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Uma semente cresce sem som, mais uma arvore cai
com ruido enorme. A destruicdo tem ruido, mas a
criacdo € silenciosa. Esse é o poder do siléncio.

Crescer silenciosamente.

Confucio
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RESUMO

CARVALHO, A. C. G. Analise da detoxificacdo do farelo de mamona e o efeito
antioxidante na alimentacdo de ovinos mesticos da raca Santa Inés. Dissertacdo. (Mestrado

em Engenharia e Ciéncias de Alimentos, Area de Concentracio em Ciéncia de Alimentos).

O farelo de mamona, residuo disponivel apos a extracdo do 6leo, ostenta uma larga gama de
beneficios, entre eles, quantidade proteica elevada. Sendo considerado uma excelente fonte para
a alimentacdo animal. Contudo, apresenta em sua composic¢ao a ricina, proteina toxica, que
deve ser desnaturada para que o farelo possa ser ofertado de maneira segura aos animais. O
presente estudo foi elaborado a partir de dois experimentos, analisando a realizacdo de dois
ensaios ocorridos na Universidade Federal de Alagoas, campus de Arapiraca — AL, 0 que
desencadeou trés capitulos. No primeiro capitulo descreveu-se sobre a mamona, toxidade,
desintoxicacdo, caracterizagdo do processo fermentativo sobre as proteinas e aplicagdo na
alimentacdo animal. J& no segundo capitulos, analisou-se a realizacdo do ensaio 1, onde o
farelo de mamona foi submetido a detoxicacdo por hidroxido de calcio. Apds esse
procedimento, o FM foi acrescido a cana-de agUcar nos niveis de inclusdo de (0, 5, 10, 15 e
20%), misturada, ensilada e moida. Além disso, amostras de FM, foram avaliadas quanto ao
potencial do processo fermentativo em desnaturar a ricina por meio da ensilagem da cana-de-
acucar, onde a mistura de cana e farelo nos diferentes niveis (0, 5, 10, 15 e 20% de FM) foram
armazenados em silos pelo periodo de 60 dias. Apds esse intervalo, as silagens foram coletadas,
levadas a estufa, moidas, acondicionadas em embalagens e enviadas a Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia para posterior analise. As amostras tratadas com hidréxido de calcio e
através da fermentacdo, foram analisadas por meio da técnica eletroforética SDS-PAGE e
cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Os resultados mostraram em ambas as técnicas
de andlise a remocdo de bandas caracteristicas da proteina ricina, tanto em amostras tratadas
com hidroxido de calcio como nas silagens. No terceiro capitulo, avaliou-se o ensaio 2, onde
analisou-se a atividade antioxidante, através de constituintes fendlicos totais (CFT), flavonoides
totais (FT), atividade antioxidante por DPPH, poder redutor (PR) e protecdo do sistema [3-
caroteno/acido linoleico (BCAL), bem como avaliacdo da composi¢do em acidos graxos, teor
de colesterol e oxidacdo lipidica do lombo de ovinos alimentados com silagens de cana-de-
acucar aditivada com farelo de mamona destoxificado em diferentes niveis de inclusdo. As
amostras tratadas com hidroxido de calcio foram ofertadas aos animais, realizada no setor de
caprinos e ovinos da UFAL. O periodo experimental foi de 74 dias,0s animais foram
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado e submetidos a cinco tratamentos (0, 5,
10, 15 e 20% FMT) com 8 repeti¢cdes cada, alimentados por 60 dias. O farelo de mamona
acrescido com cana apresentou diferenga significativa (P<0,05) nas anélises CFT, FT e BCAL,
entretanto, contém baixa capacidade antioxidante, exceto na analise de [-caroteno/acido
linoleico (BCAL). O perfil de &cidos graxos e colesterol no lombo néo apresentou diferenca
significativa (P>0,05) com a inclus&o do farelo de mamona, entretanto, a oxidag&o lipidica teve
diferencga significativa (P<0,05) ao elevar os niveis de farelo.

Palavras-chave: Ricina; Proteina; SDS-PAGE;



ABSTRACT

CARVALHO, A. C. G. Analysis of the detoxification of castor bean meal and the
antioxidant effect in the diet of crossbred Santa Inés sheep. Dissertation. (Master’s in Food

Science and Engineering, Area of Concentration in Food Science).

Castor bean meal, a residue available after oil extraction, has a wide range of benefits, including
a high amount of protein. Being considered an excellent source for animal feed. However, its
composition contains ricin, a toxic protein, which must be denatured so that the bran can be
offered safely to animals. The present study was prepared from two experiments, analyzing the
performance of two trials that took place at the Federal University of Alagoas, Arapiraca
campus — AL, which triggered three chapters. The first chapter described castor beans, toxicity,
detoxification, characterization of the fermentative process on proteins and application in
animal feed. In the second chapter, the performance of test 1 was analyzed, where castor bean
meal was subjected to detoxification by calcium hydroxide. After this procedure, FM was added
to sugar cane at inclusion levels of (0, 5, 10, 15 and 20%), mixed, ensiled and ground.
Furthermore, FM samples were evaluated for the potential of the fermentative process to
denature ricin through sugarcane ensiling, where the mixture of sugarcane and bran at different
levels (0, 5, 10, 15 and 20 % of FM) were stored in silos for a period of 60 days. After this
interval, the silages were collected, taken to the greenhouse, ground, packed in packaging and
sent to the State University of Southwest Bahia for further analysis. The samples treated with
calcium hydroxide and through fermentation were analyzed using the electrophoretic technique
SDS-PAGE and size exclusion chromatography (SEC). The results showed, in both analysis
techniques, the removal of characteristic bands of the ricin protein, both in samples treated with
calcium hydroxide and in silages. In the third chapter, assay 2 was evaluated, where the
antioxidant activity was analyzed, through total phenolic constituents (CFT), total flavonoids
(TF), antioxidant activity by DPPH, reducing power (PR) and protection of the (-system.
carotene/linoleic acid (BCAL), as well as evaluation of the fatty acid composition, cholesterol
content and lipid oxidation of sheep loins fed with sugarcane silages added with detoxified
castor bean meal at different inclusion levels. The samples treated with calcium hydroxide were
offered to the animals, carried out in the goat and sheep sector at UFAL. The experimental
period was 74 days, the animals were distributed in a completely randomized design and
subjected to five treatments (0, 5, 10, 15 and 20% FMT) with 8 repetitions each, fed for 60
days. Castor bean meal added with sugarcane showed a significant difference (P<0.05) in the
CFT, FT and BCAL analyses, however, they contain low antioxidant capacity, except in the -
carotene/linoleic acid (BCAL) analysis. The profile of fatty acids and cholesterol in the loin did
not show a significant difference (P>0.05) with the inclusion of castor bran, however, lipid
oxidation had a significant difference (P<0.05) when increasing the bran levels.

Keywords: Ricin; Protein; SDS-PAGE;
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1 INTRODUCAO

A mamona (Ricinus communis L.) apresenta-se como uma das culturas mais tradicionais
cultivadas na regido semiérida do Brasil, possuindo grande relevancia econdmica e social. Pode
ser aplicada em diversos setores da industria como: industria de cosmeéticos, lubrificante
automotivo e producéo de biodiesel. O residuo desse processo de extracdo, chamado de farelo,
apresenta alto valor nutricional, o que possibilita sua utilizagdo na alimentacdo animal (DINIZ
etal., 2011). Por volta de 55% da massa de mamona, expde-se como subproduto apds a remogao
do dleo. Entretanto, possui uma proteina, a ricina, considerada uma lectina, encontrada
exclusivamente no esperma da semente, que apresenta efeito toxico (GIONBELLI et al., 2014).

Estdo presentes na mamona além da ricina, a ricinina, um alcaloide, a albumina 2S, um
complexo alergénico e a Ricinus communis aglutinina (RCA), além de apresentarem menor
toxidade quando comparada com a ricina, estdo presentes em outras partes da planta, como nas
folhas, por esse motivo ndo apresentam tanta atencdo (FURTADO et al., 2011; SEVERINO,
2005).

A ricina é composta por dois polipeptidios, cadeia A e B, que apresenta peso molecular
de 32kDa e 34kDa, respectivamente, ligados por pontes de dissulfeto. A cadeia B, se liga aos
carboidratos da membrana celular, permitindo a entrada da cadeia A por endocitose. Ao entrar
na célula, a cadeia A promove a inativacdo dos ribossomos, impedindo a producdo de
ribossomos, o que ocasiona a morte celular (FONSECA et al, 2014; SILVA et al., 2012; DA
SILVA FONSECA; 2009). Uma pequena dose é letal em animais, podendo levar o homem a
morte. Por isso, muitos processos de inativacdo da toxicidade e dos alergénicos estdo sendo
desenvolvidos para tornar apropriada o uso em racdes animais (GIONBELLI et al., 2014).

Tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos tem sido utilizado na destoxificacdo do
farelo de mamona (FMT), mas nem sempre muito eficaz, entre eles, Ca(OH), ureia,
altoclavagem e fermentacdo (GOMES et al., 2017). Por esse motivo é frequente comercializado
como fertilizante natural.

Uma eficaz detoxificacdo do farelo de mamona, possibilita sua utilizagdo como fonte
proteica, barateado assim 0s custos na substituicdo aos principais ingredientes, considerados
como alimentos nobres, como o milho e o farelo de soja, levando em consideracdo a
sazonalidade desses insumos, principalmente na regido semiarida. Quando aditivada na silagem
de cana de agucar pode melhor o valor nutricional, bem como, atenuar ou eliminar as toxinas

apos o processo de ensilagem (PAULINO, 2017).
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Avaliar a inativacdo da toxina por métodos distintos e seguros, possibilita garantir que
0 processo de detoxificagéo foi efetivo. A eletroforese em papel e gel de acrilamida, apresenta-
se como uma técnica de grande sensibilidade e é bastante utilizada na separacdo e identificacdo
de proteinas, bem como, a cromatografia dispde de elevada acuidade, separando de maneira
satisfatoria os compostos de interesse (SILVA et al., 2012). Andrade et al. (2015), enfatiza que
é dificil avaliar a presenca das bandas de ricina unicamente pelo ensaio de eletroforese, uma
vez que as cadeias apresentam massa molecular préximas.

As plantas sdo fontes de diversas substancias bioativas que tem acdo antioxidante. Os
principais compostos ativos responsaveis pela atividade antioxidante de derivados de plantas
sdo os compostos fendlicos, flavondides, diterpenos fendlicos e taninos (ZHANG et al., 2010).
Esses extratos sdo preparados a partir de plantas pelo uso de diferentes solventes e métodos de
extracdo. Dentre os beneficios associados ao FM, esté a atividade antioxidante, possuindo ainda
poucos estudos disponiveis na literatura como o de Martinez (2019) e Wafa et al (2014) que
realizaram analises em folhas e raizes da mamona, respectivamente. Promover uma eficaz
destoxificacdo para ofertar na alimentacdo animal, pode ocasionar uma ampla gama de
beneficios, entre eles, tornar o alimento funcional e promover estabilidade oxidativa dos leites
e derivados (MONTANHA et al., 2015).

Sendo assim, objetiva-se avaliar se o processo fermentativo pela ensilagem é capaz de
detoxificar o farelo de mamona, bem como avaliar, o efeito antioxidante e aspectos de
composicdo de lipidios e colesterol na carne de ovinos alimentados com silagem de cana-de-

acucar aditivadas com farelo de mamona.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Mamona: Aspectos Gerais

A mamona apresenta importancia cultural em todo o mundo, principalmente em
territorios de clima tropicais e subtropicais (DRUMOND et al., 2019). Ricinus communis L. é
conhecido por varios nomes, incluindo: mamona, carrapateira ou palma-de-cristo. Acredita-se
que tenha origem na Africa, de onde se espalhou para o Oriente Médio como planta selvagem.
O clima tropical predominante no Brasil favorece a sua disseminacéo e possibilita com que ela
seja encontrada hoje praticamente em quase todo o territorio nacional (BARROS et al., 2020).

Segundo Drumond et al. (2019) a Bahia surge como grande produtor nacional de
mamona. No Brasil, a estimativa da safra de 2020/2021 encontra-se em 47,7 mil hectares, tendo
um aumento de 4,8% da safra anterior, conforme dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2021). Sendo a regido nordeste, principal produtora, com destaque
para a Bahia, onde as lavoras espalham-se por todo centro-norte, e existe a possivel obtencéo
de lavouras de primeiro e segundo ciclo (CONAB, 2021). De acordo com a Food and
Agriculture Organization (FAO) os principais produtores mundiais de mamona séo india, China

e em terceiro lugar o Brasil, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Principais produtores mundiais de mamona em 2010

Posicéo Pais Producao
1 india 1.150.000
2 China 180.000
3 Brasil 93.025
4 Mogambique 38.600
5 Paraguai 13.000
6 Tailandia 12.197
7 Etiopia 8.400
8 Angola 7.500
9 Vietna 6.000
10 Africa do Sul 5.500

Fonte: Faostat (2012).
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A mamona é uma biomassa lignocelulésica do reino Plantae, Sub-reino Tracheobinta,
Classe Magnoliopsida e Ordem Euphorbiales. E uma planta oleaginosa ndo comestivel que
pertence a familia Euphorbiaceae, onde inclui 6745 espécies distribuidas globalmente e 218
géneros (KAUR & BHASKAR, 2020).

