
75.
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4. DISCUSSAO
4.1. Consumo de nutrientes

A auséncia de efeito dos tratamentos sobre o consumo voluntario de MS e demais
nutrientes € um resultado com implicagdes praticas relevantes, pois indica que a
incorporagcdo do EAMO ao concentrado, nos niveis de 25 a 100 mg/kg de
concentrado, ndo compromete a ingestdo alimentar em ovinos. Esse resultado é
consistente com os reportados por Kholif et al. (2018a, 2018b) para cabras Nubias
suplementadas com extrato aquoso liquido de MO, e com os de Soltan et al. (2018)
para cordeiros recebendo diferentes formas de MO. A manutengdo do consumo
sugere que os compostos fenodlicos e taninos do extrato, nas concentracdes
avaliadas, nao exercem efeito antipalativo mensuravel, o que €& relevante
considerando que taninos condensados em concentragdes elevadas podem reduzir
a palatabilidade e o consumo voluntario em ruminantes (Makkar, 2003).

A tendéncia para menor consumo de EE na monensina em relagdo ao conjunto dos
tratamentos com EAMO (C2: P=0,09) e a diferenga significativa detectada no
contraste C5 (EAMO-25 vs. EAMO-75, P=0,05) ndo foram acompanhadas de
diferenca correspondente no consumo total de MS entre esses tratamentos.
Considerando que os ingredientes da dieta foram os mesmos em todos os
tratamentos e que as concentragdes de EE nas dietas foram similares entre grupos
(Tabela 2), mas com desvios padrédo elevados em alguns tratamentos
particularmente EAMO-75 (17,68+7,91 g/kg MS), a variacdo observada no consumo
de EE reflete, em parte, a variabilidade na composi¢cdo da dieta entre periodos
experimentais, e ndo necessariamente um efeito biolégico diferencial do EAMO ou
da monensina sobre o comportamento ingestivo.

4.2 Digestibilidade aparente dos nutrientes

A auséncia de efeito geral do EAMO sobre a digestibilidade da MS, MO, FDN e FDA
contrasta com alguns relatos disponiveis para formas liquidas do extrato. Kholif et al.
(2018a) demonstraram melhorias na digestibilidade de MS, MO e FDN em cabras
Nubias suplementadas com extrato aquoso liquido de MO em doses superiores as
do presente estudo. Essa discrepancia pode ser atribuida a pelo menos trés fatores:
a forma de apresentacao do extrato, dado que a evaporacédo a 40 °C pode resultar
em perdas parciais de compostos bioativos termolabeis, reduzindo a concentragao
efetiva de polifendis em relacdo ao extrato liquido; a dose efetiva no rumen, que
depende da concentracdo de compostos ativos no extrato em po e da taxa de
diluicdo pelo conteudo ruminal; e diferengas fisioldgicas entre caprinos e ovinos em
parametros como taxa de passagem e capacidade tamponante do rumen. Du Preez
et al. (2023) igualmente n&o detectaram efeito significativo de extratos de MO sobre
a digestibilidade de nutrientes em borregas Merino em condi¢des in vivo, reforgcando
qgue a transposig¢ao dos efeitos observados in vitro para condi¢des in vivo em ovinos
nao é direta.
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O contraste C5 para digestibilidade de PB (EAMO-75=47,9% vs. EAMO-25=33,8%;
P=0,04) requer interpretagdo cautelosa. A auséncia de efeito no contraste C1
(P=0,98) e a inexisténcia de padrao dose-resposta consistente ao longo dos cinco
niveis avaliados com EAMO-100 (41,8%) inferior a EAMO-75 e superior a EAMO-25
indicam que essa diferengca pontual ndo reflete um efeito biolégico robusto e dose-
dependente do EAMO sobre o metabolismo proteico ruminal. A elevada variabilidade
intersperiodo na composi¢cdo da PB da dieta (Tabela 2), associada ao pequeno
numero de animais por tratamento no delineamento (n=2 por célula experimental),
provavelmente contribuiu para essa oscilagcdo. Cabe destacar que os teores de
taninos nas dietas com EAMO (0,07-0,28 mg ATE/g MS), correspondentes a 0,007—
0,028% da MS, sao substancialmente inferiores as concentragbes de taninos
condensados (acima de 50 g/kg MS) tipicamente associadas a efeitos deletérios
sobre a digestibilidade da proteina e o metabolismo ruminal em pequenos
ruminantes (Makkar, 2003), o que torna biologicamente improvavel qualquer efeito
proteolitico ou antiproteolitico expressivo nos niveis avaliados.

4.3 Parametros sanguineos e urinarios

As concentragbes séricas de (glicose, colesterol total, ureia, AST e ALT
permaneceram dentro dos intervalos de referéncia para ovinos em todos os
tratamentos (Kaneko et al., 2008), o que indica auséncia de efeito adverso do EAMO
sobre o metabolismo energeético, lipidico e a integridade hepatica. A estabilidade dos
valores de AST e ALT em todos os grupos, incluindo o nivel maximo de EAMO-100,
€ particularmente relevante do ponto de vista da seguranga, pois essas enzimas sao
marcadores sensiveis de lesdo hepatocelular. Resultados analogos foram
reportados por Kholif et al. (2018a, 2018b) em caprinos suplementados com extrato
aquoso liquido de MO, reforgcando o perfil de seguranga metabdlica do extrato nos
niveis avaliados.

A diferenca significativa na creatinina urinaria entre os tratamentos com EAMO
(0,68-0,84 mg/dL) e a monensina (0,48 mg/dL; C2: P=0,05) requer interpretagao
cuidadosa. O valor de creatinina urinaria do controle negativo (CON: 0,48 mg/dL) foi
numericamente idéntico ao da monensina, e o contraste C1 nao atingiu significancia
(P=0,13), indicando que o efeito detectado em C2 néo reflete aumento induzido pelo
EAMO, mas sim redugdo associada a monensina em relagdo aos tratamentos com
EAMO. Luo et al. (2024) n&do encontraram diferencas significativas nos niveis
plasmaticos de creatinina entre ovinos suplementados com monensina e 0 grupo
controle (P=0,96), sugerindo que a monensina nao altera a concentragao circulante
do metabdlito. No presente estudo, o efeito foi observado especificamente na fracao
urinaria (C2: P=0,05), o que, em conjunto com a auséncia de efeito no contraste C1
(P=0,13), aponta para um possivel efeito da monensina no manejo tubular renal da
creatinina, padrdo coerente com os efeitos dessa molécula sobre o metabolismo
nitrogenado urinario em ovinos documentados por Moharrery e Nouriyan (2012). A
variabilidade dos valores de creatinina nos tratamentos com EAMO (contraste C4
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apenas tendencial, P=0,08; contraste C1 nao significativo) ndao permite concluir
sobre efeito dose-dependente do extrato sobre esse parametro. A interpretacao é
limitada ainda pela auséncia de medida de depuracao de creatinina, que permitiria
distinguir alteragdes na taxa de filtragdo glomerular de alteragbes na produgao
muscular do metabdlito (Kaneko et al., 2008).

A excregao urinaria de ureia nao foi significativamente afetada por nenhum
tratamento (P>0,14), resultado consistente com a auséncia de efeito da monensina
sobre o nitrogénio ureico sanguineo documentada por Luo et al. (2024) em ovinos
Hu em terminacdo. Esses resultados em conjunto indicam que nem a monensina
nem o EAMO, nas doses testadas, comprometeram o balango nitrogenado dos
animais.

4.4 Parametros de fermentagao ruminal

O pH ruminal manteve-se entre 6,40 e 6,59 em todos os tratamentos, valores
compativeis com condigdes adequadas para atividade celulolitica e crescimento
microbiano eficiente no rumen (Van Soest, 1994). A auséncia de efeito sobre o pH
era esperada em dietas com proporcao volumoso:concentrado de 40:60, fornecidas
em regime de mantencga, pois a produgédo de AGV nessas condigdes néo é suficiente
para reduzir o pH abaixo do limiar critico de 6,2. Por conseguinte, qualquer efeito
potencial da monensina sobre a estabilizagdo do pH estaria atenuado nesse cenario
metabdlico.

A concentracdo de N-NH; ruminal variou de 17,2 a 20,3 mg/dL em todos os
tratamentos, intervalo situado dentro dos limites considerados adequados para a
sintese de proteina microbiana ruminal (5—-30 mg/dL; Satter e Slyter, 1974), sem
diferenga significativa entre os grupos. A n&o redugao do N-NH; pelos tratamentos
com EAMO é coerente com os baixos teores de taninos nas dietas experimentais
(Makkar, 2003) e com os resultados de Du Preez et al. (2023), que igualmente nao
detectaram efeito de extratos de MO sobre a amédnia ruminal em ovinos. Se os
compostos fendlicos do extrato exercessem efeito protetor de proteina da dieta
contra a degradagao ruminal, seria esperada redu¢do na concentragdo de N-NH;; a
auséncia desse efeito corrobora a hipotese de que as doses utilizadas foram
insuficientes para modular a protedlise ruminal in vivo.

A auséncia de efeito sobre as proporcdes molares de acetato, propionato e butirato,
assim como sobre suas relagdes, constitui o achado de maior relevancia para a
hipotese central do estudo. lonéforos como a monensina tipicamente aumentam a
propor¢ao de propionato e reduzem a relagdo acetato:propionato em ruminantes,
efeito amplamente documentado em condi¢gdes de producgéao intensiva (Cooke et al.,
2024). No presente experimento, a monensina apresentou numericamente a maior
proporgdo de propionato (20,6%) e a menor relagdo acetato:propionato (3,10),
diregdo coerente com seu mecanismo de agdo como ionoforo, mas sem significancia
estatistica. Resultado analogo foi observado por Luo et al. (2024) em ovinos Hu em
terminacao suplementados com monensina a 40 mg/kg MS, nos quais igualmente
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nao foram detectadas diferencas significativas no perfil de AGCC em relagao ao
controle. A auséncia de efeito estatistico em ambos os estudos, conduzidos em
regimes de mantenga ou crescimento com tamanhos amostrais reduzidos, é
consistente com o entendimento de que os efeitos da monensina sobre a
fermentagdo ruminal podem ser numericamente presentes, mas estatisticamente
indetectaveis quando a presséo produtiva e o poder do delineamento s&o limitados
(Cooke et al.,, 2024). Para o EAMO, a auséncia de efeito sobre a fermentagao
ruminal in vivo contrasta com as evidéncias disponiveis em sistemas in vitro.
Akanmu e Hassen (2017) e Akanmu et al. (2025) demonstraram, respectivamente,
modulagdo da fermentagao e efeitos sinérgicos de extratos vegetais bioativos sobre
a producao de metano e o perfil de AGCC em incubagdes in vitro. Essa divergéncia
entre resultados in vitro e in vivo é recorrente na literatura com extratos vegetais e
resulta de mecanismos bem estabelecidos: as concentragbes de compostos
bioativos empregadas em ensaios in vitro sao tipicamente expressas por unidade de
substrato incubado e superam, em ordens de magnitude, as concentragbes
efetivamente disponiveis no ambiente ruminal apds diluicdo pela ingesta, pela saliva
e pelo fluido ruminal; adicionalmente, a comunidade microbiana ruminal in vivo
apresenta maior redundancia funcional e capacidade de adaptacdo a compostos
fendlicos do que populagdes microbianas em frascos fechados, onde a pressao
seletiva € mais intensa. Esses fatores devem ser considerados ao projetar doses in
vivo com base em experimentos in vitro com extratos vegetais.

O contraste C5 para AGCC totais (EAMO-75=78,4 vs. EAMO-25=72,8 mmol/L;
P=0,04) ndo se sustenta como efeito bioldgico consistente, pois EAMO-100
apresentou valor idéntico ao de EAMO-25 (72,8 mmol/L) e o efeito geral do
tratamento nao foi significativo (C1: P=0,92). A diferenga detectada em C5
provavelmente reflete variabilidade aleatéria associada ao delineamento, e ndo um
efeito dose-dependente do EAMO sobre a producéo total de AGCC.

5. Conclusao

O extrato aquoso de folhas de Moringa oleifera em po, administrado como aditivo
dietético nas concentragdes de 25 a 100 mg/kg de concentrado, ndo comprometeu o
consumo voluntario nem a digestibilidade aparente dos nutrientes em ovinos
Pantaneiros em condigcdes de mantenca. Os parametros de fermentagcdo ruminal,
incluindo pH, concentracdo de N-NH; e perfil de AGCC, mantiveram-se dentro dos
intervalos fisiologicos de referéncia para a espécie em todos os tratamentos, assim
como o0s parametros metabdlicos sanguineos e urindrios avaliados, indicando
auséncia de efeito adverso do extrato nas doses testadas.

Contudo, a hipétese de modulagao seletiva da fermentagao ruminal pelo EAMO nao
foi confirmada: nao foram detectados efeitos significativos sobre a relagao
acetato:propionato, a concentracdo de N-NH; ou o perfil individual de AGCC que
indicassem acao moduladora comparavel a da monensina. As diferengas isoladas
observadas em contrastes especificos para digestibilidade aparente da PB e AGCC
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totais ndo apresentaram padrao dose-resposta consistente e nao sustentam
inferéncias sobre mecanismo de acao do extrato.

Os resultados indicam que as doses avaliadas foram insuficientes para exercer
efeito modulador mensuravel sobre o ambiente ruminal de ovinos in vivo, € que a
transposigao de doses eficazes estabelecidas em sistemas in vitro para condi¢des in
vivo requer recalibragcdo. Estudos futuros devem investigar concentragoes mais
elevadas de EAMO, superiores ao intervalo de 25 a 100 mg/kg de concentrado
avaliado neste estudo, o impacto da forma de apresentagdo do extrato sobre a
biodisponibilidade ruminal dos compostos bioativos, e o efeito modulador em
animais sob condigdes de producdo, nas quais a demanda metabdlica é maior e a
expressao dos efeitos de aditivos ruminais tende a ser mais pronunciada.
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Resumo

A oxidacao lipidica € um dos principais fatores de deterioragdo de produtos carneos
processados, e a demanda por alternativas naturais aos antioxidantes sintéticos tem
estimulado o interesse em extratos vegetais bioativos. O extrato aquoso de folhas de
Moringa oleifera (EAMO) é rico em compostos fendlicos, flavonoides e taninos com
potencial antioxidante documentado em ensaios in vitro, mas sua eficacia em
sistemas carneos durante o armazenamento permanece pouco estudada. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos da incorporagdo de EAMO em hamburgueres de
carne ovina sobre a composi¢cao centesimal, a capacidade antioxidante (ABTS e
DPPH), a oxidacgao lipidica (TBARS), o pH, os atributos de cor, as caracteristicas de
cozimento e a aceitagdo sensorial ao longo de 90 dias de armazenamento
congelado (-18 °C). Quatro tratamentos foram avaliados: controle (0,1% de &cido
ascoérbico); e inclusdo de EAMO a 2%, 4% e 6%. O EAMO apresentou teor de
fendlicos totais de 234,55 mg AGE/g, flavonoides de 56,37 mg RE/g, taninos de
24,40 mg ATE/g e ICs, (DPPH) de 74,27 pg/mL. Nos hamburgueres, o teor de

3 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico submetido a revista Journal of Food Science
[ISSN:1750-3841] e encontra-se em avaliagido para publicagéo.



75

minerais aumentou linearmente com o nivel de EAMO (P<0,01) em todos os tempos
avaliados, enquanto o teor de proteinas nao foi afetado. A capacidade sequestrante
de radicais livres pelo método ABTS e DPPH foi significativamente superior no
controle com acido ascérbico em relagao a todos os niveis de EAMO na maioria dos
tempos de armazenamento (P<0,01), indicando que o EAMO n&o superou o
antioxidante sintético no sistema carneo nas concentragdes avaliadas. Os valores de
TBARS revelaram comportamento bifasico: ao dia 0, o EAMO elevou a oxidagao
lipidica de forma dose-dependente em relagéo ao controle; ao dia 90, o EAMO a 2%
apresentou os menores valores de TBARS entre todos os tratamentos. O pH dos
hamburgueres diminuiu linearmente com o nivel de EAMO (P<0,01) em todos os
tempos. A luminosidade (L) foi reduzida progressivamente com o aumento do EAMO
em hamburgueres crus e grelhados, evidenciando escurecimento dose-dependente.
O rendimento de cozimento diminuiu e o encolhimento dimensional aumentou com o
incremento de EAMO (P<0,01). A analise de componentes principais da analise
sensorial indicou associagdo negativa entre concentragdes crescentes de EAMO e
os atributos hedénicos avaliados pelos consumidores. Conclui-se que o EAMO a 2%
apresenta o perfil mais favoravel para incorporacdo em hamburgueres de carne
ovina, com potencial protetor tardio contra a oxidagao lipidica, embora sem superar

0 acido ascorbico como antioxidante no sistema carneo durante o periodo avaliado.

Palavras-chave: Moringa oleifera; compostos fendlicos; oxidagao lipidica;

hamburguer ovino; armazenamento congelado; analise sensorial.

1. Introdugao

A oxidacédo lipidica é reconhecida como um dos principais fatores de
deterioracdo da qualidade em produtos carneos processados, comprometendo o
sabor, a cor, o valor nutritivo e a seguranga microbiologica (Cézar et al. 2018;
Dominguez et al. 2019). Em hamburgueres, cuja formulagao inclui carnes moidas
com elevado conteudo lipidico e ampla superficie de contato com o oxigénio, esse
processo € acelerado pelas condi¢gdes de processamento e armazenamento, com
reflexos diretos na vida util do produto (Amaral et al. 2018; Dominguez et al. 2022).

Os produtos resultantes dessa deterioragdo comprometem a aceitagao sensorial do
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produto e representam perdas econémicas e tecnoldgicas significativas ao longo da
cadeia de producao e distribuicao (Falowo et al. 2014).