A planta dispbe de diversas caracteristicas, entre elas, variacdo no tamanho e cor da
semente, assim como, no teor de 6leo. A semente apresenta caracteristicas alongadas, oval,

ovoide ou quadrada, com tamanho entre 0,5 e 1,5cm de comprimento. E a cor pode variar de

vermelho a preto ou marrom, amarelada, branca ou cinza, como apresentado na Figura 1
(KAUR & BHASKAR, 2020).

Figura 1 - Aspectos visuais: Fruto da mamoeira (A), Semente de mon(B); Farelo de
mamona apos a extracdo do 6leo de ricino (C). Fonte: Propria autoria.

2.2  Mamona na Producéo de Biodiesel

Ricinus communis L. é uma oleaginosa cujo 6leo apresenta grande potencial para
utilizacdo na producdo do biodiesel, altamente valioso e de recurso renovavel, pode ser
cultivado para producéo de bioenergia (RUIZ OLIVARES et al., 2013).

A planta é considerada uma fonte importante de 6leo por causa de suas sementes, que
contém cerca de 35-55% de 6leo por peso. O 6leo, também conhecido como “6leo de mamona”,
possui uma enorme demanda anual em todo o mundo, estimada em 220.000 tonelada (PEREA-
FLORES et al., 2011). Este dleo é altamente viscoso, a sua coloragdo varia do amarelo palido
ao incolor, tem um odor suave e fraco e um sabor altamente desagradavel, podendo se dissolver
facilmente em 4lcool, éter, acido acético glacial, cloroférmio, sulfato de carbono e benzeno. E
composto pelos seguintes acidos graxos: 91-95% de acido ricinoleico, 4-5% de acido linoleico
e 1-2% de acidos palmitico e estearico (FALASCA; ULBERICH; ULBERICH, 2012).
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Como consequéncia da eclosdo do biodiesel no Brasil, a mamona, teve ampliacéo de
areas plantadas e consequentemente maior produgdo comercial (ARAUJO et al., 2019). Nesse
sentido, a inquietude mundial com a dependéncia do petréleo nas matrizes energeticas, aumenta
o interesse internacional para desenvolver tecnologias voltadas a producao e ao uso de energias
limpas, possibilitando assim, a formacdo de uma nova matriz energética, em que haja a
substituicdo progressiva do petréleo por energia renovavel. Sendo o Brasil, um grande
potencializador na fabricacdo dessas energias (SILVA et al., 2011). Diante disso, 0 Governo
Federal lancou em 2004, o Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB), com o
objetivo de implementar de forma sustentavel, técnica e econémica a producdo e o uso do
biodiesel no Brasil (MME, 2005).

O Governo Federal através da Lei 11.097 de 13 de Janeiro de 2005 determinou que até
2008 todo o 6leo diesel consumido no Brasil deveria conter um percentual minimo obrigatorio
de 2% de biodiesel (Brasil, 2005). Em relagdo a matriz energética global, predominam as fontes
ndo renovaveis, atualmente derivadas do petrdleo, gas natural e carvdo mineral, representando
cerca de 80% do total de energia gerada. Este dominio suscita preocupagdes devido a
dependéncia dessas fontes, seu possivel esgotamento, e em relacdo as altas taxas de emissdo de
poluentes atmosféricos. Em 2017, foram consumidos mais de 98 milh&es de barris diarios, e as
reservas descobertas representaram 1,7 trilhdo de barris, desconsiderando o aumento anual de
1,8% no consumo. Essa mudanga na matriz ocorre gradativamente, inserindo potenciais
energéticos até entdo pouco explorados, e ainda buscando alternativas que resolvam problemas
decorrentes como a poluigdo (DOMINKOVIC et al., 2018). No entanto, a explorag&o de novos
potenciais de energia € uma medida estratégica para reduzir a poluicdo, além de ser
economicamente fundamental para os paises anteciparem a escassez futura de fontes fdsseis,
especialmente importadores. Nesse cenario, surgem alternativas energéticas renovaveis, mas
seu aproveitamento depende de alguns fatores, como sua disponibilidade (VIEIRA;
NADALETI; SARTO, 2021).

O custo de producdo do biodiesel estd amplamente associado a selecdo da matéria-
prima, o que significa que reduzir os custos do biodiesel é principalmente um exercicio de
encontrar matérias-primas mais baratas. O biodiesel produzido de leo vegetal pode ser feito a
partir de uma grande variedade de plantas e podem ser produzidos diretamente para uso de
combustivel (6leos virgens) ou reciclado de 6leo vegetal. A producédo de 6leo virgem pode ser
feito com 6leos comestiveis, como mostarda, mamona, milho, palma, amendoim, éleos de
semente de semente (canola), soja, girassol, canhamo e algoddo ou por éleos ndo comestiveis

usados principalmente como fontes de combustivel, como nozes de petréleo, bush de leite,
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paraiso e jojoba (ROCHELLE; NAJAFI, 2019). Os residuos gerados na extragdo do dleo,
provenientes da semente de mamona sdo a farinha, bolo, glicerol, farelo e torta, que compreende

cerca de metade do peso da mamona, como observado na Figura 2.

MAMONA EM BAGAS
1
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Figura 2 - Fluxograma do processo de extracdo do 6leo de mamona. Fonte: Adaptado de
Campos; Santos, 2015.

2.3 Toxicidade do Farelo de Mamona

Beltrdo; Oliveira, (2009), pesquisadores da Embrapa, apresentam que o farelo da
mamona dispBe de elevado valor nutritivo, sendo abundante em proteinas (41,51%), fibras
(32,8%), materiais minerais (7,7%) e gorduras (2,6%). J& a proteina do farelo apresenta perfil
de aminoacidos composto por: arginina (11,0%), cistina (3,5%), fenilalanina (4,2%), histidina
(11,0%), isoleucina (5,3%), leucina (7,2%), lisina (3,1%), metionina (1,5%), tirosina (1,0%),
treonina (3,6%), triptofano (0,6%) e valina (6,6%). Quando os gréos séo descorticados, o teor
de proteina da torta pode ser aumentado para 60%, tornando-se potencialmente uma excelente
fonte de proteina para animais (SANTOS et al., 2015).

O farelo de mamona é utilizada como fertilizante organico na adubacdo de solos,
podendo ainda ser empregada como matéria-prima para a producdo de aminoacidos, plasticos,

em especial os biodegradaveis, colas, inseticidas, entre outros produtos (ARAUJO et al, 2020).
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O alto valor proteico do farelo de mamona torna a atraente como alternativa para a
producdo de ragdo. Embora apresente grande potencial na alimentacdo de ruminantes, como
substituto de fontes proteicas, como por exemplo a soja, a mamona disponibiliza em sua
composicao a presenca de um alcaloide, a ricinina, um complexo alergénico, a albumina 2S e
um composto toxico, a ricina. Sendo assim, a presenca das proteinas toxicas presentes na
semente tem inviabilizado seu uso (FURTADO etal., 2011; SEVERINO, 2005). Além daricina
como proteina toxica, outra lectina, a Ricinus communis aglutinina (RCA) tambem ¢é
encontrada nas sementes da mamona, ambas especificas por galactose e letais para células
eucariontes, entretanto, a RCA apresenta menor toxidade quando comparada com a ricina
(MICHAEL LORD; SPOONER, 2011). A destoxificacdo, seja por processos quimicos, fisicos
ou quimico-fisicos € um procedimento indispensavel para a viabilizacdo do farelo de mamona
como racgdo, haja vista que a toxicidade da ricina é bastante alta.

A ricinina, alcaloide encontrado em todas as partes da planta, foi isolada a primeira vez
por Tuson, em 1864, e teve sua estrutura determinada por Henry, em 1949. Apresenta pequena
capacidade de toxidade, devido a sua baixa concentracdo, que pode variar bastante entre partes
da planta: 1,3% nas folhas (matéria seca), 2,5% em plantulas estioladas, 0,03% no endosperma
da semente e 0,15% na casca da semente. No fruto, o teor de ricinina é alto na capsula externa,
médio na casca da semente e pequeno no endosperma. Dispde de férmula molecular
C8H8N202, com nome quimico 3-ciano-4-metoxi-N-metil-2- piridona, como apresentado na
Figura 3. Os sintomas de envenenamento sdo caracterizados por vomito, diarreia, sede extrema,

batimentos acelerados, convulsdes e até morte (SEVERINO, 2005)
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Figura 3 - Formula estrutural da ricinina. Fonte: Embrapa (2009)

De acordo com Beltréo; Oliveira (2009), houve a identificagdo de um complexo de
proteinas e polissacarideos designados CB-1A ("Albuminas 2S"), termo que surgiu de Castor
Beans, significando semente de mamona, em inglés, onde 1A representa o processo que foi

desenvolvido por Spies e Coulson (1943), a partir da solubilidade em agua e insolubilidade em
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alcool a 75%. O alergénico é composto por aproximadamente 20 isoformas de proteinas com
massa molecular entre 10 e 14 kDa, pertencentes a classe das albuminas 2S, bem como,
apresenta 2 cadeias polipeptidicas diferentes de 3-5 kDa e de 8-10 kDa ligadas por duas pontes
dissulfeto; além de duas ligacdes intra-cadeias, implicando em proteinas muito estaveis e
compactas. Estdo presentes na semente em torno de 3% a 6%, no pdlen e as partes vegetativas
da planta de mamona, sendo responsaveis por reacdes alérgicas no homem, mas ndo constatada
a ocorréncia em animais. As albuminas 2S (10.000 Da - 18.000 Da) sdo resistentes a
desnaturacdo térmica e quimica, podendo, mesmo ap6s os tratamentos de destoxificagcdo
desencadear alergia por contato ou por inalacéo.

Outra proteina perigosa nas sementes de mamona é a Ricinus communis aglutinina
(RCA), sendo considerada cerca de 100 a 2000 vezes menos toxica que a ricina, quando
comparada, uma unica molécula de cadeia A da RCA é capaz de inativar cerca de 100
ribossomos por minuto, em contrapartida a ricina inativa cerca de 1500 (WORBS et al., 2011).
E uma proteina constituida por duas cadeias A e duas cadeias B, o que permitiu identifica-la
devido sua alta capacidade de hemaglutinacdo, onde suas duas cadeias permitem aglutinar-se a
duas cadeias alvos. Tanto a ricina quanto a Ricinus communis aglutinina, sdo sintetizadas no
estagio de desenvolvimento, estando localizadas nos vactolos de armazenamento da semente
madura (MICHAEL LORD; SPOONER, 2011).

2.4 Ricina

A ricina é classificada como lectina, onde compde o grupo das proteinas inovadoras de
ribossomos (RIPS), apresentando dois tipos distintos, a do tipo 1 monomeérica e tipo 2 dimérica.
E heterodimérica constituida por duas cadeias, A e B, ligadas covalentemente por pontes de
dissulfeto, como apresentada na Figura 4. A cadeia A é responsavel pela inibi¢do da sintese
proteica nas células eucarioticas, onde apresenta peso molecular de 32kDa, enquanto a cadeia
B com peso molecular 34kDa, € uma lectina, inativa cataliticamente, mas que serve para
permitir a entrada do complexo proteico AB para o citosol (FONSECA; SOTO-BLANCO,
2014; SILVA et al., 2012). Foram relatados também por outros autores as duas subunidades,
ambas apresentando 32kDa (HOFFMAN et al., 2007).
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Figura 4 - Estrutura tridimensional da ricina. (A) cadeias polipeptidicas A e B; (B) Pontes de
sulfeto e o sitio de ligacdo a galactose. Fonte: Embrapa

Caracteriza-se por apresentar um po branco na sua forma pura, solivel em agua, estavel
em temperatura ambiente, mas termolabil. Encontra-se em maior quantidade no endosperma
das sementes onde representa 1,5 a 4% do contedo proteico total da semente, como
apresentado na Figura 5, local onde é sintetizada, em menor quantidade nas outras partes da
planta. Sua funcdo biologica € servir como uma proteina de armazenamento, além da sua
potente toxicidade que impede a predacdo (FONSECA; SOTO-BLANCO, 2014).

Ricinus communis - Mamona (Euphorbiaceae)

Testa (casca da semente)
*
Embrido
Algoddes (C)
Radiculo

laiosome = Caruncho

Figura 5- Estrutura da semente de mamona. Fonte: Seed Biology Place (2000)
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Morais e Medeiros (2009), enfatizaram que a ricina é uma proteina extraordinariamente
citotdxica para as células de seres eucariontes, sendo considerada uma das mais letais proteinas
da natureza, capaz até de ser usada como arma bioldgica. A proteina purificada é considerada
a terceira substancia mais toxica para o homem, atras somente do pluténio e da toxina
botulinica. Podendo acarretar danos locais como descamacges cutaneas, inflamagéo pulmonar,
gastroenterite, além de necrose do figado, do bago, dos rins, com severa desidratacdo, falha
renal, queda da pressdo sanguinea e hemorragias. Todos esses riscos associados a ricina levam-
na a ser classificada pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention) como uma arma
bioldgica de terrorismo nivel B (moderadamente facil de se disseminar e resulta em taxas
moderadas de morbidade e baixas taxas de mortalidade). A toxina é potencialmente letal para
o0s seres humanos se inalada, ingerida ou injetada (SILVA et al., 2012).

Devido a importancia proteica e baixo custo da matéria prima, a destoxificacao do farelo
de mamona, é um procedimento indispensavel para a viabilizagdo como ra¢éo, haja vista que a
toxicidade da ricina é bastante alta (FURTADO et al., 2011).