A utilizacao de antioxidantes é a principal estratégia para retardar a oxidagao
em produtos carneos (Lorenzo et al. 2018). Embora os antioxidantes sintéticos como
BHA, BHT e acido ascorbico sejam eficazes e amplamente empregados, a crescente
demanda dos consumidores por produtos com ingredientes de origem natural e o
escrutinio regulatorio sobre aditivos sintéticos tém estimulado a pesquisa por
alternativas naturais (Lorenzo et al. 2018; Pires et al. 2017; Kumar et al. 2015;
Dawidowicz et al. 2015; Khezerlou et al. 2022; Esazadeh et al. 2024; Lorenzo et al.
2019; Hadidi et al. 2022). Nesse contexto, extratos vegetais ricos em compostos
fendlicos tém demonstrado potencial antioxidante relevante em sistemas carneos
(Lorenzo et al. 2019; Hadidi et al. 2022; de Carvalho et al. 2019).

Moringa oleifera Lam (MO) & uma espécie vegetal de ampla distribuicdo
tropical, cujas folhas apresentam elevado conteudo de compostos fendlicos,
flavonoides, isotiocianatos e outros metabdlitos secundarios com reconhecidas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Anwar et al. 2007; Deepali et al. 2025;
Abdallah et al. 2023). Estudos em produtos carneos tém demonstrado o potencial de
extratos e farinhas de MO para retardar a oxidacao lipidica, inibir o crescimento
microbiano e preservar a qualidade sensorial de hamburgueres e patés de diferentes
espécies (Falowo et al. 2018; Mashau et al. 2021a; Al-Juhaimi et al. 2016; Das et al.
2012; Das et al. 2024; Muthukumar et al. 2014; Elhadi et al. 2017; Ezz EI-Din Ibrahim
et al. 2022; Mashau et al. 2021b).

Falowo et al. (2018) e Mashau et al. (2021a) reportaram, em revisao
abrangente e estudo experimental com carne bovina moida, respectivamente,
redugdes significativas nos valores de TBARS e manutengédo dos atributos de cor
em produtos tratados com MO. De forma complementar, Al-Juhaimi et al. (2016)
demonstraram em hamburgueres bovinos que diferentes niveis de farinha de
sementes de MO reduziram a oxidagao lipidica e influenciaram a composi¢ao
centesimal, evidenciando que o efeito preservativo se manifesta em diferentes
formas de apresentagao do ingrediente. Esse potencial foi igualmente documentado
em outras espécies: Das et al. (2012) verificaram redugédo da peroxidagao lipidica

em patés de caprinos, enquanto Muthukumar et al. (2014) reportaram resultados
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similares em patés suinos, indicando que a eficacia nao é restrita a uma unica matriz
carnea. Em carne ovina especificamente, Mashau et al. (2021b) e Khomola et al.
(2021) reportaram resultados promissores com EAMO e com farinha de folhas de
MO, respectivamente, evidenciando melhoria dos parametros oxidativos e sensoriais
durante o armazenamento refrigerado. Apesar dessas evidéncias, estudos avaliando
o EAMO em hamburgueres de carne ovina durante armazenamento congelado
prolongado s&do escassos, e a comparagao direta com antioxidantes sintéticos
convencionais em condi¢cdes padronizadas permanece limitada na literatura.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
incorporagdo do EAMO em diferentes concentragbes (2%, 4% e 6%) sobre a
composi¢ao centesimal, a capacidade antioxidante, a oxidacao lipidica (TBARS), o
pH, os atributos de cor, as caracteristicas de cozimento e a aceitacao sensorial de
hamburgueres de carne ovina armazenados sob congelamento (-18 °C) por 90 dias,

comparando-os a um controle formulado com acido ascorbico (0,1%).

2. Materiais e Métodos
2.1 Preparagcdao do EAMO

A preparacdo do EAMO seguiu a metodologia proposta por Kholif et al.
(2018), com adaptacbes para obtencdo do extrato na forma de pdé. Folhas de
Moringa oleifera foram coletadas aleatoriamente de diversas arvores jovens e
maduras da fazenda experimental da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), Mato Grosso do Sul, durante o periodo de verdo. As amostras foram
identificadas taxonomicamente e depositadas no Herbario da UFGD sob o numero
DDMS8141 (https://ddms.jbrj.gov.br/v2/ficha.php?chtestemunho=8141). As folhas
foram imediatamente secas em estufa de ventilagdo forcada de ar a 60 °C por 72
horas e, em seguida, moidas. A extracdo foi realizada na proporgao de 1 kg de
matéria seca de pdé de folhas para 8 L de agua destilada. Os materiais foram
embebidos em frascos fechados e incubados a 30 °C por 72 horas. Apds a
incubacgao, o material foi filtrado por quatro camadas de gaze, descartando-se a
fracdo solida e retendo-se a fracdo liquida, que foi evaporada em estufa de

ventilagao forgada de ar a 40 °C até peso constante, resultando no extrato em pé. O



78

EAMO foi preparado em lote Unico; as sobras foram acondicionadas a -18 °C em

recipiente protegido com papel aluminio até o momento de uso.

2.2 Composicgao fitoquimica do EAMO

Os extratos obtidos foram submetidos a prospecgao fitoquimica segundo a
metodologia de Matos (2009). Para confirmagdo das classes de metabdlitos
secundarios, utilizou-se o procedimento de Wagner e Bladt (2009). As analises
qualitativas abrangeram: compostos fendlicos, naftoquinonas, flavonoides, taninos,
cumarinas, triterpenos e esteroides, heterosideos cianogénicos, heterosideos
cardioativos, alcaloides, saponinas e acucares redutores. As intensidades foram
classificadas como: reagcdo negativa (-); intensidade parcial (+; 10%); baixa (++;
50%); média (+++; 75%); e alta intensidade (++++; 100%).

2.2.1 Quantificagao dos compostos fendlicos, flavonoides e taninos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Djeridane et al. 2006), com acido galico como
padréo, e os resultados expressos em mg AGE/g de extrato. O teor de flavonoides
foi determinado pelo método do cloreto de aluminio (Djeridane et al. 2006), com
rutina como padrado, e os resultados expressos em mg RE/g. O teor de taninos foi
determinado pelo método de Folin-Denis (Pansera et al. 2003), com acido tanico

como referéncia, e os resultados expressos em mg ATE/g.

2.2.2 Potencial antioxidante

O potencial antioxidante do EAMO foi determinado pelo método de captura
do radical livre DPPH, conforme Kumaran e Karunakaran (2006). A concentragao
inibitéria de 50% dos radicais (ICs,) foi calculada por regresséao linear. Os resultados

foram expressos em pg/mL.

2.3 Formulagao e preparo dos hamburgueres

Foram elaborados hamburgueres de carne ovina utilizando paleta de ovelha
Pantaneira (80% carne e 20% gordura dorsal). Os tratamentos avaliados foram:
controle (CON) - 0,1% de acido ascorbico; e 3 niveis de EAMO em pé: 2% (EAMO2),
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4% (EAMO4) e 6% (EAMOG6), em substituicdo proporcional ao antioxidante
convencional. Os hamburgueres foram elaborados conforme Instrugdo Normativa n°
20 do MAPA (Brasil 2000), embalados individualmente em filme de policloreto de
vinila (PVC), acondicionados em embalagem de aluminio e armazenados a -18 °C.

As avaliagdes foram realizadas nos dias 0, 30, 60 e 90 do armazenamento.

2.4 Avaliagao de hamburgueres crus
2.4.1 Reagentes quimicos

Os solventes e reagentes utilizados (etanol, metanol, acido acético, cloreto
de aluminio, reagente de Folin-Ciocalteu, DPPH, ABTS, persulfato de potassio,
Trolox e acido tiobarbiturico) eram de grau analitico (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo,

Brasil), salvo indicagao contraria especifica nos métodos.

2.4.2 Cor

A avaliagdo da cor dos hamburgueres crus foi realizada com colorimetro
Minolta CR-400 (Konica Minolta, Osaka, Japao), com iluminante D65 e observador
padréo 10°, por meio do sistema CIELab (L, a, b). Foram realizadas trés leituras por
amostra, calculando-se os valores de Chroma (C = V(a)? + (b)) e Hue (h =
arctg[b/a]), conforme Hirata et al. (2019).

2.4.3 Composigcao centesimal
As analises de umidade (925.10), proteina bruta (928.08), extrato etéreo
(920.39) e cinzas (920.153) foram determinadas conforme AOAC (2020). Os

resultados foram expressos em g/100 g de produto.

2.4.4 Capacidade antioxidante - ABTS

A capacidade antioxidante pelo método ABTS (2,2-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi determinada conforme Miller e Rice-Evans
(1997), com resultados expressos em percentagem de inibicdo (%l). As andlises de
ABTS e DPPH nos hamburgueres foram realizadas apos extragdo dos compostos
fendlicos com solugao de metanol:agua:acido acético (70:29,5:0,5 v/v/v). Os extratos

foram filtrados e utilizados imediatamente para analise.
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2.4.5 Capacidade antioxidante - DPPH
A capacidade antioxidante pelo radical DPPH foi determinada conforme de
Carvalho et al. (2019), em solugédo de 0,25 mmol/L de DPPH, com leitura da

absorbancia a 541 nm, e os resultados expressos em percentagem de inibi¢cao (%]).

2.4.6 Oxidacao lipidica (TBARS)
A oxidacgao lipidica foi determinada pelo método do acido tiobarbiturico
(TBARS), conforme Babiker et al. (2019), com resultados expressos em mg de

malonaldeido (MDA) por kg de amostra (mg MDA/kg).

2.4.7 pH

O pH foi medido utilizando um medidor de pH (Testo 205, Testo, Lenzkirch,
Alemanha) de sonda. As leituras foram realizadas em triplicata. A calibragdo do
medidor de pH foi realizada utilizando solugdes tampao (pH 7,0 e pH 4,0) a

temperatura ambiente.

2.5 Avaliagao de hamburgueres grelhados
Os hamburgueres foram grelhados em chapa elétrica (180 °C) até atingir
temperatura interna de 70 °C, monitorada com termdémetro digital de haste. As

analises de cor foram realizadas conforme descrito na segéo 2.4.2.

2.5.1 Rendimento de cozimento e encolhimento dimensional

O rendimento de cozimento foi calculado pela relagdo entre o peso do
hamburguer grelhado e o peso cru, expresso em percentagem. O encolhimento
dimensional foi determinado pela medi¢cdo do didmetro antes e apds o cozimento

com paquimetro digital, expresso em percentagem de redugao.

2.5.2 Forga de cisalhamento

A forca de cisalhamento (N) dos hamburgueres de carne ovina grelhado foi
determinada com texturdbmetro TA.XT Plus (TA-XT Plus, Stable Micro Systems Ltd.,
Godalming, Reino Unido), equipado com lamina Warner-Bratzler, conforme (Hirata et
al., 2019).
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2.6 Analise sensorial

Os testes foram realizados utilizando aleatoriamente com 54 provadores néo
treinados, realizando seis sessées com nove consumidores diferentes cada. Cada
consumidor avaliou quatro amostras codificadas com um codigo aleatério de trés
digitos por sessdo, correspondente aos diferentes tratamentos. As amostras foram
servidas em um delineamento randomizado para evitar efeitos de ordem e
transposicao (Macfie et al.,, 1989). Os consumidores foram solicitados a provar e
avaliar cada amostra sobre a aceitabilidade de seis atributos (aparéncia, cor, sabor,
textura, suculéncia e impresséao global) usando uma escala de 9 pontos, variando de
1 (desgostei extremamente) a 9 (gostei muitissimo). Os consumidores foram
convidados a comer biscoito agua e sal e enxaguar a boca com agua antes de

avaliar cada amostra, incluindo a primeira amostra.

2.7 Analise estatistica

O experimento foi conduzido segundo um delineamento em parcelas
subdivididas no tempo, tendo tratamento como fator da parcela principal e tempo
como fator da subparcela. Os tratamentos das parcelas principais foram alocados as
unidades experimentais, e os tratamentos das subparcelas foram aplicados
repetidamente dentro de cada parcela principal ao longo do tempo. Os tratamentos
foram: Controle (0,1 % de acido ascoérbico); EAMO 2%; EAMO 4%; EAMO 6%. Os
tempos de avaliagao foram: 0, 30, 60 e 90 dias.

Os dados foram analisados utilizando o pacote “Im” do software R versao
4.3.3 (R Core Team, 2024), utilizando o seguinte modelo:

Yk = u + Treatment; + Timex + Treatment*Timej + Ej

Onde Yjk representa a variavel dependente, u € a média da populagao,
Treatment; representa o efeito de tratamento (j= 4), Timex representa o efeito de
tempo (k = 4), Treatment*Timej representa a interagéo entre tratamento e tempo e
Eik representa a variancia residual.

Os outliers foram removidos antes das analises caso os residuos
studentizados do modelo excedessem um valor absoluto de 3. Os dados foram
apresentados como médias de minimos quadrados (LSM) acompanhadas do

respectivo SEM. Contrastes ortogonais pré-planejados, incluindo contrastes
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polinomiais para os niveis de EAMO, foram avaliados utilizando a fungdo de
“contrast” do pacote “emmeans” no R, utilizando a seguinte estrutura: C1 = Controle
vs. tratamentos com EAMO; C2 = EAMO 2% vs. EAMO 6% (testando a tendencia
linear dos niveis); C3 = EAMO 2% vs. EAMO 4% vs. EAMO 6% (testando a
tendencia quadratica dos niveis). A significancia foi declarada para P < 0,05, e as
tendéncias, para 0,05 <P < 0,10.

Os resultados de avaliagao sensorial foram avaliados utilizando o programa
R versao 4.3.3 (2024), incluiu analise de componentes principais (PCA) usando o
pacote “ggbiplot”, centrado na média com column scaling GH (CMP). Para a gerar o
biplot, foram incluidos os dados numéricos de EAMO, dias, escala de aparéncia, cor,
sabor, textura, suculéncia, impresséo global e intengédo de compra e caracteristicas
do avaliador (faixa etaria, frequéncia de consumo de hamburguer, frequéncia de

consumo de carne ovina).

3. Resultados
3.1 Caracterizagcao do EAMO

A analise fitoquimica qualitativa do EAMO confirmou a presenca de
compostos fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos, esteroides e
alcaloides (Tabela 1). Na quantificagcao, o teor de fendlicos totais foi de 234,55 mg
AGE/g de extrato, o de flavonoides de 56,37 mg RE/g e o de taninos de 24,40 mg
ATE/g. O ICs, para o radical DPPH foi de 74,27 ug/mL, indicando potencial

antioxidante moderado do EAMO.

Tabela 1. Compostos bioativos de extrato aquoso de Moringa oleifera - EAMO
(média £ desvio padréao para TCF, TF, TT e DPPH)

Compostos bioativos Extrato aquoso de Moringa oleifera
Compostos fendlicos™ ++
Flavonoides™ ++
Taninos* ++

Naftoquinona* -
Cumarinas* +

Triterpenos e esteroides™ -
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Heterosideos cianogénicos* +
Heterosideos cardioativos* +
Acucares redutores® +
Saponinas* +
Alcaloides* -
TCF (mg AGE g) 234,55+0,07
TF (mg RE g) 56,3710,15
TT (mg ATE g) 24,40+0,10
DPPH (ICso - ug mL™) 74,27+0,06

*Classificagdes das intensidades das reagbes: O (zero) para reagdo negativa (-), intensidade
parcial (+ = 10%), baixa (++ = 50%), média (+++ = 75%) e alta intensidade (++++ = 100%). TCF:
teor de compostos fendlicos (mg/g), TF: teor de flavonoides (mg/g), TT: teor de taninos (mg/g),
DPPH: (1,1-difenil-2-picrilhidrazil).

3.2 Composigao centesimal dos hamburgueres

O teor de minerais foi significativamente afetado pela adicdo de EAMO em
todos os tempos de avaliagao (C1: P<0,01; C2: P<0,01), com aumento linear
proporcional a concentragao do extrato em relacdo ao controle. O teor de proteina
bruta ndo diferiu significativamente entre os tratamentos em nenhum tempo avaliado
(P>0,05), indicando que a incorporagao do EAMO n&o diluiu nem adicionou proteina
relevante a formulacdo nas concentracdes estudadas. Esses resultados demonstram
que o EAMO modificou parcialmente a composicdo do produto, especialmente
quanto ao teor mineral.

A umidade foi significativamente afetada pelos tratamentos na maioria dos
tempos avaliados (C1: P<0,01; C2: P<0,01), com reducgao progressiva em fungao do
aumento na concentracdo de EAMO nos dias 30, 60 e 90. No dia 0, o
comportamento foi ndo-monotdnico, com o EAMOG6 apresentando maior umidade
que os demais tratamentos com EAMO. O teor de lipidios apresentou padrao
complexo de interacdo com o tempo (Tabela 2): no dia 0, o tratamento EAMOG6
apresentou menor conteudo lipidico em relagcdo ao controle (C1: P=0,01; C2:
P<0,01), enquanto nos dias 60 e 90 os tratamentos com EAMO tenderam a
apresentar maiores teores de lipidios, reflexo, em parte, da reducdo concomitante de

umidade que concentra os demais componentes na base umida. Além da
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composi¢ao centesimal, foram observados efeitos do EAMO sobre as caracteristicas

oxidativas do produto.

Tabela 2. Composi¢ao centesimal de hamburguer de carne ovina cru formulado

com diferentes concentracbes de EAMO durante o armazenamento a -18°C.