2.5 Destoxificacédo do Farelo de Mamona

O desenvolvimento de métodos para inativacdo da ricina sdo estudados a décadas.
Existem diversas técnicas para promover a destoxificacao, entre eles métodos fisicos, quimicos
e bioldgicos, capazes de promover a destruicdo completa da proteina toxica, entretanto, também
possui a capacidade de reduzir o teor de nutrientes, inclusive o proteico, impossibilitando o uso
na alimentacdo de ruminantes (MENEZES et al., 2015; FONSECA; SOTO-BLANCO, 2014).

Entre os métodos fisicos estdo a: imersdo (3, 6 e 12 h), ebulicdo (30 e 60 min),
vaporizacdo (30 e 60 min) ambos em agua, aquecimento (100 °C por 30 min; 120 °C por 25
min) e autoclave (15psi por 30 min; 15psi por 60 min) (FONSECA; SOTO-BLANCO, 2014).
Ao testar autoclave, cozimento, aquecimento, fervura e embebi¢do, Anandan et al. (2005),
observou que a autoclave em 15 psi por 60 minutos foi capaz de desnaturar 100% da ricina
presente no farelo de mamona.

Como exemplo de métodos quimicos: aplicacdo de aménia (7,5 e 12,5 ml/kg de torta de
ricina); de formaldeido (5 e 10 g/ kg), cal (10, 20 e 40 g/kg); cloreto de sodio (5, 10 e 20 g/kg);
acido tanico (5 e 10 g/kg) e hidroxido de sédio (2,5, 5 e 10 g/kg). Andrade et al. (2019) avaliou
dez compostos quimicos na desnaturacdo da ricina e apenas hidréxido de sodio, utilizando 90%
do composto e 2500ml de agua e o éxido de calcio utilizando 90% do composto e 2500ml de

agua, proporcionaram 100% e 98,38% na reducdo das lectinas citotoxicas.
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Além destes métodos, estudos utilizando métodos bioldgicos de destoxificacdo, tem se
destacado por apresentar alternativas menos onerosas e com menor impacto ambiental, quando
comparada aos méetodos quimicos e fisicos. Os fungos tém a capacidade de usar a ricina como
uma fonte de nutrientes, causando uma reducdo do seu teor a niveis ndo detectaveis. A
inativacdo por fermentacdo de fungos, tém sido realizados para que se torne possivel o
aproveitamento dos subprodutos de mamona na alimentagdo animal (FONSECA; SOTO-
BLANCO, 2014). Godoy et al. (2009), utilizou fungo filamentosos Penicillium simplicissimum
em estado sélido no farelo de mamona, observando a reducao no teor de ricina a niveis nao
detectaveis, agregando valor a torta de mamona. Por ser um processo laborioso, exigindo
cultivo prévio e utilizacdo de cultivos complexos de fungos, podem restringir o uso na utilizacao

para a alimentacdo animal.

2.6 Farelo de mamona na alimentagéo animal

O farelo de mamona se apresenta como uma alternativa para alimentacao de ruminantes.
Sua utilizacdo surge como alternativa ne reducdo de custos para producdo animal, além de
proporcionar uma grande contribui¢do para sustentabilidade da cadeia produtiva da mamona
(SANTOS et al, 2013).

Ao estudar diferentes niveis de substituicdo do farelo de soja pelo farelo de mamona
destoxificada em ovinos mesticos, observou-se que a substituicdo influenciou no
comportamento ingestivo dos mesmos, enfatizando que a FMT pode substituir o farelo de soja
na alimentagdo de borregas (VIEIRA; NADALETI; SARTO, 2021).

Diniz et al., (2011), ao testar a farinha de mamona destoxificada com éxido de calcio
na alimentacdo de gado em substituicdo ao farelo de soja, observou resultado satisfatorio
mesmo estando presente uma por¢cdo maxima de 2,72g/Kg de ricina. Possibilitando a sobra de
uma pequena porcdo dessa toxina sem trazer maleficios a salude de ruminantes. Como
enfatizado no estudo de Gomes et al., (2017) que compararam os diferentes tratamentos de
destoxificacdo, como calcario calcitico, ureia, fosfato monobicalcico, autoclavada e a mamona
ndo tratada. Os autores identificaram que a solugdo com fosfato monobicélcico apresentou
maior potencial para desnaturagdo da ricina, além disso, nas unidades analisadas, ndo foram
observados sintomas clinicos de intoxicacdo nos borregos e borregas. Esse fato provavelmente
ocorreu devido & microbiota ruminal ser capaz de degradar a ricina, reduzindo sua acéo toxica

no animal hospedeiro.



21

Giobelli et al. (2014) avaliaram cordeiros alimentados com torta de mamona
destoxificada com hidroxido de calcio. Os autores utilizaram metodologia acessivel,
empregando—se um tratamento de 18 horas em temperatura ambiente, na forma Umida, sem
secagem ao sol ou em estufa, onde foi possivel recomendar a substituicao total do farelo de soja
pela torta de mamona sem efeitos negativos de peso, digestibilidade, ingestao e fungdo hepatica.

Assim como, Furtado et al., (2012), verificaram utilizando torta de mamona, tratadas
com calcério calcitico, ureia, fosfato monobicalcico e por autoclave, que em nenhum dos
tratamentos foi possivel a completa remoc¢éo das subunidades de ricina. Contudo, a torta sem
tratamento de destoxificagdo pode ser utilizada nas dietas de ovinos como alimento proteico
alternativo, participando em até 8% da racao total, sem modificacdo expressiva no consumo e
digestibilidade.

Na literatura, alguns trabalhos tém utilizado o hidréxido de célcio ou o processo
fermentativo como alternativa na desnaturagdo da ricina, possibilitando a utilizacdo na
alimentacdo animal, entre eles, Andrade et al., (2019), Gionbelli et al., (2014), Madeira;
Macedo; Macedo, (2011), Fernandes et al., (2010), Barnes; Baldwin; Braasch (2009); Godoy
et al., (2009) e Anandan et al., (2005).

2.7  Efeitos do processo fermentativo sobre as proteinas

A fermentacdo desempenha diversas func@es, que incluem prolongamento de vida dtil,
disponibilidade de nutrientes e alteracdo de valores proteicos. Sementes oleaginosas, como a
mamona, permitem que a atividade enzimatica atue sobre elas através da fermentacéo,
resultando em condimentos, devido hidrdlise dos carboidratos e proteinas (ISHIWU; ANIH;
VICTOR-ADULOJU, 2015). HAFIZ et al (2021) ao analisar os mecanismos de degradacdo na
proteina através da fermentacdo de sementes leguminosas destacou que a proteélise é o
principal evento bioquimico que ocorre durante a fermentacédo, estad depende da ruptura das
ligacGes dissulfeto. Além disso, a degradacao de lectinas na fermentacdo depende das reacdes
de troca de tiol, estas sdo catalisadas pelas glutationas.

A adicédo do farelo de mamona na cana-de-agucar torna-se uma alternativa interessante,
diante do baixo teor proteico da cana. Sua utilizagdo como silagem despertou interesse dos
pesquisadores devido varios benéficos, entre eles, operacionalidade da técnica (MARTINS et
al., 2015). Aditivos acrescidos a cana de acgucar, reduzem significativamente a fermentagéo
alcodlica, devido a reducdo de acidificacdo da massa ensilada, resultando em reducdo no
crescimento de leveduras (ITALO et al., 2010).
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2.8  Capacidade antioxidante da Mamona

Em sua composicéo, a semente de mamona apresenta alto valor nutricional, em virtude
da abundante quantidade de acidos graxos monoinsaturados e componentes da vitamina E, entre
eles, tocoferois, fosfolipidios, fendlicos entre outros (YEBOAH et al., 2020). Diante disso, essa
planta tem amplo potencial antioxidante e os pesquisadores estdo dedicando cada vez mais
atencdo a ela em todo o mundo (ZHANG et al., 2015).

De acordo com Silva et al (2017), os antioxidantes sdo compostos que possuem a
capacidade de diminuir ou inibir acdo dos radicais livres. Essas substancias retardam a
velocidade do processo oxidativo, diante da producéo excessiva de radicais de oxigénio, sejam
eles por fatores patofisioldgicos ou ambientais. Os radicais livres sdo gerados endogenamente
ou adquiridos de forma exdgena, e naturalmente, seu excesso gera o estresse oxidativo. Existe
uma crescente busca por alternativas naturais que consigam inibir esse processo, antioxidantes
naturais provenientes dos extratos vegetais, principalmente a partir de plantas aromaéticas e
medicinais, consideradas fontes de antioxidantes naturais. Os compostos fenolicos, que séo
metabolitos secundarios, também agem inibindo a formacéo de radicais livres. Os flavonoides
sdo um exemplo desses compostos com alto poder antioxidante e uma infinidade de plantas
possuem em sua composicdo esse antioxidante natural (SILVA et al., 2018; MORAIS et al;
2009).

Alguns estudos demonstraram que alguns desses compostos podem ser isolados de
diferentes partes da mamona. Zhang et al. (2015), analisou raizes, caules e folhas da mamona
onde encontrou enzimas que atuam em processos antioxidantes, como a superdxido dismutase,
catalase e peroxidase (ZHANG et al., 2015).

Em seu estudo Wafa et al. (2014), descrevem que a mamona possui atividades
biolégicas como hepatoprotetora, anti-inflamatério, diurética, anticancer, antibacteriano,
inseticida, hipoglicemiante e na eliminagéo de radicais livres. Foram encontrados flavonoides
em folhas de mamona, como kaempferol-3- O- beta-D-rutindsido e kaempferol-3- O- beta-D-
xilopiranoide. Taninos e dois alcaloides também foram extraidos das folhas de mamona. Esses
alcaloides s&o ricinina e Ndemetilricinina. No mesmo estudo, os pesquisadores analisaram
folhas, raizes e sementes de mamona que foram coletadas em cinco regides diferentes da
Tunisia, identificando presenca de acido gentisico, catequina, rutina e cido vanilico na analise
de compostos fendlicos. Bem como, foi encontrada atividade antioxidante (IC 50 = 0,65 g / ml
para extrato de folhas, 1,03 g / ml para extrato de raizes e 0,587mg / ml para 6leo). O que

enfatiza a necessidade de mais estudos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficécia de detoxificacdo do farelo de mamona, bem como, o potencial antioxidante

de silagens aditivadas com farelo de mamona na alimentacdo de ovinos.
3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a eficacia do processo de destoxificacdo do farelo de mamona com uso de
hidréxido de célcio - Ca(OH)2:

o Avaliar o processo de ensilagem sobre a destoxificacdo do farelo de mamona;
o Analisar a capacidade antioxidante do farelo de mamona;
o Mensurar os possiveis efeitos do farelo de mamona destoxificada sobre o indice de

oxidacdo do lombo de ovinos mesticos Santa Inés terminados em confinamento;

o Avaliar a composicdo dos acidos graxos do lombo de ovinos mesti¢os Santa Inés

terminados em confinamento, alimentados com farelo de mamona destoxificado.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1

Acao detoxificante do farelo de mamona ensilado e tratado com hidroxido de célcio.




30

RESUMO

No presente estudo objetivou-se avaliar a efetiva desnaturacdo da ricina apos a fermentacéo e
através da detoxificada com hidroxido de calcio — Ca(OH)2 em silagens de cana de agUcar, com
diferentes niveis de inclusdo do farelo de mamona. O farelo de mamona foi submetido a
desintoxicacdo por hidroxido de célcio (1 Kg para 10 litros de &gua), na quantidade de 60
gramas Ca(OH). por Kg de farelo. Apds esse procedimento o FMT e FM foi acrescido de cana
de acUcar nos niveis de inclusdo de (0, 5, 10, 15 e 20%), misturada, ensilada, moida e apds 60
dias os silos foram abertos e procedeu-se a amostragem, das silagens que foram pré-secas,
moidas, acondicionadas em embalagens e enviadas a Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia para posterior analise. Com as amostras de FM, avaliou-se o potencial do processo
fermentativo em desnaturar a ricina por meio da ensilagem da cana-de-acUcar aditivada com
farelo de mamona ndo tratado, onde a mistura de cana e farelo nos diferentes niveis (0, 5, 10,
15 e 20% de FM) foram armazenados em silos pelo periodo de 60 dias. Apds esse intervalo, as
silagens foram coletadas, levadas a estufa de pré-secagem por 72 horas, a 65°C, moidas,
acondicionadas em embalagens e enviadas a UESB para posterior analise. Através da técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sdédio (SDS-PAGE) e
Cromatografia por exclusédo de tamanhos (HPLC-SEC), observou-se que houve a completa
remocao da ricina nas amostras, em ambos 0s processos, a desnhaturacao através do hidroxido
de célcio — Ca(OH). e do tratamento com a ensilagem, tornando esse alimento favoravel para o

consumo animal.

Palavras-chave: ricina; fermentacéo; hidréxido de célcio
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1. INTRODUCAO

Estimasse que as reservas de energia renovaveis sofram caréncia nos proximos
cinguenta anos, incentivando a busca por fontes alternativas mais rentaveis. Lancado pelo
Governo federal em 2004, o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel possibilita a
utilizacdo de algumas oleaginosas para a geragdo de Gleo, acarretando subprodutos, entre eles
os farelos e tortas, que possuem capacidade de oferta na alimentacdo de ruminantes (MME,
2005). Em destaque aparece a mamona (Ricinus communis L.) que no Brasil encontrou
condicGes favoraveis para sua disseminacao e atualmente é o terceiro maior produtor mundial
e o0 segundo exportador de 6leo obtido a partir das sementes dessa oleaginosa (CONAB, 2021;
FAO).