Tratamentos p-value contrastes
Dia EAMO EAMO EAMO SEM CONvs.
CON Lin Quad
2 4 6 EAMO
0 69.6 68.1 66.6 71.3 0.07 <0.01 <0.01 <0.01
) 30 69.1 68.3 66.9 66.5 <0.01 <0.01 <0.01
Umidade (%)
60 69.1 67.5 66.5 65.5 <0.01 <0.01 0.66
90 69.0 68.3 67.3 66.0 <0.01 <0.01 0.31
0 14.2 15.5 15.9 14.2 0.60 0.15 0.15 0.16
30 17.8 18.1 17.2 17.5 0.78 0.51 0.47
Proteina (%)
60 16.3 16.9 16.3 15.8 0.96 0.20 0.95
90 16.8 17.3 17.4 17.9 0.30 0.51 0.80
0 2.6 2.8 2.8 2.6 0.04 0.03 <0.01 0.01
30 25 2.9 3.0 3.1 <0.01 <0.01 0.65
Minerais (%)
60 2.6 2.9 3.1 3.3 <0.01 <0.01 0.94
90 2.7 29 3.1 3.4 <0.01 <0.01 0.80
0 20.7 20.0 21.9 15.7 0.45 0.01 <0.01 <0.01
30 20.5 20.8 21.3 20.6 0.41 0.74 0.28
Lipidios (%)
60 20.5 21.5 22.5 23.3 <0.01 0.01 0.78
90 18.9 19.5 20.5 20.0 0.05 0.44 0.18

CON: Controle; EAMO2: EAMO 2%; EAMO4: EAMO 4%; EAMOG6: EAMO 6%; Lin: lineal; Quad:
Quadratica

3.3 Capacidade antioxidante, oxidacao lipidica e pH dos hamburgueres

A capacidade sequestrante de radicais pelo método ABTS foi
significativamente superior no controle em relagdo a todos os tratamentos com
EAMO nos dias 0, 30 e 60 (C1: P<0,01; C2: P<0,01 em todos os tempos), com
diminuig¢ao linear proporcional ao aumento da concentragdo do extrato. No dia 90, a
diferenca entre o controle e os tratamentos com EAMO né&o atingiu significancia
estatistica (C1: P=0,16), embora a tendéncia linear negativa permanecesse
significativa (C2: P<0,01).
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De forma analoga, os valores de DPPH foram consistentemente superiores
no controle em relagao a todos os niveis de EAMO em todos os tempos avaliados
(C1: P<0,01; C2: P<0,01), com decréscimo linear significativo conforme o aumento
da concentragdo do extrato. Efeito quadratico significativo foi detectado nos dias 60
e 90 (C3: P=0,04 e P=0,06, respectivamente).

Os valores de TBARS revelaram comportamento temporal e concentracao-
dependente (Tabela 3). No dia 0, os valores aumentaram de forma progressiva e
significativa com a concentragdo de EAMO em relagdo ao controle (C1: P<0,01; C2:
P<0,01), indicando maior oxidagao lipidica inicial nos tratamentos com EAMO. No
dia 30, o padrao foi nao-linear (C3: P<0,01), com EAMO4 apresentando valores
inferiores ao EAMO2 e EAMOG6. Nos dias 60 e 90, o efeito do contraste C1 foi
significativo (dias 60: P=0,04; dia 90: P<0,05 para tendéncia linear inversa), com o
tratamento EAMOZ2 apresentando os menores valores de TBARS ao dia 90,
inferiores ao controle, ao EAMO4 e ao EAMOG. O pH foi reduzido progressivamente
com o aumento da concentracdo de EAMO em todos os tempos avaliados (C1:
P<0,01; C2: P<0,01), com os menores valores observados no tratamento EAMOG6

em cada tempo de avaliagdo (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas oxidativas e pH de hamburguer de carne ovina cru
formulado com diferentes concentragdes de EAMO durante o armazenamento a -
18°C.

Tratamentos p-value contrastes
Dia EAMO EAMO EAMO SEM CONvs.
CON Lin Quad
2 4 6 EAMO
0 87.3 84.6 75.2 68.0 2.87 <0.01 <0.01 0.76
30 84.7 76.9 70.3 62.0 <0.01 <0.01 0.81
ABTS (%)
60 71.3 71.4 67.7 39.5 <0.01 <0.01 <0.01
90 81.9 83.0 81.8 66.6 0.16 <0.01 0.05
0 88.4 78.7 69.5 58.4 1.93 <0.01 <0.01 0.68
30 85.6 75.0 63.8 48.8 <0.01 <0.01 0.44
DPPH (%)
60 86.0 73.8 64.1 44 .4 <0.01 <0.01 0.04
90 87.3 70.8 62.6 455 <0.01 <0.01 0.06
TBARS 0 0.64 0.76 1.67 2.38 0.104 <0.01 <0.01 0.42

(ma/kg) 30 056 104 062 149 <001 <001 <0.01
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60 0.59 0.87 0.67 0.99 0.04 0.43 0.04
90 0.34 0.11 0.19 0.56 0.70 <0.01 0.24
0 5.93 5.71 5.60 548 0.026 <0.01 <0.01 0.69
30 6.37 6.09 5.88 5.78 <0.01 <0.01 0.10
PH 60 6.19 5.87 5.77 5.59 <0.01 <0.01 0.22
90 6.09 5.88 5.63 5.50 <0.01 <0.01 0.07

CON: Controle; EAMO2: EAMO 2%; EAMO4: EAMO 4%; EAMOG6: EAMO 6%; Lin: lineal; Quad:
Quadratica

3.4 Cor de hamburgueres crus

A luminosidade (L*) dos hamburgueres crus foi significativamente reduzida
pela adicdo de EAMO em todos os tempos avaliados (C1: P<0,01; C2: P<0,01),
indicando escurecimento progressivo e proporcional a concentragdo do extrato em
relacdo ao controle (Tabela 4). Os valores de a* (intensidade do vermelho) nao
diferiram significativamente entre o controle e os tratamentos com EAMO nos dias 0,
30 e 90 (C1: P>0,05); no dia 60, o controle apresentou maior a que os tratamentos
com EAMO (C1: P=0,02). Os valores de b* (intensidade do amarelo) apresentaram
tendéncia linear significativa em todos os tempos (C2: P<0,01), com redugdo
proporcional a concentracdo de EAMO. O Chroma (C*) (saturacdo de cor) foi
significativamente menor nos tratamentos com EAMO em relagdo ao controle nos
dias 0, 60 e 90 (C1: P<0,01). O angulo de Hue foi significativamente afetado pelos
tratamentos nos dias 0 e 90 (C1: P<0,01), com tendéncia linear de aumento com a
concentracdo de EAMO, refletindo desvio cromatico para tons mais amarelo-

esverdeados.

Tabela 4. Cor de hamburguer de carne ovina cru formulado com diferentes

concentragbes de EAMO durante o armazenamento a -18°C.

Tratamentos p-value contrastes

Dia EAMO EAMO EAMO SEM CON vs.

CON Lin Quad
2 4 6 EAMO

0 50.21 41.81 37.08 33.98 0.837 <0.01 <0.01 0.43
L+ 30 5424 4338 36.09 31.81 <0.01 <0.01 0.14
60 5113 4249 42.81 33.25 <0.01 <0.01 <0.01
90 53.25 46.18 4146 38.75 <0.01 <0.01 0.33

a~ 0 7.85 7.76 7.45 7.78 0.893 0.86 0.98 0.77
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30 7.93 7.81 8.14 8.82 0.75 0.43 0.87

60 8.44 6.04 5.99 5.98 0.02 0.96 0.98

90 6.39 5.64 5.56 4.66 0.29 0.44 0.71

0 1165 1312 1149 1040 0.837 0.98 0.02 0.80

. 30 11.38 1416 11.24 10.06 0.65 <0.01 0.40
° 60 10.06 8.56 11.58 5.29 0.10 0.01 <0.01
90 9.82 9.63 7.22 5.18 0.01 <0.01 0.86

0 17.39 1527 1377 13.08 0.808 <0.01 0.06 0.69

Chroma 30 13.88 16.19 1392 13.39 0.51 0.02 0.38
60 13.18 10.50 13.26 8.00 0.01 0.03 <0.01

90 11.73 1119 9.15 6.98 0.01 <0.01 0.95

0 42.21 59.24 56.43 5225 1.438 <0.01 <0.01 0.70

30 556.19 60.95 53.38 48.70 0.61 <0.01 0.41
Fue 60 4998 5472 58.57 40.84 0.40 <0.01 <0.01
90 57.05  59.51 51.96 47.93 0.02 <0.01 0.32

CON: Controle; EAMO2: EAMO 2%; EAMO4: EAMO 4%; EAMO6: EAMO 6%; Lin: lineal; Quad:

Quadratica

3.5 Cor de hamburguer grelhado

Apés o cozimento, a luminosidade (L) foi consistentemente menor nos

tratamentos com EAMO do que no controle em todos os tempos avaliados (C1:

P<0,01; Tabela 5), confirmando que o escurecimento induzido pelo EAMO n&o foi

revertido pelo processo térmico. Os valores de a foram significativamente reduzidos
pelo EAMO nos dias 0 e 60 (C1: P=0,01 e P<0,01, respectivamente), mas nao
diferiram no dia 30 (C1: P=0,42); no dia 90, observou-se tendéncia (C1: P=0,06). Os

valores de b foram fortemente reduzidos pela adicdo de EAMO (C1: P<0,01 na

maioria dos tempos), com diminuigdo linear proporcional a concentragdo (C2:

P<0,01). O Chroma foi significativamente menor nos tratamentos com EAMO nos
dias 30, 60 e 90 (C1: P<0,01). O Hue apresentou diferencga significativa nos dias 0 e
90 (C1: P<0,01).
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Tabela 5. Cor de hamburguer de carne ovina grelhado formulado com diferentes

concentragbes de EAMO durante o armazenamento a -18°C.

Tratamentos p-value contrastes
Dia SEM CON vs.
CON EAMO2 EAMO4 EAMO6 Lin Quad
EAMO

0 44.07 35.26 34.44 31.98 1.380 <0.01 0.09 0.63

. 30 4645 41.71 39.42 35.78 <0.01 <0.01 0.69
L 60 46.75 40.08 36.68 34.84 < 0.01 0.01 0.64
90 47.05 39.81 37.42 34.19 <0.01 <0.01 0.80

0 6.34 5.80 5.12 5.18 0.340 0.01 0.20 0.38

. 30 5.94 6.26 5.52 5.10 0.42 0.02 0.71
@ 60 6.22 5.27 6.29 3.53 <0.01 <0.01 <0.01
90 5.97 5.98 5.13 453 0.06 <0.01 0.76

0 7.93 4.66 2.74 2.76 0.868 <0.01 0.12 0.36

. 30 7.64 7.03 5.50 2.96 0.01 <0.01 0.64
° 60 9.27 5.52 10.12 1.39 < 0.01 <0.01 <0.01
90 9.49 5.71 3.56 2.35 <0.01 0.01 0.66

0 10.20 7.45 5.85 5.97 0.837 < 0.01 0.21 0.40

Chroma 30 10.27 9.44 7.81 5.95 0.01 <0.01 0.91
60 11.22 7.70 12.09 3.82 < 0.01 <0.01 <0.01

90 11.24 8.28 6.26 5.12 <0.01 0.01 0.67

0 56.18 49.39 50.40 51.91 0.502 <0.01 <0.01 0.69

30 50.65 48.89 51.38 53.10 0.42 <0.01 0.54
e 60 52.68 50.86 49.83 56.92 0.80 <0.01 <0.01
90 50.05 49.34 51.93 53.46 0.01 <0.01 0.39

CON: Controle; EAMO2: EAMO 2%; EAMO4: EAMO 4%; EAMO6: EAMO 6%; Lin: lineal; Quad:

Quadratica

3.6 Parametros tecnoldgicos e forgca de cisalhamento

O rendimento de cozimento foi significativamente menor nos tratamentos
com EAMO em relagéo ao controle nos dias 0, 30 e 60 (C1: P<0,01; C2: P<0,01),

com decréscimo linear proporcional a concentragdo do extrato (Tabela 6). No dia 90,

a diferenga permaneceu significativa (C1: P=0,03), embora a tendéncia linear ndo

tenha atingido significancia (C2: P=0,42). O encolhimento dimensional seguiu padrao

inverso ao rendimento, com aumento significativo proporcional ao EAMO nos dias 0,

30 e 60 (C1: P<0,01; C2: P<0,01). A contragao néo diferiu significativamente entre
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os tratamentos nos dias 0, 30 e 60 (C1: P>0,05), mas apresentou diferenca
significativa no dia 90 (C1: P<0,01; C2: P<0,01).

A forga de cisalhamento diferiu entre os tratamentos no dia 0 (C1: P=0,02;
C3: P=0,01), com efeito quadratico significativo: o tratamento EAMO4 apresentou o
maior valor, seguido por EAMO6, EAMO2 e controle. Nos dias 30, 60 e 90, n&o

foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos (P>0,07).

Tabela 6. Caracteristicas de cozimento e textura de hamburguer de carne ovina
grelhado formulado com diferentes concentragbes de EAMO durante o armazenamento
a-18°C.

Tratamentos p-value contrastes
Dia SEM CONvs.
CON EAMO2 EAMO4 EAMO6 Lin Quad
EAMO
0 76.17 74.49 64.25 67.27 1.655 <0.01 0.01 <0.01
Rendimento de 30 83.61 80.98 69.24 65.99 <0.01 <0.01 0.05
cozimento (%) 60 84.73 78.52 81.82 61.91 <0.01 <0.01 <0.01
90 86.90 85.51 78.23 83.58 0.03 0.42 0.01
0 23.83 25.51 35.75 32.73 1.655 <0.01 0.01 < 0.01
Encolhimento 30 16.39 19.02 30.76 34.01 <0.01 <0.01 0.05
dimensional (%) 60 15.27 21.48 18.18 38.09 <0.01 <0.01 <0.01
90 13.10 14.49 21.77 16.42 0.03 0.42 0.01
0 19.35 19.26 21.56 17.77 1.184 0.89 0.38 0.04
Contragéo 30 17.05 13.98 19.77 17.29 0.98 0.05 0.01
Cozimento (%) 60 14.39 14.97 16.10 18.96 0.10 0.02 0.55
90 15.83 14.35 12.26 8.04 <0.01 <0.01 0.46
0 11.11 12.36 14.76 12.26 0.727 0.02 0.92 0.01
Forga de
30 9.78 11.02 11.39 11.50 0.07 0.64 0.88
cisalhamento
N) 60 12.18 10.74 10.30 14.61 0.72 <0.01 0.01
90 9.21 9.72 10.56 9.73 0.34 0.99 0.35

CON: Controle; EAMO2: EAMO 2%; EAMO4: EAMO 4%; EAMO6: EAMO 6%; Lin: lineal; Quad:
Quadratica

3.7 Andlise sensorial
A analise de componentes principais (PCA) evidenciou separagao entre os
tratamentos ao longo do primeiro componente principal (CP1), que explicou a maior

proporgao da variancia total (44,9%). Os tratamentos com maiores concentragdes de
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EAMO (4 e 6%) foram associados negativamente aos atributos heddnicos avaliados
pelos consumidores (aparéncia, cor, sabor, textura, suculéncia e impressao global),
enquanto o controle e o EAMO2 se posicionaram no quadrante positivo de CP1,
associando controle e EAMO2 aos atributos hedbnicos positivos. Os resultados
indicam que a incorporagcdo de EAMO em concentragcdes superiores a 2% impacta

negativamente a percepgao sensorial do hamburguer de carne ovina pelos

consumidores (Figura 1).

PCA - Biplot

Col.

Dim2 (10.4%)

Figura 1. Biplot dos individuos e de fatores das variaveis (PCA). Cor representa os
niveis de EAMO (EAMO; 0, 2, 4, ou 6%), dias (Day; 0, 30, 60, 90), escala de
aparéncia (Apa), cor, sabor (Sab), textura (Tex), suculéncia (Suc), impresséao global
(Igl) e intensdo de compra (Ic) e caracteristicas do avaliador (faixa etaria (FE),
frequéncia de consumo de hamburguer (CH), frequéncia de consumo de carne ovina
(CCO).

4. Discussao
4.1 Composig¢ao centesimal
O aumento linear no teor de minerais dos hamburgueres com o incremento

de EAMO reflete o perfil mineral reconhecidamente rico de folhas de Moringa
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oleifera, que contém concentragdes relevantes de calcio, ferro, potassio, magnésio e
zinco (Anwar et al. 2007). Resultados similares foram reportados por Mashau et al.
(2021b) em patés de carne ovina com EAMO e por Khomola et al. (2021) em patés
com farinha de folhas de MO, em ambos os casos com aumentos proporcionais a
concentracéo de extrato. A contribuigdo mineral do EAMO representa uma potencial
vantagem nutricional da formulagdo, especialmente para produtos destinados a
populagdes com deficiéncias de micronutrientes (Anwar et al. 2007). Esses
resultados reforgcam o potencial tecnolégico do EAMO no sistema carneo avaliado.

A auséncia de efeito sobre o teor de proteinas € consistente com os achados
de Mashau et al. (2021b) e Khomola et al. (2021), refletindo o fato de que as
concentragbes de EAMO avaliadas (2-6%) nao representam aporte proteico
relevante nem promovem diluicdo significativa da proteina da carne na formulagéo
estudada. A reducido de umidade observada na maioria dos tempos avaliados pode
ser atribuida a interagdo de compostos fendlicos do EAMO com proteinas
miofibrilares, modificando a capacidade de retencdo de agua da matriz carnea
(Dominguez et al.,, 2019; 2022). Mashau et al. (2021b) e Khomola et al. (2021)
também reportaram redugdes similares de umidade em patés de carne ovina
formulados com EAMO e com farinha de folhas de MO, respectivamente, em padrao
consistente com o observado no presente estudo. A variagdo nao-monotdnica de
umidade no dia 0 para EAMOG6 pode refletir a absorgédo inicial de agua pelos
componentes hidrofilicos do extrato em pd, antes que as interagdes fendlico-proteina
se estabilizem durante o armazenamento.

O padrao complexo dos lipidios, com menor conteudo no dia 0 para EAMOG6
e incremento aparente nos dias 60 e 90, possivelmente resulta de dois mecanismos:
no dia 0, interacdes fendlico-lipidio podem formar complexos que reduzem a
extractabilidade dos lipidios durante a analise centesimal; nos dias subsequentes, a
perda de umidade concentra os demais componentes, incluindo os lipidios, elevando
seus valores relativos. Al-Juhaimi et al. (2016) observaram efeitos nao-lineares de
farinha de semente de MO sobre o conteudo lipidico de hamburgueres bovinos,

destacando a complexidade dessas interagdes no sistema carneo.