A torta da mamona € utilizada como adubo organico, devido seu alto teor de nitrogénio
e a presenca de fibras, contribuindo para o fortalecimento da matéria organica do solo. O farelo,
resultado da ultima prensagem, € moida e dispde de elevada capacidade na restauracao de terras
esgotadas, bem como apresenta elevado teor proteico, possibilitando seu uso na alimentacédo
animal (SANTOS et al., 2015; BELTRAO, OLIVIERA., 2009). A presenca de um alcaloide
(ricinina), de um complexo alergénico (CB-1A) e principalmente da proteina ricina
(toxoalbumina) sdo os principais fatores que impedem a utilizag&o desse coproduto como fonte
proteica (FURTADO et al., 2011).

A ricina encontra-se exclusivamente no endosperma da semente, pertencente a familia
das proteinas inibidoras de ribossomo, formada pelas subunidades A e B, apresentando peso
molecular de 32 kDa e 34 kDa, respectivamente. Apresenta como mecanismos de acao,
paralisando os ribossomos interrompendo assim a producdo de proteinas ((FONSECA; SOTO-
BLANCO, 2014). Desde a década de 1960 um processo de detoxificacdo de escala industrial
foi desenvolvido e a partir dele outros métodos fisico, quimicos e bioldgicos foram testados,
alguns com 100% de eficécia, contudo alguns desses processos sdo muito laboriosos e ainda
dispde de elevado impacto ambiental, tornando necessario alternativas com maior viabilidade
técnico-econdmica (GOMES et al., 2017).

Dentre os métodos mais utilizados estdo os tratamentos quimicos, em destaque Anandan
et al., (2005) avaliou seis diferentes tipos de tratamentos quimicos e Oliveira et al. (2007)
utilizou o farelo de mamona destoxificado por meio do tratamento alcalino com 6%, ambos
obtiveram efetiva remoc¢&o da ricina. Além disso, a utilizacao de processos bioldgicos tem sido
utilizada para inativagéo da ricina em produtos da mamona, a exemplo de Godoy et al., (2009)

utilizando a cepa P. simplicissimum que foi fechada em 30° C por um periodo de 7 dias
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contendo alguns suplementos entre eles, amido sollvel e a mamona como meio de cultura em
estado sélido, o processo de fermentagdo foi capaz de remover o ricino, reduzindo seu potencial
alergénico, utilizando uma metodologia a baixo custo e tornando possivel a aplicagdo como
racdo animal. Da mesma forma, Madeira et al., (2011) e Jain; Naik, (2018) utilizaram cepas na
reducdo da proteina toxica.

Os altos custos de energia para o processamento da torta, a reducdo na qualidade da
alimentacéo da torta tratada e a falta de métodos adequados para quantificar de forma rapida e
barata a ricina residual na torta sdo barreiras para a desintoxicacdo em escala industrial
(MENEGUELLI DE SOUZA et al., 2018). O processo de ensilagem torna-se uma alternativa
atraente diante da possibilidade de realizagdo do procedimento em longa escala, baixo custo e
melhoria do composto, diante da elevada quantidade proteica presente da torta de mamona
(PAULINO et al., 2017).

Objetivou-se com esse estudo, avaliar o potencial de detoxificacdo do farelo de mamona
pelo hidréxido de célcio e pelo processo fermentativo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Detoxificacdo do Farelo de Mamona por Hidroxido de calcio e pelo processo de

Ensilagem.

O experimento foi conduzido no setor de caprinos e ovinos da Universidade Federal de
Alagoas — Campus Arapiraca -UFAL, localizada no municipio de Arapiraca e posteriormente
avaliados na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia-UESB, localizada em Itapetinga-Ba.
Foram avaliados a presenca ou ndo da ricina de silagens de cana-de-agucar aditivadas com
farelo de mamona néo tratado e com farelo de mamona tratado com hidroxido de calcio. Os
tratamentos foram distribuidos conforme delineamento inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 2 x 5 (farelo de mamona sem tratamento e farelo de mamona tratada com 60g de cal
hidratada) nos niveis de inclusdo de (0%, 5%, 10%, 15% e 20%) do aditivo com base na matéria

natural, em 5 repeticdes.

2.2.  Detoxificacdo da ricina por hidroxido de calcio e sua capacidade de desnaturagao

através do processo fermentativo por meio da ensilagem.

Para a destoxificacdo do farelo de mamona, utilizou-se solucéo de hidroxido de calcio
— Ca(OH)2 (1 kg para 10 litros de &gua), na quantidade de 60 gramas de Ca(OH) 2/kg de farelo,
na base da matéria natural, conforme descrito por Oliveira et al (2007). Apds esse processo, a
cana de acucar foi adicionada aos FMT nos niveis de inclusdo de (0%, 5%, 10%, 15% e 20%),
misturada e ensilada.

As silagens, cana aditivada com farelo de mamona néo tratada nos niveis de incluséo de
(0%, 5%, 10%, 15% e 20%), foram produzidas a partir do material que foi picado em ensiladeira
em aproximadamente 2 cm. Na incorporagéo do farelo de mamona, o mesmo foi imediatamente
adicionado, logo ap6s o corte da cana e o fracionamento das particulas na ensiladeira, sendo a
proporcao adicionada com base na matéria natural.

A mistura (cana + farelo de mamona) nos diferentes niveis foi armazenada durante 60
dias em silos com 32 c¢cm de altura e 88 cm de diametro, com tampas providas de valvula de
Bunsen, para saida de gases oriundos da fermentacdo. Para captagdo dos efluentes gerado
durante o processo de ensilagem foram utilizados 3,0 kg de areia no fundo de cada silo. A
compactacio foi realizada de modo a se obter densidade de 600 kg.m, e os silos foram vedados
e pesados.
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Apos o periodo de 60 dias, os silos foram abertos, de onde foram coletas as amostras de
silagem, as quais foram congeladas para analise posterior. Uma parte das amostras foi
descongelada a temperatura ambiente, acondicionada em saco de papel e levada a estufa de pré-
secagem, por 72 horas, a 65 °C.

Em ambas as amostras FMT e FM, foram moidas em moinho de facas tipo Willye,
peneiradas (malha de 1mm), acondicionadas em embalagens e enviadas para a UESB para

posterior analise.

2.3. Obtencdo de extratos para analise de Eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)

Na UESB, campus Itapetinga — Ba, foram preparados os extratos utilizando as amostras
com adicdo do farelo de mamona tratada ou ndo na ensilagem da cana-de-agucar.

Utilizando 2g de amostra aos quais foram adicionados 40ml de solucdo tampao tris-
HCL com pH=8,0. A solucéo foi agitada (shaker) por 3 horas e posteriormente filtrada em papel
filtro, aproximadamente 10ml foram acondicionadas em tubos falcon e colocadas em geladeiras
até posterior analise (BRITO, 2005).

Foram avaliados a presenca de ricina dos farelos de mamona acrescidos de cana, tratadas
com hidréxido de célcio — Ca(OH): e o potencial do processo fermentativo em destoxificar o

farelo de mamona néo tratada.

2.4. Extracdo e purificagdo da ricina para andlise de Eletroforese em gel de
poliacrilamida de dodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE)

Amostras de farelo de mamona foram doadas pela empresa BIO-OLEO, localizada na
regido metropolitana de Salvador/Ba, para ser empregada na extracéo e purificacdo da ricina.
Seguindo a metodologia proposta por Anandan et al. (2005). Para a extracdo da ricina foram
utilizados aproximadamente 500 g de farelo de mamona, 2,5 L de agua acidificada com HCI a
um pH de 3,8. Essa mistura foi agitada em mesa agitadora em um frasco conico por 6 h. Apds
esse periodo aguardou-se a sedimentacdo do material solido e o sobrenadante, foi filtrado
atraves de papel de filtro Whatman-1. O residuo foi tratado com 1,5 L de agua destilada, agitado
por 3 hora e o sobrenadante novamente filtrado. Esse procedimento foi repetido mais uma vez.
Este filtrado devera conter toda a ricina e porgGes de ricinina que séo soltveis em HCI diluido

a frio. Em seguida, o filtrado foi evaporado em evaporador rotativo até um a temperatura de



35

40°C até um pequeno volume, de aproximadamente 10ml. O filtrado foi saturado com cloreto
de sddio, onde a cada 100ml foram adicionados cerca de 32g de cloreto de s6dio — (NaCl) e,
posteriormente centrifugado a 4000 rpm por 20 min para separacao do precipitado, contendo
apenas ricina.

Ap0s o processo de extracdo, aproximadamente 11g do precipitado foram adicionadas
a45ml de 4gua deionizada e agitado de forma manual, até dissolugdo. Logo apds, foi adicionado
uma solucdo de sulfato de amonio, a fim de obter completa saturacdo. Essa mistura foi colocada
sob refrigeracdo por 3 horas e ap0s esse periodo foi centrifugada a 4000rpm por 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado, processo repetido mais duas vezes. Aproximadamente 7,809 do
precipitado foram adicionadas a 66 ml de 4gua deionizada e colocadas em uma membrana de
dialise 110 (HIMEDIA). Onde ficou imersa em bacia contendo solu¢do tampao Tris ajustado
para pH 6,8 com fosfato de sodio, a solucdo era cem vezes o peso da amostra, ficando sobre
refrigeragdo em 4 -C por um periodo de 72 h. O tampéo foi trocado uma vez a cada 2 horas nas
primeiras 12 horas e, subsequentemente, uma vez a cada 6 horas no periodo restante. Apos 72
h, o dialisado foi centrifugado a 6000 rpm por 20 min para separar a matéria insoltvel da
solucdo limpida contendo ricina. A amostra de ricina foi acondicionada em tubo Falcon e

congelada até a realizagdo das andlises.

2.5.  Eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)

A SDS-PAGE foi realizada de acordo o método proposto por Laemmli (1970). As
amostras submetidas a analise foram o extrato de farelo de mamona, adquirida da BIO OLEO,
purificada e extraido a fim de obtencdo da proteina ricina, bem como, amostras com adi¢do do
farelo de mamona tratada ou ndo, acrescidas de cana-de-acgUcar, disponibilizadas pela UFAL.
Em eppendorf, 0,004g de cada amostra foram pesadas, dissolvidas em 1,6 ul de solugdo tampéo
Tris-HCL (pH = 6,8), na presenca de 0,1% de SDS e 5% de B — mercaptoetanol. Em seguida,
apos a completa dissolugéo, foram aquecidas a 100°C por 3 minutos e acrescidas de 400 ul de
solugéo de 10% de glicerol e 0,1% de azul de bromofenol. Por fim, foram congeladas a 20 °C
até o momento da utilizacdo nas corridas eletroforéticas.

A caracterizagdo eletroforética foi realizada, segundo metodologia recomendada por
Egito et al. (2006), por meio da técnica em gel de poliacrilamida em condic¢Ges desnaturantes

com a adicdo de SDS, em aparelho para eletroforese vertical da marca Apelex.
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Utilizou-se géis de separacdo com 15% de poliacrilamida em 380 mmnol/L de tamp&o
Tris — HCI (pH 8,8), contendo 0,1% de SDS e géis de concentracdo/empilhamento de 5% de
poliacrilamida em 125mmol/L de tampéo Tris-HCI (pH 6,8).

Ap0s a preparacdo do gel de separacdo, 0 mesmo foi adicionado entre as placas de vidro
até a polimerizacdo. Apo6s a polimerizacdo do gel de concentracdo, aproximadamente 20ug do
extrato de cada amostra foi injetado nos pocos. Para avaliar a massa molar das fragdes proteicas
presentes nas amostras, foi utilizado marcador de massa molar SDS-PAGE (BIO-RAD),
composto de aprotinin (6,5 kDa), lisozima (14,4 kDa), inibidor tripsina (21,5 kDa), anidrase
carbonica (31 kDa), ovalbumina (45 kDa), albumina sérica (66,2 kDa), fosforilase b (97,4 kDa),
[-galactosidase (116,2 kDa) e miosina (200 kDa).

Para migracdo das proteinas utilizou-se corrente elétrica constante de 250 V,

amperagem de 30 mA e temperatura controlada entre 4 °C e 8 °C por aproximadamente 1 hora.

2.6. Fixacdo das proteinas

Terminada a corrida eletroforeética, o gel foi retirado das placas de vidro e as proteinas
foram fixadas com 12% (m/v) de &cido tricloroacético (TCA) durante 30 min e, em seguida,
imersas em solucdo corante com 0,1% de azul de Coomassie Brilhante G250, dissolvido em
uma mistura de 50% de metanol e 2% de TCA, por 180 min. A descoloracdo foi realizada
durante uma noite com solucdo de 30% de metanol e 7,5% de &cido acético. Os processos de
fixacdo, coloracdo e descoloracdo foram realizados sob agitacdo lenta constante em mesa
agitadora. A seguir, o gel foi fotografado e, posteriormente, submetido a uma nova coloragao
com Nitrato de Prata, segundo protocolo adaptado de Bloom et al. (1987) com modificacdes.
Para este procedimento o gel de poliacrilamida, corado com azul de Coomassie Brilhante G250,
foi submetido a um processo de lavagem com agua destilada em 3 incubacdes de 20 minutos.
Apos esta etapa, o gel foi incubado em solucdo de Tiossulfato de sddio por 1 minuto.
Posteriormente, o gel foi imerso a uma solugéo de nitrato de prata 0,1% durante 30 minutos,
sob auséncia de luz. Apds esta etapa, adicionou-se ao gel solugéo reveladora até o aparecimento
das bandas coradas. Todas as fases do processo foram realizadas sob agitacao lenta e constante.
A reacdo foi interrompida com adicao de acido acético 1%.