4.2 Caracteristicas antioxidantes, oxidagao lipidica e pH
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Os resultados de ABTS e DPPH nos hamburgueres indicaram que o controle
com acido ascorbico (0,1%) apresentou maior capacidade sequestrante de radicais
livres do que todos os tratamentos com EAMO na maior parte do periodo de
armazenamento. Essa superioridade do antioxidante sintético sobre extratos
vegetais em sistemas carneos tem sido documentada em outros estudos, que
atribuem o fendmeno a maior estabilidade e biodisponibilidade do acido ascérbico na
matriz carnea (Mostafa et al., 2025). Esse resultado, aparentemente contraintuitivo
frente ao potencial antioxidante do EAMO documentado em ensaio in vitro (ICsg
DPPH = 74,27 ug/mL), reflete mecanismos bem estabelecidos na literatura sobre a
eficacia de antioxidantes em matrizes carneas complexas. O acido ascérbico € um
antioxidante hidrossoluvel amplamente utilizado em produtos carneos, atuando
como redutor direto de radicais livres e sinergista de outros antioxidantes (Hadidi et
al., 2022; Lorenzo et al., 2018).

Compostos fendlicos de extratos vegetais, ao serem incorporados ao
sistema carneo, tendem a interagir com proteinas e lipidios da carne por meio de
interagcdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio, reduzindo sua concentragdo livre
efetiva e sua capacidade de reagcdo com os radicais nos ensaios ABTS e DPPH
(Hadidi et al. 2022). Falowo et al. (2017) observaram que a eficacia antioxidante de
extratos de MO em hamburgueres bovinos variou em fungdo da matriz e do método
de ensaio empregado, com a atividade in vitro n&o refletindo necessariamente o
comportamento no produto. Al-Baidhani et al. (2024) e Kartikasari et al. (2024)
reportaram resultados similares com outros extratos vegetais em hamburgueres
bovinos, destacando que a atividade antioxidante medida diretamente no produto é
sistematicamente inferior a medida no extrato puro.

O decréscimo linear na capacidade sequestrante de radicais com o0 aumento
da concentragao de EAMO (C2: P<0,01) é consistente com o comportamento pré-
oxidante de polifendis em altas concentragbes na presenca de metais de transigao,
particularmente ferro e cobre, intrinsecos a matriz carnea (Dominguez et al., 2019).
A reducao de Fe** a Fe?" mediada por polifendis catalisa a reacdo de Fenton,
gerando radicais hidroxila que iniciam a peroxidacao lipidica (Dominguez et al.,
2019), contrapondo-se ao efeito antioxidante esperado em altas concentragbes

(Martinez et al., 2020). Esse mecanismo explica, em parte, o maior valor de TBARS
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observado nos hamburgueres com EAMO no dia 0. Conforme destacado por
Mostafa et al. (2025), a eficacia de antioxidantes naturais em sistemas carneos é
influenciada por multiplos fatores, incluindo a concentragdo, a matriz alimentar e as
condi¢cbes de armazenamento, o que pode resultar em comportamento pro-oxidante
em determinadas condi¢gdes. Mashau et al. (2021b) reportaram comportamento
similar em patés de carne ovina com EAMO, com maior oxidagao lipidica inicial em
tratamentos de maior concentragao, e Das et al. (2012) e Muthukumar et al. (2014)
destacaram que a eficacia antioxidante de extratos de MO em sistemas carneos é
dependente da concentracéo e do tempo de armazenamento.

O comportamento temporal bifasico dos TBARS, com inversao do padrao ao
dia 90 (EAMO2 com menores valores que o controle), sugere que o EAMO a baixas
concentragcdes pode exercer protecdo antioxidante tardia durante o armazenamento
congelado prolongado. Dois mecanismos podem contribuir para essa inverséo: a
redistribuicdo gradual dos compostos fendlicos na matriz durante o armazenamento,
aumentando sua disponibilidade em sitios oxidativamente relevantes; e a
degradacao parcial do acido ascérbico ao longo de 90 dias de congelamento,
reduzindo a protegao antioxidante do controle (Hadidi et al. 2022). O efeito protetor
do EAMO sobre a oxidagao lipidica ao dia 90 é consistente com a eficacia
antioxidante de extratos de MO documentada em outros sistemas carneos durante
armazenamento (Das et al. 2012; Muthukumar et al. 2014), embora as dinamicas
temporais possam variar em funcdo da matriz, da forma de apresentacédo do extrato
e das condicdes de conservagao.

A redugao de pH proporcional a concentracdo de EAMO é atribuida ao
carater acido dos acidos fendlicos presentes no extrato, cuja ionizagdo na fase
aquosa contribui para a acidificagdo do meio carneo (Fernandes et al. 2017; Ahmed
et al. 2022). Fernandes et al. (2017) observaram reduc&o similar de pH em
hamburgueres de carne ovina com extrato de orégano, enquanto Ahmed et al.
(2022) reportaram o mesmo fendmeno com polifendis de cravo-da-india em
hamburgueres bovinos. A menor pH nos tratamentos com EAMO pode exercer efeito
preservativo indireto ao dificultar o crescimento de microrganismos deteriorantes,

conforme documentado por Abdallah et al. (2023) para extratos de MO sobre carne
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bovina moida. As alteragcbes oxidativas observadas podem ter contribuido para as

modificagdes de cor descritas a seguir.

4.3 Cor de hamburgueres crus

O escurecimento progressivo dos hamburgueres crus, evidenciado pela
reducdo de L* proporcional a concentracdo de EAMO, constitui o efeito mais
consistente e pronunciado da incorporacdo do extrato. Esse fendmeno ¢é
amplamente reportado na literatura sobre incorporagao de extratos vegetais ricos em
compostos fendlicos e clorofila em produtos carneos, e € atribuido a pigmentagao
inerente do extrato (coloragao verde-acastanhada das folhas de MO) e a capacidade
dos polifendis de interagir com proteinas carneas por meio de reagdes de oxidagao,
gerando pigmentos escuros (Dominguez et al. 2019; Falowo et al. 2018; Khomola et
al. 2021). Mashau et al. (2021b) e Khomola et al. (2021) reportaram reducdes
similares de L* em patés de carne ovina com EAMO e com farinha de MO,
respectivamente, e os autores atribuiram o efeito aos pigmentos naturais do extrato.
Falowo et al. (2018) observaram a mesma tendéncia em carne moida com extrato
de MO. O escurecimento dose-dependente representa uma limitacdo pratica da
incorporacdo de EAMO a concentragdes mais altas, especialmente para produtos
em que a aparéncia € determinante da aceitagao pelo consumidor.

A auséncia de efeito significativo sobre a* na maioria dos tempos avaliados
indica que EAMO nas concentracdes estudadas ndo comprometeu substancialmente
a intensidade de vermelho nos estagios iniciais e intermediarios de armazenamento.
A redugao de a* observada no dia 60 pode refletir acimulo de metamioglobina
mediado por compostos fendlicos nesse periodo especifico, fendbmeno documentado
por Ahmed et al. (2022) em hamburgueres bovinos com polifendis de cravo. O
comportamento de b* e Chroma indica reducédo de saturagcdo cromatica proporcional
a concentracao de EAMO, enquanto o desvio de Hue para tons mais amarelo-
esverdeados no dia 0 pode estar relacionado a presenga residual de pigmentos
clorofilinos e flavonoides no extrato (Nobossé et al. 2018), que podem afetar a
coloragédo da matriz carnea por diluicdo dos pigmentos da carne (Mashau et al.
2021b).



95

4.4 Cor de hamburguer grelhado

O cozimento nao reverteu o escurecimento induzido pelo EAMO; ao
contrario, acentuou as diferengas na luminosidade (L*) entre o controle e os
tratamentos com extrato em todos os tempos avaliados. A degradacdo térmica de
clorofilas e outros pigmentos labeis presentes no EAMO, somada as reagdes de
Maillard entre aminoacidos e agucares redutores do extrato, contribui para maior
escurecimento em concentragbes mais elevadas durante o cozimento (Dominguez
et al. 2019; Ahmed et al. 2022). Mashau et al. (2021b) reportaram padrao similar em
patés de carne ovina grelhados com EAMO, com maior escurecimento apos o
processamento térmico nas maiores concentragdes avaliadas.

A oscilagao temporal na significancia do efeito sobre a* em hamburgueres
grelhados pode refletir efeitos concorrentes dos compostos fendlicos: protegcdo da
mioglobina em determinados periodos de armazenamento versus promog¢ao de sua
oxidacdo a metamioglobina em outros, fenbmeno dependente do estado de
oxidacao dos compostos fendlicos no momento do cozimento e da disponibilidade
de oxigénio (Dominguez et al. 2019; Falowo et al. 2018; Ahmed et al. 2022). A forte
reducdo da intensidade de amarelo (b*) nos hamburgueres grelhados com EAMO,
com perda praticamente total da cromaticidade amarela em altas concentragdes,
confirma a degradacéao térmica dos pigmentos carotenoides e flavonoides do extrato,
resultando em coloracao predominantemente escuro-acastanhada que contrasta
com a aparéncia esperada pelo consumidor. Falowo et al. (2018) e Ayirezang et al.
(2023) reportaram resultados consistentes com esse padrdo em hamburgueres

bovinos e carnes processadas com extratos de MO.