2.7. Obtencdo do extrato para analise de Cromatografia por exclusdo de tamanhos
(HPLC-SEC)
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A obtencéo dos extratos foi feita utilizando as amostras com adic¢do do farelo de mamona
(TM) tratada ou ndo na ensilagem da cana-de-agucar e do farelo de mamona adquirida da BIO
OLEO. Utilizando 2g de amostra aos quais foram adicionados 40ml de solugfo tamp&o tris-
HCL com pH=8,0. A solucéo foi agitada (shaker) por 3 horas e posteriormente filtrada em papel
de filtro, acondicionas em tubos falcon e colocadas em geladeira até posterior anélise (BRITO,
2005).

2.8. Cromatografia por exclusdo de tamanhos (HPLC-SEC)

Para separagdo dos grupos proteicos em relagdo ao tamanho molecular, foi realizada
analise em cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Exclusdo de Tamanho (HPLC-SEC).
1 mL de cada extrato foi coletado, filtrado em membrana 0,45 pum e transferido para vial.
Utilizando uma coluna analitica de excluséo de tamanho molecular SRT-C 300 (7,8 x 300 mm)
da Sephadex G-50, usando um sistema HP Agilent 1260 Infinitty. Como fase movel, foi
utilizada solucédo tampéo fosfato de sodio a 0,02mol com pH 7, numa vazao de 0,2ml/min por
35 minutos. O tempo de retengdo foi utilizado para a determinacdo da massa molar das fracdes
proteicas, no comprimento de onda em 214 nm.

Para melhor visualizacdo e comparagdo dos picos, utilizou-se o SigmaPlot, na verséo
14.5.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1.  Eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)

A técnica de andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada no presente
estudo com intuito de verificar se o tratamento realizado no farelo de mamona utilizando
hidréxido de célcio — Ca(OH)2 e o processo fermentativo foram eficientes na desnaturacdo da
toxina, ricina. A fim de verificar a presenca de ricina no farelo da semente de mamona e no
padrdo, apresentada na figura 1, observar-se uma fracdo de proteina com peso molecular >
22KDa nas duas amostras, também foi observado uma fracdo proteica com peso molecular >
32 KDa em ambas. Variagdo do peso molecular da ricina, foram relatadas na literatura, entre
eles, por Anandan et al., (2005) onde duas bandas foram expressas em seu estudo, apresentando
peso molecular em 29 kDa e outro em 35 kDa. Respaldado nos estudos anteriores, é possivel

afirmar que as fracdes apresentadas sejam realmente de ricina.

M MA P

Figura 1 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de marcador de peso molecular (M), mamona
(MA) e padrdo de Ricina extraida e purificada em laboratério (P). A cadeia A e B estdo
identificadas por setas.

Para que seja possivel a oferta do farelo de mamona em substituicdo a parte proteica na
alimentacdo de ruminantes é necessario a destoxificacdo. A desnaturacdo da proteina ricina, ja
foi realizada através de diversas metodologias, entre elas, Anandan et al. (2005), Andrade et al.
(2019), Godoy et al. (2009), entretanto, os mecanismos a qual essa degradacdo ocorre séo
escassos. Meneguelli de Souza et al., (2018), elucidam em seu estudo as mudancas estruturais
que ocorrem, afirmando n&o serem claros os meios de inativacdo da ricina.

A fim de certificar a eficicia dos tratamentos nas amostras de farelo de mamona, foi
utilizado amostra do padrdo extraida e purificada em laboratério como comparativo. Nas

Figuras 2A e 2B, em que estdo presentes o padrdo da ricina extraida e purificada (P), a amostra
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controle (silagem de cana-de-actcar sem adi¢do de farelo de mamona) (0%), silagem de cana-
de-agUcar com 5%, 10%, 15% e 20% de torta de mamona destoxificada com hidroxido de
calcio. Nas silagens destoxificada, as bandas de ricina ndo foram observadas nos alimentos,
indicando que o procedimento foi eficiente em todas as concentraces. O desaparecimento da

subunidades da ricina, estd relacionado com a degradacdo da proteina, acarretando

consequentemente a inativacdo do efeito toxico da ricina (OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 2 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de padrdo (P), controle (silagem de cana-de-
acucar sem adicdo de farelo de mamona (1), silagem de cana de actcar com adi¢cdo de 5% FMT
(6), silagem de cana de acglcar com adi¢cdo de 10% FMT (7), silagem de cana de aclcar com
adicdo de 15% FMT (8), silagem de cana de agtcar com adi¢ao de 20% FMT (9)

Como relatado por Anandan et al (2005), a eficacia ao utilizar 40g de hidroxido de
calcio/Kg de torta de mamona em solucdo de 3 g/ml de &gua, foi observado 100% de
destoxificacdo da ricina, ja para o tratamento de 10g de hidroxido de célcio/Kg de torta
observou-se 91% de degradacdo. Ja Aradjo et al (2020), conseguiu 100% da destoxificacdo
utilizando 90g de Ca(OH)2 diluida em 2.000mL de &gua, ao utilizar também 60g de Ca(OH)2 e
1.000, 1500 e 2500mL de &gua.

Ao analisar a matéria original, apresentada na Figura 3, com a adi¢éo de 5%, 10%, 15%
e 20% de farelo de mamona tratadas com solucdo de hidroxido de célcio - Ca(OH)2 sem o
processo de ensilagem, é possivel notar na analise que as amostras ndo apresentaram presenca
de ricina em sua composi¢do. Demostrando que o processo foi eficaz, bem como, ndo foram

verificadas fragdes proteicas > 35 nas duas amostras.



40

Figura 3 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de padréo (P), matéria natural com adicéo de 5%
FMT (10), matéria natural com adicdo de 10% FMT (11), matéria natural com adicdo de 15%
FMT (12) e matéria natural com adicdo de 20% FMT (13) tratada com hidréxido de calcio sem
0 processo de ensilagem

De acordo com a Figura 4, onde estdo presentes padrdo de ricina (P), matéria natural
FM nas proporcdes 5%, 10% e 20%, é possivel observar que apenas na amostra que contém
20% de FM é possivel notar bandas caracteristicas da ricina, além disso, foi verificada fracdo
proteicas > 35. Paulino et al (2017), cita que existem pelo menos dois mecanismos que podem
ser utilizados para justificar a degradacao da ricina durante o processo de ensilagem. O primeiro
mecanismo poder ser atribuido a combinacdo de dois fatores essenciais ao processo de
desnaturacdo proteica, aumento de temperatura e reducdo do pH, que ocorrem simultaneamente
durante o processo de fermentacao e potencializam a desnaturacdo das proteinas, como a ricina.
Por ultimo, as bactérias laticas e as leveduras, responsaveis pela conversdo dos aclcares
fermentesciveis em alcool e esse em &cido latico, acetico e outros, utilizam as fontes proteicas

presentes na silagem como fonte de nutrientes o que resulta na hidrolise da ricina e

reducdo/eliminacdo do seu potencial toxicologico. (HOFFMAN et al., 2007).
14 15 16 P

Figura 4 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de padréo (P), matéria natural com adi¢do
de 5% FM (14), matéria natural com adi¢do de 10% FM (15) e matéria natural com adicao de
20% FM (16) sem o processo de ensilagem.
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Na Figura 5, ndo se observou a presencga das bandas de ricina, confirmando assim a
eficacia do processo fermentativo por meio da ensilagem em desnaturar a ricina presente no
farelo. Além disso, ndo foram verificadas fracGes proteicas > 35 nas amostras farelo de

mamona.

Figura 5 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de padrdo (P), silagem com 5% de FM
(17), silagem com 10% de FM (22), silagem com 15% FM (27) e silagem com 20% de FM (32)
tratadas pelo processo fermentativo

O tratamento utilizando a fermentacdo, apresentam diversas vantagens tecnolégicas
importantes quando comparado a outras técnicas que tratam de detoxificacdo da torta de
mamona. Primeiro que o processo de ensilagem é amplamente empregado, reduz a necessidade
de etapas previas de desintoxicacdo, custo extras pelo uso de reagentes quimicos como o
hidréxido de calcio. Além disso, a ensilagem de cana-de-agUcar, apresenta susceptibilidade ao
ataque de leveduras, microrganismos responsaveis pela fermentacdo alcodlica, tornando a
silagem com alta producdo de etanol e reducdo significativa dos carboidratos soltveis, o que
consequentemente ocasiona perda da matéria seca, elevando assim os constituintes fibrosos. A
adicdo de aditivos como a torta de mamona tem se tornado uma alternativa vantajosa, a fim de
evitar esse mecanismo e favorecer a fermentacdo latica por bactérias aerdbicas, apresenta
estabilidade. Além disso, o farelo dispbe de elevado teor proteico, 0 que é escasso ha cana-de-
acucar (PAULINO et al., 2017; HOFFMAN et al., 2007).

Anosike e Egwuatu (1980) associam a destoxificagdo da semente de mamona a hidrolise
sofrida durante o processo de fermentacdo. Com o objetivo de estudar a desintoxicagédo
bioldgica dos residuos da mamona, Godoy et al., (2009), observaram que os fungos foram
capazes de reduzir a quantidade de ricina, provavelmente utilizando-a como fonte de nutriente,
a niveis ndo detectaveis. Ao avaliarem o potencial alergénico ap6s o tratamento, foi possivel
observar uma degranulacao de mastocitos, apds 72 horas de fermentagéo, reduzindo o potencial

alergénico em quase 16%.
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Do mesmo modo, Madeira et al. (2011), usando cepa de Paecilomyces variotti,
alcancando alta producdo de fitase e tanase, revelou uma reducéo nas bandas de ricina ap6s 24
de fermentacdo e apos o periodo de 48 horas, as bandas ndo eram mais visiveis. Justificando
que provavelmente a ricina é utilizada pelos fungos como forma de nutriente.

E notorio que existem poucos estudos sobre os mecanismos da bio-destoxificacdo na

literatura, evidenciando o crescente interesse pelo tema.

3.2.  Cromatografia por exclusao de tamanhos (HPLC-SEC)

A cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) é uma analise apropriada para separar
e quantificar misturas de proteinas, onde as moléculas com maior peso molecular eluem
primeiro e as moléculas menores, passam mais tempo nos poros e eluem mais tarde (FEKETE
et al., 2014). A metodologia foi utilizada para identificar a presenca da ricina nos alimentos
estudados. O perfil cromatografico para o extrato de mamona, é apresentado na Figura 6. O
farelo de mamona disponibilizou um pico mais definido, sendo identificado com um tempo de
retencdo de 10 minutos. O cromatograma de farelo de mamona, foi utilizado para comparar as
amostras tratadas utilizando hidroxido de célcio — Ca(OH). e a ensilagem, objetivando avaliar
a eficécia do processo de desnaturacéo na ricina.
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Figura 6 - Perfil da cromatografia liquida de exclusdo molecular da amostra de farelo

de mamona.

Com o objetivo de verificar a desnaturagdo da ricina nas amostras tratadas utilizando

hidroxido de calcio — Ca(OH). e por processo de ensilagem apos a analise de eletroforese em
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gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sddio, as mesmas amostras de cana de agucar
acrescidas de farelo de mamona foram utilizadas.

A partir da Figura 7A, que apresenta a analise de amostras de silagens de cana-de-acucar
aditivada com 0%, 5%, 10%, 15% e 20% de farelo de mamona tratada com hidroxido de calcio,
pode-se observar que as amostras ndo apresentam fragdes compativel com o cromatograma da
ricina, no tempo de retengdo de 10 minutos. Na figura 7B, que dispGe de amostras de amostras
de matéria natural FM com diferentes concentrac@es de farelo de mamona estando em 5%, 10%,
15% e 20%, pode-se contatar que as amostras 12 e 13, apresentam picos caracteristicos de
ricina, bem como, as amostras 10 e 11, dispde de picos com menos intensidade. Esses resultados
confirmam o que foi observado nas analises de eletroforese, por se tratar de uma amostra natural

em que ndo ocorreu tratamento, é notdrio observar as fragdes no tempo de retencdo da ricina.
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Figura 7- Perfil da cromatografia liquida de exclusdo molecular, contendo farelo de
mamona, controle (silagem de cana-de-acucar sem adi¢do de farelo de mamona (1), silagem de
cana de agucar com adicao de 5% FMT (6), silagem de cana de agicar com adi¢cdo de 10% FMT
(7), silagem de cana de acucar com adicdo de 15% FMT (8) e silagem de cana de aglcar com
adicdo de 20% FMT (9) tratadas com hidroxido de célcio (A) e matéria natural com adicdo de
5% FMT, matéria natural com adi¢do de 10% FMT, matéria natural com adi¢éo de 15% FMT
e matéria original com adi¢éo de 20% FMT (13) tratada com hidroxido de calcio sem o processo
de ensilagem (B)

As fragdes eluidas de matéria original FM observadas na figura 8A, apresentam por¢oes
de 5, 10 e 20% de farelo de mamona que ndo foram tratadas por nenhum processo de
desnaturacdo, onde é possivel observar que as amostras apresentam mesmo que em pequenas

concentragdes, presenca de ricina em suas amostras. A fim de constar como expressos nas
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andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sddio, que essas amostras
estdo em concordancia com outros estudos para o tempo de retencdo da ricina. Na figura 8B,
que apresenta silagens com porg¢des de 5, 10, 15 e 20% de farelo de mamona tratadas pelo
processo fermentativo, foi possivel verificar que ndo houve elevacado no tempo de retencéo de

10 minutos, o que demostra a eficacia do tratamento.
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Figura 8 - Perfil da cromatografia liquida de exclusdo molecular, com farelo de
mamona, matéria original com adicdo de 5% FM, matéria original com adi¢do de 10% FM,
matéria original com adicdo de 20% FM sem o processo de ensilagem (A) e silagens com 5%
de FM (17), silagens com 10% de FM (22), silagens com 15% FM (27) e silagens com 20% de
FM (32) tratadas pelo processo fermentativo (B)

Na figura 9A estdo apresentadas as silagens aditivadas de 5% FM em quatro repeticdes,
tratadas pelo processo fermentativo, bem como, na figura 9B, as amostras de silagem contém
10% FM com quatro repeticdes, tratadas pelo processo fermentativo, é possivel observar que o
cromatograma ndo apresenta picos de ricina, no tempo de retencdo de 10 minutos, levando a
crer que nessas amostras o processo fermentativo, foi capaz de desnaturar por completo a

proteina, ricina.
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Figura 9 - Perfil da cromatografia liquida de exclusdo molecular, contendo farelo de
mamona, amostras em repeticdo de mini silo com 5% de farelo de mamona tratada pelo
processo fermentativo (A) e amostras em repeticdo de mini silo com 10% de farelo de mamona
tratada pelo processo fermentativo (B)

Na figura 10A, estdo apresentadas porcoes de silagens de cana de agucar nas por¢des de
silagens com a adicdo de 15% FM com quatro repeticGes, tratadas pelo processo fermentativo,
além disso, na figura 10B, as amostras com porcdes de silagens adicionados de 20% FM com
quatro repeticdes, tratadas pelo processo fermentativo, ndo apresenta picos caracteristicos de
ricina, no tempo de retencdo de 10 minutos, levando a crer que nessas amostras 0 processo

fermentativo, também foi capaz de desnaturar por completo a proteina.
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Figura 10 - Perfil da cromatografia liquida de exclusdo molecular, contendo farelo de mamona,
amostras em repeticdo de silagens com 15% de farelo de mamona tratada pelo processo
fermentativo (A) e amostras em repeticdo de silagens com 20% de farelo de mamona tratada
pelo processo fermentativo (B)
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Analisando a correlacdo das anélises de Cromatografia por exclusdo de tamanhos
(HPLC-SEC) e Eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
¢ possivel notar compatibilidade dos resultados apresentados. Podendo afirmar que o
tratamento com hidroxido de célcio — Ca(OH). e o da ensilagem com o objetivo de desnaturar
a ricina foi totalmente eficiente, observado principalmente em amostras com maior proporgao
de farelo, tornando esse alimento apropriado na utilizacdo como substituicdo proteica na

alimentacéo de ruminantes.
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4. CONCLUSAO

A partir de dois tratamentos distintos utilizando processo quimico, o hidroxido de célcio
e do processo bioldgico, utilizando a ensilagem do farelo de mamona, foi possivel verificar que
os tratamentos foram eficientes na completa desnaturacdo da proteina ricina, evidente através

de duas andlises precisas, a eletroforese e cromatografia de exclusao de tamanhos.



48

5 REFERENCIAS

ANANDAN, S.; ANIL KUMAR, G. K.; GHOSH, J., RAMACHANDRA, K. S. Effect of
different physical and chemical treatments on detoxification of ricin in castor cake. Animal
Feed Science and Technology, v. 120, n. 1-2, p. 159-168, 2005.

BELTRAO, N. E. D. M.; OLIVEIRA, M. I. P. DE. Detoxificacio e aplicacdes da torta de
mamona. Embrapa Algoddo Documento 2017, p. 35, 2009.

BRITO, N. M. Métodos de identificacdo e quantificacdo de ricina e ricinina na torta de
mamona. p. 108, Tese (Doutorado)- Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos, SP,
2005.

CONAB (Companhia Brasileira de Abastecimento Informac6es sobre safra de 2022. Brasil,
2022. Disponivel em: Acesso em 9 de Maio. de 2022.

FEKETE, S.; BECK, A.; VEUTHEY, J-L.; GUILLARME, D. Theory and practice of size
exclusion chromatography for the analysis of protein aggregates. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, v. 101, p. 161-173, 2014.

FONSECA, N. B. da S.; SOTO-BLANCO, B. Toxidade da ricina presente nas sementes de
mamona. Semina: Ciéncia Agraria, v. 35, n. 3, p. 1415-1424, maio/jun. 2014.

FURTADO, R. F.; GUEDES, M. I. F.; ALVES, C. R.; MOREIRA, A. C. DE O. M.; FELIX,
W. P.; DUTRA, R. A. F. Producéo de anticorpos policlonais anti-ricina Production of
polyclonal anti-ricin antibodies. Ciéncia e Agrotecnologia, v. 35, n. 1, p. 124-130, 2011.

GODOQY, M. G.; GUTARRA, M. L. E.; MACIEL, F. M.; FELIX, S. P.; BEVILAQUA, J. V,;
MACHADO, O. L. T.; FREIRE, D. M. G. Use of a low-cost methodology for
biodetoxification of castor bean waste and lipase production. Enzyme and Microbial
Technology, v. 44, n. 5, p. 317-322, 2009.

GOMES, F. H. T.; CANDIDO, M. J. D.; CARNEIRO, M. S. DE S.; FURTADO, R. F.;
PAREIRA, E. S. Consumo, comportamento e desempenho em ovinos alimentados com dietas
contendo torta de mamona. Revista Ciencia Agronomica, v. 48, n. 1, p. 182-190, 2017.

HOFFMAN, L. V.; DANTAS, A. C. A.; MEDEIROS, E. P.; SOARES, L. S. Ricina: um
Impasse para Utilizacdo da Torta de Mamona e suas Aplicacbes. Embrapa, v. 1, p. 26, 2007.

JAIN, R.; NAIK, S. N. Adding value to the oil cake as a waste from oil processing industry:
Production of lipase in solid state fermentation. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, v. 15, p. 181-184, 2018.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v.227, n.5259, p.680-685, 1970.

MADEIRA, J. V.; MACEDO, J. A.; MACEDO, G. A. Detoxification of castor bean residues
and the simultaneous production of tannase and phytase by solid-state fermentation using
Paecilomyces variotii. Bioresource Technology, v. 102, n. 15, p. 73437348, 2011.



49

MENEGUELLI DE SOUZA, L. C.; CARVALHO, L. P.; ARAUJO, J. S.; MELO, E. J. T.;
MACHADO, O. L. T. Cell toxicity by ricin and elucidation of mechanism of Ricin
inactivation. International Journal of Biological Macromolecules, v. 113, n. 2017, p. 821—
828, 2018.

MME — Ministério de Minas e Energia. Disponivel em < 2005. www.mme.gov.br >. Acesso
em 12 de jun. de 2022.

OLIVEIRA, A.S.; OLIVEIRA, M. R. C.; CAMPOS, J. M. S.; LANA, R. P.; MACHADO, O.
L. T.; RETAMAL, C. A.; DETMANN, E.; FILHO, S. C. V. In vitro ruminal degradation of
ricin and its effect on microbial growth. Animal Feed Science and Technology, v. 157, p. 41
- 54, 2010.

OLIVEIRA, A. S.; OLIVEIRA, M. R. S.; CAMPOS, J. M. S et al. Eficacia de diferentes
métodos de destoxificagdo da ricina do farelo de mamona.In: Il Congresso da Rede Brasileira
de Tecnologia de Biodisel, 2007. Anais: CD_ROM Brasilia:MCT/ABIPTI, p.1-6, 2007.

PAULINO, A. S. Farelo de mamona destoxificado na ensilagem de cana-de-agucar. 2017. 71
p. Dissertacao (Mestrado em Zootecnia) — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal de Alagoas, Arapiraca, 2017.

SANTOS, P. A. DOS.; LUDKE, M.C. M .M., LUDKE, J. V.; RABELLO, C. B.V.; DOS
SANTOS, M. J. B.; TORRES, T. R. Characterization and Digestibility of Detoxified
Castor Oil Meal for Japonese Quails. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola. Outubro-
Dezembro. 2015.



50

CAPITULO 3

ARTIGO 2
Avaliagdo do potencial antioxidante do farelo de mamona, analise do perfil lipidico e da

oxidacao de carnes de ovino alimentados com farelo de mamona destoxificado
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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a composicao de acidos graxos no lombo de ovinos
mesticos da raca Santa Inés alimentados com silagens de cana-de-acgUcar acrescida de farelo de
mamona destoxificado em diferentes niveis de inclusdo. Foram utilizados 40 ovinos,
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e oito
repeticdes. Os tratamentos constituiram cinco niveis de inclusdo de farelo de mamona
desintoxicado (0, 5, 10, 15 e 20%) em substituicdo ao farelo de soja. Para a destoxificacdo do
farelo de mamona, foram utilizados solucdo de hidréxido de calcio — Ca(OH).. O periodo
experimental foi de 74 dias, sendo 60 dias de oferta das dietas. Apds esse periodo, 0s animais
foram abatidos, embalados e enviados a Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia para
posterior analise. Bem como, foram avaliados o potencial antioxidante do farelo de mamona e
das amostras de volumoso, atraves das analises de constituintes fenolicos totais (CFT),
flavonoides totais (FT), atividade antioxidante por DPPH, poder redutor (PR) e protecdo do
sistema [B-caroteno/acido linoleico (BCAL), apontando resultado significativo (P<0,05) para
CFT, FT e BCAL, entretanto, o FM apresenta baixa atividade antioxidante, exceto na
determinacdo da atividade antioxidante pela protegao do sistema p-caroteno/acido linoleico nas
adicdes de 5 e 10% de FM. Néo foram observados efeitos significativos (P>0,5) ap6s a inclusao
do farelo de mamona na analise do perfil de acidos graxos. O acido oleico, seguido pelo acido
palmitico e estearico, apresentaram maior area entre os acidos encontrados. O teor de colesterol
ndo foi influenciado (P>0,5) pela adi¢do do farelo detoxificado. Entretanto, o teor de oxidacéao
lipidica da carne apresentou aumento linear (P<0,05) encontrando valores entre 0,89 a 3,05. A
substituicdo do farelo de soja pelo farelo de mamona em seu nivel méximo (20%) nao interferiu
na qualidade da carne, como composicdo de acidos graxos e colesterol, todavia potencializou a
guantidade na oxidacdo lipidica, sendo possivel inclusive indicar a inclusdo de maiores niveis

de farelo a fim de verificar seu uso na alimentagdo de ruminantes.

Palavras-chave: acidos graxos, oxidacéo lipidica; colesterol;
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1. INTRODUCAO

Diante das condi¢es tropicais presentes no Brasil, € comum a utilizacdo de insumos
como arvores, arbustos e graos inapropriados para 0 consumo humano na alimentacdo animal,
a exemplo do farelo de mamona, visto que apresenta de forma geral alto valor proteico e preco
inferior aos alimentos tradicionais, como a soja e milho, possibilitando o fortalecimento da
ovinocultura (PALMA et al., 2019; BERNARDES et al., 2015).

A mamoeira, destaca-se na regido nordeste, e é utilizada normalmente para a extracao
do 6leo, que possui em sua composicdo cerca de 40-53% de acidos ricinoleico, estearico
isoricinoleico e diidroxiestedrico. O residuo proveniente, chamado de farelo, apresenta
admiravel valor nutricional, cerca de 30% de proteina bruta e fonte de fibra. E regulamente
utilizada na adubacéo de plantas, fabricacdo de tintas, ceras, pomadas. Bem como, dispde de
elevada toxidade, o que impossibilita sua oferta aos animais (HERRERA et al., 2021;
FONSECA; SOTO-BLANCO, 2014).

Ao analisar as caracteristicas bioativas da R. communis, Santos, et al (2018),
encontraram cerca de oitenta e trés compostos em sua composi¢ao, que incluem flavonoides,
compostos fendlicos, alcaldides e acidos graxos. Nessa conjuntura, Rampadarath; Puchooa;
Ranghoo-Sanmukhiya (2014) avaliaram o teor polifendlico e atividade antioxidante do Ricinus,
detectando nas folhas maior quantidade de compostos fendlicos totais (632,33y19,20) ng
GAE/g quando comparado com J. integérrima. Ja o contetido de flavonéide extraido com alcool
etilico apresentou valor de (7,6131,88). Em ambos é possivel notar caracteristicas bioativas
significativas para esse fruto.

Segundo Vieira et al. (2017) a alta producdo de residuos possibilita a utilizacdo como
fonte alternativa na suplementacdo de animais, como 0s ovinos. Que além de reduzir o impacto
ambiental, ocasiona a reducdo de custos. Se bem balanceada, as dietas contendo residuos
conseguem atender as exigéncias nutricionais dos animais, sem prejuizo a rentabilidade da
atividade (MEDEIROS et al., 2015).