4.5 Caracteristicas de grelhado

A reducdo do rendimento de grelhado e o aumento do encolhimento
dimensional proporcional a concentragdo de EAMO indicam que as interacbes
fendlico-proteina modificam as propriedades viscoelasticas da rede miofibrilar
durante a desnaturagdo térmica, reduzindo a capacidade de retengdo de agua
(Dominguez et al. 2022; Ahmed et al. 2022; Khomola et al. 2021). Khomola et al.
(2021) reportaram menor rendimento em patés de carne ovina com farinha de folhas

de MO, atribuindo o efeito ao reticulamento de proteinas miofibrilares mediado por



96

polifendis, que restringe a capacidade da rede proteica de reter agua durante o
cozimento. Ahmed et al. (2022) e Fernandes et al. (2017) observaram resultados
similares com outros extratos fendlicos em hamburgueres bovinos e ovinos,
respectivamente. A menor perda de rendimento no dia 90 em relagdo a dias
anteriores pode refletir a redistribuicdo das interagdes fendlico-proteina durante o
armazenamento prolongado, com menor impacto sobre a capacidade de retencao
de agua ao final do periodo estudado.

O efeito quadratico significativo sobre a forga de cisalhamento no dia 0 (C3:
P=0,01), com o tratamento EAMO4 apresentando maior valor, sugere que em
concentragdes intermediarias os compostos fendlicos promovem reticulamento das
proteinas miofibrilares suficiente para aumentar a firmeza, enquanto em
concentragbes mais altas o excesso de interagbes pode resultar em agregagao
proteica que altera a organizagdo estrutural, reduzindo a coesdo da matriz.
Comportamento nao-linear similar de compostos fendlicos sobre a textura carnea foi
reportado por de Carvalho et al. (2019) e Vergara et al. (2021) em hamburgueres
ovinos com extratos naturais. A auséncia de diferengas significativas na forga de
cisalhamento nos dias 30, 60 e 90 sugere que as modificagdes texturais induzidas
pelo EAMO se atenuam durante o armazenamento congelado, possivelmente pela
continuidade das interagcbes fendlico-proteina que progressivamente estabilizam a

rede proteica em todos os tratamentos.

4.6 Analise sensorial

A analise de componentes principais (PCA) evidenciou que os tratamentos
com maiores concentracbes de EAMO (EAMO4 e EAMOG6) foram associados
negativamente aos atributos hedbnicos, enquanto o controle e o EAMO2
apresentaram maior aceitacdo. Esse resultado € coerente com os efeitos
observados sobre cor (maior escurecimento), sabor (potencial adstringéncia dos
taninos) e textura (maior encolhimento e forga de cisalhamento alterada) nas
concentragbes mais altas (de Carvalho et al. 2019; Fernandes et al. 2017; Ahmed et
al. 2022; Khomola et al. 2021). Estudos de analise sensorial com MO em produtos
carneos reportaram padrao similar: Mashau et al. (2021b) e Khomola et al. (2021)

observaram que concentracdes elevadas de extrato ou farinha de MO reduziram a
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aceitacao sensorial de patés de carne ovina, particularmente nos atributos de cor e
sabor. Allhyani et al. (2024) e Dubeni et al. (2025) reportaram resultados
convergentes em carnes processadas com MO. Esses achados coletivos indicam
que o EAMO a 2% representa a concentracdo de maior viabilidade sensorial para
incorporagcdo em hamburgueres de carne ovina, com impacto minimo sobre os

atributos avaliados em comparagao as concentragdes superiores.

5. Conclusao

A incorporagédo do EAMO em hamburgueres de carne ovina modificou, de
forma concentracdo-dependente, a composicdo centesimal, as caracteristicas
oxidativas, os atributos de cor, as propriedades de cozimento e a aceitagao sensorial
do produto ao longo de 90 dias de armazenamento congelado. O teor de minerais
aumentou progressivamente com a concentragdo de EAMO, sem efeito sobre o teor
de proteinas. O controle com acido ascoérbico (0,1%) apresentou maior capacidade
sequestrante de radicais livres (ABTS e DPPH) do que todos os tratamentos com
EAMO na maior parte do periodo avaliado, indicando que o EAMO nas
concentragbdes estudadas nao substituiu com eficiéncia equivalente o antioxidante
sintético no sistema carneo.

O comportamento dos TBARS foi bifasico: nas fases iniciais do
armazenamento, o EAMO elevou a oxidagao lipidica de forma proporcional a
concentracao; ao final dos 90 dias, o tratamento com EAMO a 2% apresentou os
menores valores de TBARS entre todos os grupos, incluindo o controle, sugerindo
potencial protetor tardio contra a oxidacao lipidica. O pH foi reduzido linearmente
com o incremento de EAMO em todos os tempos avaliados. A adicdo do extrato
promoveu escurecimento progressivo dos hamburgueres crus e grelhados, redugéo
do rendimento de grelhado e aumento do encolhimento dimensional proporcionais a
concentragdo. A analise sensorial confirmou que concentragdes mais elevadas de
EAMO comprometem a aceitagao pelos consumidores.

Conclui-se que o EAMO a 2% representa a concentragdo de maior
viabilidade para incorporagcdo em hamburgueres de carne ovina, com potencial
protetor tardio contra a oxidacdo lipidica e menor impacto sobre cor, textura e

aceitagdo sensorial. Estudos futuros devem investigar estratégias de
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encapsulamento do EAMO para proteger os compostos bioativos nas fases iniciais
do armazenamento, o sinergismo com antioxidantes naturais complementares para
ampliar a eficacia no inicio do periodo de conservagao, e a avaliagdo microbioldgica
e sensorial em condi¢cdes de pré-preparo do produto para o consumidor final. Essas
diregbes estdo alinhadas com as tendéncias apontadas na literatura recente sobre o
desenvolvimento de sistemas antioxidantes naturais para preservacao de carnes
(Mostafa et al., 2025).
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CAPITULO 5 - CONSIDERAGCOES FINAIS

A presente tese investigou, de forma integrada, o uso de Moringa oleifera
(MO) na produgao de ovinos, desde o panorama cientifico global até as aplicagdes
na nutricdo animal e na tecnologia de produtos carneos. Os trés capitulos que a
compdem oferecem contribuicdes complementares que, em conjunto, permitem uma
visdo abrangente das potencialidades e limitacbes dessa planta no contexto da
producao ovina.

O Capitulo Il, por meio da analise bibliométrica, revelou que a producao
cientiica sobre MO em pequenos ruminantes € recente, concentrada
geograficamente e ainda fragmentada metodologicamente. As lacunas identificadas,
especialmente a escassez de estudos in vivo em ovinos, a falta de padronizagao dos
protocolos de preparo e dosagem, e a caréncia de investigagdes de longa duragao
orientaram a definigdo dos objetivos experimentais dos capitulos subsequentes.

O Capitulo Il demonstrou que o extrato aquoso de folhas de MO, nas doses
avaliadas (25 a 100 mg/kg de concentrado), ndo comprometeu o consumo voluntario
nem a digestibilidade dos nutrientes em ovinos Pantaneiros em condi¢cdes de
mantenca, confirmando seu perfil de seguranga metabdlica. No entanto, a hipotese
de modulacao seletiva da fermentacao ruminal nao foi confirmada, uma vez que os
parametros de fermentacgéo (pH, N-NHs;, perfil de AGCC) permaneceram inalterados.
Esse resultado indica que as doses eficazes identificadas em estudos in vitro e em
caprinos nao sao diretamente transponiveis para ovinos, evidenciando a
necessidade de recalibracdo das doses em experimentos in vivo com essa especie.

O Capitulo IV estendeu a investigagcdo a cadeia produtiva, avaliando a
incorporacdo do EAMO em hamburgueres de carne ovina. Os resultados revelaram
comportamento bifasico do extrato: nas fases iniciais do armazenamento, o EAMO
elevou a oxidagao lipidica de forma proporcional a concentragao; ao final de 90 dias,
o tratamento com EAMO a 2% apresentou os menores valores de TBARS,
sugerindo protegcédo tardia contra a oxidagao lipidica. Contudo, o escurecimento
dose-dependente dos hamburgueres crus e grelhados, aliado ao impacto negativo
das concentragdes mais altas sobre a aceitagao sensorial, indica que a viabilidade
tecnolégica do EAMO em produtos carneos depende do equilibrio entre beneficios

funcionais e qualidade percebida pelo consumidor.
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Em sintese, a principal contribuicdo desta tese reside na abordagem
sequencial que parte da analise do panorama cientifico, avanca para a avaliagao
experimental dos efeitos do EAMO na nutricdo animal, e culmina na aplicacéo
tecnoldgica do extrato em um produto carneo como o hamburguers. Os resultados
indicam que o EAMO, embora seguro e com potencial antioxidante tardio, néo
substituiu o acido ascoérbico como antioxidante no sistema carneo nas
concentragbes avaliadas, tampouco exerceu efeito modulador sobre a fermentagao
ruminal de ovinos em mantenga. Recomenda-se que estudos futuros investiguem
concentragbes mais elevadas do extrato em ovinos sob condigdes de producgéo,
estratégias de encapsulamento para protegcdo dos compostos bioativos nas fases
iniciais do armazenamento, e analises de viabilidade econbmica do uso do EAMO

como aditivo funcional na cadeia produtiva da carne ovina.
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