A influéncia da dieta dos animais tem sido cada vez mais estudada, diante de
consumidores mais exigentes torna-se necessario a busca por alternativas que estendam a vida
de prateleira e diminuam os teores de colesterol e &cidos graxos nas carnes. A oxidacéo lipidica,
caracteriza por sabor e odor de rango, tem inicio apds o abate e circulacdo sanguinea, bem como
a acdo microbiana em condicOes aerdbicas acarretam a deterioragdo e perecibilidade, afetando
a aceitabilidade pelo consumidor (DE LIMA JUNIOR et al., 2013).
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A utilizagdo de antioxidantes naturais, como o farelo de mamona torna-se uma
alternativa a fim de reduzir a acdo dos radicais livres no processo oxidativo, estudos ja
evidenciam a presenca de compostos fendlicos em diferentes partes da planta (SILVA et al.,
2017). Alguns estudos demostraram que a utilizacdo do sistema de terminacdo (pastagem ou
confinamento) atuam diretamente na quantidade de &cidos graxos na carne de ruminantes, onde
ao se aumentar a quantidade de &cidos graxos poliinsaturados, consequentemente ocorre a
reducdo nos teores de acidos graxos saturados e trans-monoinsaturados. Em contrapartida, 0s
acidos graxos mono e poliinsaturados sdo considerados efetivos na diminuicéo da concentracao
de colesterol no sangue humano (GEAY et al., 2001; MIR et al. 2000; ROWE et al. (1999).

Foram exploradas alternativas em diferentes concentragdes do farelo de mamona na
alimentacdo de ovinos, objetivando ndo s a utilizacdo como alternativa proteica, mais também

visando melhoramento na qualidade da carne, a fim de prolongar a sua vida Util.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Analise do lombo de ovino mesticos da Raca Santa Inés

O experimento foi conduzido no setor de caprinos e ovinos da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), Campus Arapiraca. Os procedimentos realizados foram conduzidos de
acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais, da
Universidade Federal de Alagoas (CEUA/UFAL), sob a licenca 32/2018.

2.2.  Animais, delineamento experimental e instalacdes

Para o ensaio |1, foram utilizados quarenta ovinos mesticos Santa Inés, com peso médio
de 20 kg, distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e
oito repeticdes. O periodo experimental foi de 74 dias, sendo os 14 primeiros dias de adaptacéo
e 60 de periodo experimental.

Os animais foram confinados em baias individuais cobertas, com piso de concreto,

providas de comedouro e bebedouro.

2.3.  Manejo e tratamentos

Ao inicio do periodo de adaptacdo, os animais foram tratados contra ecto e endoparasitas
e foram distribuidos nos tratamentos que consistiram em silagens de cana-de-agUcar aditivadas
com diferentes niveis de farelo de mamona destoxificada.

O farelo de mamona utilizada para confec¢do das silagens foi destoxificada conforme
metodologia descrita por Oliveira et al. (2010). O alimento foi oferecido na forma de mistura
completa, duas vezes ao dia, a vontade, de modo a permitir 10% de sobras.

2.4.  Composicdo e andlise da dieta
As dietas tinham uma relagdo volumoso: concentrado de 60:40. O concentrado foi

constituido basicamente de farelo de soja e milho, fornecido igualmente para todas as dietas.

As proporgdes dos ingredientes das dietas sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Composicdo percentual dos ingredientes nas dietas experimentais

Niveis de farelo de mamona na silagem (%o) *

Ingredientes 0 5 10 15 20
Silagem de 60 57 54 51 48
cana-de-acUcar
Farelo de 0,00 3 6 9 12
Mamona
Milho grao 5,23 7,75 10,29 12,82 15,33
moido
Farelo de soja 32,60 30,08 27,54 25,01 22,50
Uréia/Sulfato 1,42 1,42 1,42 1,42 1,42
de ambnia
Mistura 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
mineral
Total 100 100 100 100 100

L Nivel de substituicdo a silagem de cana.
2 Mistura Mineral composta: fosfato bicélcico; calcério; sal comum; flor de enxofre; sulfato de zinco;
sulfato de cobre; sulfato de cobalto; sulfato de manganés; iodato de potassio; selenito de sédio, calculadas

3 Proporg¢do de 9 partes de ureia para 1 de sulfato de aménia

Foram colhidas, diariamente, amostras de silagem e de sobras, por animal e,
semanalmente, amostras dos concentrados, por tratamento. As amostras diarias de silagem e
das sobras foram agrupadas, de forma proporcional, em cada periodo de 14 dias, constituindo-
se uma amostra composta. Posteriormente, as amostras foram pré-secas, em estufa ventilada a
60° C, moidas em moinho com peneira dotada de crivos de 1 mm, acondicionadas em frasco
com tampa e armazenadas até serem analisadas.

Para a avaliacdo de carcaca ap6s o periodo de confinamento, os animais foram pesados
e casualizados em uma ordem de abate e submetidos a jejum de sélidos por 14 horas. Foram
abatidos, segundo Brasil (2000) e posteriormente os lombos foram embalados e enviados em
temperatura adequada para a Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, para

analise.

2.5. Obtencéao de extrato para analise antioxidante

A obtencéo dos extratos foi realizada de acordo com a metodologia de Wafa et al (2014)

com adaptacdo, onde foi utilizado 10g de amostras com adi¢do do farelo de mamona (TM)
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tratada ou ndo na ensilagem da cana-de-agucar e do farelo de mamona, onde foi adicionado 100
ml de metanol a 80%. A solucdo foi agitada em mesa agitadora (shaker) por 24 horas e
posteriormente filtrada em papel de filtro, acondicionas em tubos falcon e colocadas em

geladeira até posterior analise.

2.6. Constituintes Fendlicos totais - CFT

O conteudo fenolico total foi determinado usando o reagente de Folin Ciocalteau
(SINGLETON; ROSSI JR., 1965; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1998). A reacéo foi preparada com uma aliquota de 0,5 mL de extrato de farelo de mamona,
2,5 ml de solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sédio a 7,5%. A
mistura foi introduzida em banho-maria com regulacao térmica a 45°C durante 15 minutos; em
seguida, a mistura foi retirada e mantida ao abrigo da luz e temperatura ambiente por 30
minutos. A absorbancia foi medida em um espectrofotometro (Marca Shimadzu Modelo UV
Mini 1240) a 750 nm. A quantidade de constituintes fendlicos totais foi expressa como
equivalente de &cido galico (EAG) (mg EAG / g de amostra ou extrato), através de uma curva
de calibracdo preparada com solugdes de concentracdes conhecidas do padréo de &cido galico

(0,01 a 0,1 mg acido galico.ml? de solugiio) nas mesmas condi¢des (A = 750 nm).

2.7. Constituintes Flavonoides totais - FT

Os constituintes flavonoides totais foram quantificados por espectrofotometria UV/Vis
de acordo com o método descrito por Sakanaka; Tachibana & Okada (2005), utilizando cloreto
de aluminio. A analise foi realizada adicionando-se em tubos de ensaio, 0,5 mL do extrato, 2,5
mL de agua destilada e 0,15 mL de nitrito de sodio 5%. Essa mistura foi homogeneizada por
agitacdo em vdrtex e mantida em repouso por 6 minutos a abrigo de luz. Em seguida, foi
adicionado 0,3 mL de uma solu¢do metanolica de cloreto de aluminio 10%, a mistura foi
novamente agitada e mantida em repouso e abrigo de luz por 5 minutos. Logo depois adicionou-
se 1 mL de hidroxido de sodio 1M e 0,55 mL de agua destilada afim de se obter um volume
final de 5 mL. A leitura de absorbancia foi realizada a 510 nm, para o branco utilizou-se etanol
absoluto no lugar da amostra. A quantidade de constituintes flavonoides totais foi expressa
como equivalente de catequina (mg de eq. Catequina. g de amostral), através de uma curva de
calibracdo preparada com solugOes de concentragdes conhecidas do padréo de catequina (0,02

a 0,51 mg catequina.ml™* de solucdo) nas mesmas condigdes.
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2.8. Determinagéo de atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade antioxidante foi baseada no método de reducdo do radical 2,2’-difenil-1-
picrihidrazilo (DPPH.). Os resultados foram expressos como ECsp, que é a quantidade de
antioxidantes necessaria para diminuir em 50% a concentracdo inicial de DPPH da solucéo.
Dessa forma, quanto menor o valor do ECso, menor tera sido o valor do extrato utilizado para
reduzir o radical DPPHe ¢ maior a sua atividade antioxidante (ORLANDA; VALE, 2015).

O teor de antioxidantes foi determinado segundo a metodologia descrita por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995). Resumidamente, a capacidade antioxidante da mamona foi
avaliada utilizando o método de captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilil (DPPH¢) por
antioxidantes. Onde uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo de extrato foi transferida para
tubos de ensaio com 3,9 mL da solugédo etanodlica (etanol - alcool absoluto 99,8%) do radical
DPPHe, o qual teve a absorbancia inicial ajustada para a faixa de 0,6 a 0,7 em espectrofotdmetro
a 515 nm. Apéds 30 minutos de incubacdo no escuro e a temperatura ambiente, a reducdo do
radical livre DPPHe foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm. A absorbancia da
solucdo etanolica (etanol - alcool absoluto 99,8%) do radical DPPH era lida entre os intervalos
de uma amostra para outra. Foram feitas analises em duplicata. A quantidade de radical DPPH
remanescente na solucao foi calculada a partir da razdo entre a absorbancia da amostra e a média

das absorbancias da solugéo controle no tempo de 1Cso (Equagéo 1).

AA (%) = 100 — {[(Absamostra — Absbranco) x 100] / Abscontrole}, (Equacédo 1)

A porcentagem de reducdo foi obtida pela diferenca entre a porcentagem total de radical
no inicio da reacdo (100%) e o percentual de radical remanescente (Equacao 2). Calculando as
médias das duplicatas.

% DPPH remanescente = 100 - %DPPH (Equacéo 2)

2.9. Determinacdo da capacidade antioxidante in vitro pelo método da co-oxidacao do

sistema f-caroteno:acido linoleico - BCAL

O método de analise antioxidante pelo sistema f-caroteno:acido linoleico utilizado foi
descrito por Miller (1971). Para o preparo da mistura reativa, adicionou-se 50 pg de acido
linoleico, 200 mg de Tween 40, 1 mL de solugdo de B-caroteno a 1 mg.mL™* em cloroférmio.

Posteriormente, a mistura foi submetida ao evaporador rotativo a 50°C por 10 minutos para a
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completa evaporacdo do cloroférmio. A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se aos
poucos 50 mL de &gua previamente saturada com oxigénio durante 30 minutos agitando-se
vigorosamente. A mistura reativa, assim preparada, apresentou absorbancia entre 0,6 e 0,7 em
470 nm. Outra mistura reativa foi preparada de forma semelhante com exce¢do da adicdo da
solugdo de 3-caroteno para o branco.

Aliquotas de 5 mL da emulsdo foram transferidos para tubos contendo 0,5 mL dos
extratos diluidos a 1 mg.mL™* em etanol, realizados em triplicata. Feita a mistura os tubos foram
agitados e imediatamente lidas as absorbancias a 470 nm. Apds a primeira leitura, os tubos
foram incubados em banho-maria a 50 °C para favorecer a reagédo de oxidagéo, e em intervalos
de quinze minutos até completar 120 minutos, a leitura a 470 nm, foi repetida.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da oxidagdo. A reducéo
da absorbancia do sistema sem amostra (Equacdo 3) é considerada como como 100% da
oxidagéo.

Redugdo da absorbancia = Absipiciqi — AbSfinar (Equacéo 3)

O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras é correlacionado com o sistema e

estabelece a percentagem de oxidacdo (Equacdo 4), subtraindo-se a percentagem de oxidagéo

de cada amostra de 100 (Equacéo 5).

[(Redugio AbS) amostrax100]
(Redugcio Abs)sistema

%Protegido = 100 — (%O0xidagio) (Equagdo 5)

%0xidagdo = (Equacéo 4)

2.10. Determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de reducéo do ferro —
(FRAP)

Avaliou-se o poder redutor conforme o procedimento descrito por Rufino et al (2007),
com adaptacdes, em duplicata. Resumidamente, uma aliquota de 50ul de extrato diluido foi
transferido para tubos de ensaio, onde posteriormente foi adicionado 150ul de dgua, seguida
pela adigdao de 1500ul da solucdo FRAP, homogeneizada em agitador de tubos e mantida em
banho-maria a 37°C. Apo6s 30 minutos, a leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm,
utilizando o reagente FRAP como branco para calibragdo do espectrofotdmetro. A partir da
absorbancia obtida das diferentes diluicdes de extrato, realizada em duplicata, a determinacéo
da quantidade de atividade antioxidante total método de reducéo do ferro (FRAP) foi expressa
em puM de sulfato ferroso/g de amostra através de uma curva de calibragdo preparada com
solucdes de concentragdes de sulfato ferroso (500ul, 1000pul, 1500ul, 2000ul e 2500ul) nas

mesmas condicoes.
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2.11. Extracdo de lipidios totais da carne de ovinos alimentados com farelo de mamona

acrescido de cana-de-acgucar

A extracgdo da fragdo lipidica foi feita com uma mistura de cloroférmio, metanol e agua,
respectivamente (2:2:1,8 v/v/v), de acordo com metodologia descrita por Bligh & Dyer (1959),
no qual foram pesadas cerca de 15g (+0,1mg) de amostra em um béquer de 250 mL e adicionado
15 mL de cloroférmio e 30 mL de metanol. Apds agitacdo por 5 minutos, foram adicionados
mais 15 mL de cloroférmio, agitados por mais 2 minutos e acrescidos 15 mL de agua destilada
e agitado novamente por mais 5 minutos. Posteriormente, o homogeneizado foi filtrado por
meio de um filtro de papel Whatman n° 1 acoplado em um funil Buchner usando pressdo a
vacuo.

Apos a filtragem foi adicionado ao residuo mais 10 mL de cloroférmio, mantendo sob
agitacdo por 5 minutos. Uma nova filtragem foi realizada fazendo-se uso do mesmo papel de
filtro e o béquer lavado com 10 mL de cloroférmio. O filtrado obtido foi transferido para um
funil de separacdo. Apds a separacdo das fases, a inferior contendo o cloroférmio e a matéria
graxa foi drenada para um bal&o previamente pesado vazio, e levado para o rota-vapor (banho-
maria a 33°-34°).

O residuo de solvente foi eliminado com fluxo de nitrogénio. A matéria restante no baldo
foi pesada e o teor de lipidios determinado gravimetricamente. O residuo restante foi

acondicionado em microtubos tipo eppendorf, para posterior analise cromatografica.

2.12. Transesterificagdo dos triacilglicerdis da carne de ovinos alimentados com farelo

de mamona acrescido de cana-de-agucar

O procedimento seguiu a metodologia descrita por Bonnon et al., (1982). Pesou-se
aproximadamente 150 mg de lipidios extraidos de cada amostra, colocou-se em tubos com
tampas rosquedveis, adicionou-se 5 mL de solucdo de metoxido de sodio 0,25 mol/L-1 em
metanol-dietil éter (1:1), e agitou por 3 minutos. A essa mistura, foram adicionados 2 mL de
iso-octano e 10 mL de solugéo saturada de cloreto de sddio. O tubo foi agitado novamente e
deixado em repouso para que houvesse a separacdo das fases, a parte sobrenadante foi coletada
e transferida para microtubos tipo eppendorf, devidamente identificados, para realizacdo da

analise cromatografica.



60

2.13. Determinacdo e quantificacdo de &cidos graxos por cromatografia da carne de

ovinos alimentados com farelo de mamona acrescido de cana-de-agucar

Os ésteres de acidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa, em um
equipamento modelo GC-2010 Plus marca Shimadzu com Detector de lonizagcdo de Chama
(DIC) e coluna capilar de silica fundida Rt-2560 (100m, 0,25mm d.i). As vazdes dos gases
(White Martins) foram de 40 mL.min-1 para o gas de arraste (H2); 30 mL.min-1 para o gas
auxiliar (N2) e 400 mL.min-1 para o ar sintético da chama. A razdo da divisdo da amostra foi
de 90:10. Os parametros de funcionamento foram estabelecidos ap6s verificacdo da condicdo
de melhor resolucdo. As temperaturas do injetor e detector foram 225°C e 260°C,
respectivamente. A temperatura da coluna foi programada a 140°C por 5 minutos, seguido por
uma rampa de 3°C/min até atingir 245°C por 20 minutos. O tempo total de anélise foi de 60
minutos. As injecOes foram realizadas em duplicata e os volumes das injeg¢des foram de 1,0 pL.
As éreas dos picos dos esteres metilicos de &cidos graxos foram determinadas através do
software GCSolution®.

2.14. Extracdo dos lipidios totais das amostras com farelo de mamona acrescida de

cana-de-acucar

Para extracdo da matéria graxa do volumoso e determinacao do perfil de &cidos graxos,

foi utilizada a metodologia adaptada de Floch et al., (1957).

2.15. Transesterificagdo dos triacilglicerdis das amostras com farelo de mamona

acrescida de cana-de-acgucar

O procedimento seguiu a metodologia descrita por Bonnon et al., (1982). Pesou-se
aproximadamente 150 mg de lipidios extraidos de cada amostra, colocou-se em tubos com
tampas rosquedveis, adicionou-se 5 mL de solucdo de metoxido de sodio 0,25 mol/L-1 em
metanol-dietil éter (1:1), e agitou por 3 minutos. A essa mistura, foram adicionados 2 mL de
iso-octano e 10 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio. O tubo foi agitado novamente e
deixado em repouso para que houvesse a separacdo das fases, a parte sobrenadante foi coletada
e transferida para microtubos tipo eppendorf, devidamente identificados, para realizacdo da

analise cromatografica.
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2.16. Andlise dos esteres metilicos de &cidos graxos por cromatografia das amostras com

farelo de mamona acrescida de cana-de-acucar

Os ésteres de acidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa, em um
equipamento modelo GC-2010 Plus marca Shimadzu com Detector de lonizagcdo de Chama
(DIC) e coluna capilar de silica fundida Rt-2560 (100m, 0,25mm d.i). As vazdes dos gases
(White Martins) foram de 40 mL.min-1 para o gas de arraste (H2); 30 mL.min- 1 para 0 gas
auxiliar (N2) e 400 mL.min-1 para o ar sintético da chama. A razdo da divisdo da amostra foi
de 90:10. Os parametros de funcionamento foram estabelecidos apos verificacdo da condicdo
de melhor resolucdo. As temperaturas do injetor e detector foram 225°C e 260°C,
respectivamente. A temperatura da coluna foi programada a 140°C por 5 minutos, seguido por
uma rampa de 3°C/min até atingir 245°C por 20 minutos. O tempo total de analise foi de 60
minutos. As injecdes foram realizadas em duplicata e os volumes das inje¢des foram de 1,0 pL.
As éreas dos picos dos esteres metilicos de &cidos graxos foram determinadas através do
software GCSolution®.

2.17. Extracdo da matéria graxa para andlise de colesterol

A determinacdo do colesterol na carne seguiu a metodologia descrita por Saldanha et
al., (2004). No procedimento realizado para extracdo da matéria insaponificavel, utilizaram-se
tubos falcon, com capacidade de 50 mL, onde foram adicionados 2,0g de amostra de carne
trituradas e homogeneizadas, 4,0 mL de solucdo aquosa de hidroxido de potassio (KOH) a 50%
(m/v) e 6,0 mL de alcool etilico P.A. Apds agitacdo em vértex por um minuto, a mistura
permaneceu em repouso durante 22 horas, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionada a mistura 5,0 mL de &4gua destilada e 10 mL de n-hexano P.A, e
novamente agitados por 5 minutos em vortex. Em seguida, essa nova mistura foi adicionada em
um funil de decantacdo e apds a completa separacdo das fases foi coletada a fase hexanica em
baldo de fundo redondo e rotaevaporado os solventes volateis, restando um residuo (matéria
graxa total) no qual foi diluido em 2,5 mL de fase movel constituida pela mistura dos solventes
acetonitrila e isopropanol na proporgéo (85:15, v /v). O residuo diluido na fase mavel foi
filtrado por meio de uma membrana de fluoreto de polivinilidieno (PVDF), com diametro do
poro de 0.45 um sendo acondicionadas em microtubos tipo eppendorf sob refrigeracdo para

posterior analise por cromatografia liquida.
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2.18. Determinacéo e quantificacao de colesterol por HPLC

Para a determinacdo do colesterol foi utilizou um cromatografico liquido de alta
eficiéncia (HPLC) (Shimadzu) equipado com desgaseifador (DGU — 20 A5) e duas bombas
(LC-20 AT com detector UV-Visivel. A coluna analitica utilizada foi uma C18 (250 mm X
4,6mm x 3,5 um). A fase movel constituiu-se de acetonitrila e isopropanol (85:15), na vazéo de
2 mL/min, sendo o tempo de analise de 30 minutos. Os cromatogramas foram processados a
202nm. Foram construidas curvas analiticas para todos os analitos por injecdo de solucdes
padrdo dos compostos, relacionando a solugdo a concentracdo com a resposta do equipamento
(&rea do pico), e as concentracdes das amostras dos analitos foram calculadas pela interpolagédo
de seus sinais analiticos nas curvas analiticas. A identificacdo do colesterol foi realizada por
meio da comparacdo do tempo de retencdo das amostras, com o padréo e a quantificacdo atraves
das areas correspondentes dos picos. Os dados cromatograficos foram processados com o
Software LabSolutions® (Shimadzu).

2.19. Andlise de oxidacdo lipidicas na carne de ovino

Para a andlise de oxidagdo lipidica utilizou-se a metodologia proposta por Raharjo , S.;
Sofos, J.N.; Schimidt, G.R.(1992). Onde 10g da amostra foi acrescida de 40 ml de acido
Tricloroacético 5% (TCA) e 1 ml de BHT 0,15%, homogeneizado por 1 minuto em turrax e
filtrado em papel de filtro, posteriormente, o volume foi ajustado para 50ml com TCA 5%, foi
retirada uma aliquota de 2ml e transferida para tubo de ensaio, onde foi adicionado 2ml de &cido
Tiobarbitarico 0,08 Molar (TBA), a solucdo foi homogeneizada e mantida em banho-maria
fervente por aproximadamente 5 minutos, resfriada e realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro a 532 nm contra um branco contento 2mL TCA 5% e 2mL TBA 0,08 Molar.
Utilizando o fator de conversdo 7,38, os resultados foram expressos em mg de malonaldeido/kg

amostra.

2.20. Analise estatistica dos dados

A analise de atividade antioxidante, perfil de acidos graxos, teor de colesterol e oxidacao
lipidica foram realizadas em duplicata, avaliando diferentes concentracdes de farelo de
mamona, sendo 0, 5, 10, 15 e 20%, utilizando um delineamento inteiramente casualizado (DIC).

Os dados coletados a partir do lombo de ovinos foram analisados por um esquema fatorial 5x8
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em que foi avaliada alteracOes a partir de diferentes inclusdes do farelo de mamona na
alimentacdo dos animais e o nimero de repeticOes, a fim de verificar a interacdo significativa
entre esses fatores. Os dados de atividade antioxidante do farelo de mamona foram analisados
por um esquema fatorial 2x4 em que foi avaliada a diferenca entre os dois tipos de tratamento
(hidroxido de célcio e fermentacdo) nas 4 diferentes concentragdes de farelo de mamona (5%,
10%, 15% E 20%), a fim de avaliar o efeito dessas adi¢des. Os resultados em relagdo ao
tratamento ofertado foram verificados e interpretados por uma analise de regressédo levando-se
em consideragao a significancia para modelos de regressédo (p<0,05), a ndo significancia da falta
de ajuste do modelo (p>0,05) e coeficientes de determinacdo. A diferenca entre as
concentracdes foi realizada por teste F, ao nivel de 5% de significancia para as médias externas,
em que essa era levada em consideracdo quando ndo havia a existéncia de interacOes
significativas. Para esses procedimentos foi utilizado o programa Statistical Analysis System
(SAS)® Studio (SAS Enterprise Miner 13.1. SAS Institute Inc., Cary, NC).
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3. RESULTADO E DISCUSSAO
3.1.  Constituintes fendlicos, flavonoides totais e capacidade antioxidante

Objetivando avaliar a capacidade antioxidante do farelo de mamona, é possivel observar
na Tabela 2, que estdo apresentados os valores médios, = os desvios padrdo encontrados na
amostra de cana-de-agucar e no farelo de mamona para o teor de constituintes fenolicos totais,
flavonoides totais, atividade antioxidante por DPPH, poder redutor (PR) e protecdo da co-

oxidagdo do sistema B-caroteno/acido linoleico.

Tabela 2 — Potencial antioxidante da silagem de cana-de-acucar sem adi¢do e com o farelo de

mamona.
Potencial antioxidante
Amostra CFT FT DPPH FRAE: BCAL )
(mg acido (mg cate- (% de (mg Fe“*lg (% Protecao
galico.g'de quina.g'de inibicdoda deamostra) daamostra)
amostra) amostra) oxidacao)
Cana-de- 0,85+0,01 0,022+0,06 39,71+1,12 3,15+0,47 65,19 +20,10
acucar

Farelo de 0,41+0,00 0,026+0,06 46,12+0,95 1,88+0,12 47,98+4,61
mamona
puro
Fonte: Proprio autor (2021). Os valores correspondem a média das repeticbes em duplicata.

Valores médios * desvio padréo.

A cana-de-agUcar, amostra contendo 0% de farelo de mamona, apresentou teor de
compostos fendlicos em 0,85 + 0,01, resultados semelhantes aos observados no presente
trabalho foram encontrados por Feng et al., (2014) ao analisar diferentes partes e cultivares da
cana (0,67 a0,99). Com relacéo a composicao de flavonoides totais, a silagem apresentou 0,022
+ 0,06, valores inferiores encontrados pelos mesmos autores (0,65 a 0,68). Diversos fatores
podem desencadear essa alteracdo de valores, entre eles, decomposicao de fenolicos pelo efeito
de elevacdo da temperatura, alteracéo de ph, bem como, consumo por parte dos microrganismos
durante o processo de ensilagem.

Valores superiores de R-caroteno foram mencionados por Duarte-Almeida et al., (2011)
ao avaliarem diferentes colmos e produtos derivados da cana, na faixa de 72,1 = 3,2, nesse
estudo foram encontrados 65,19 + 20,10. J4 com relacdo a DPPH que apresentou 47,98 + 4,61,
valores foram inferiores, aos citados pelos mesmos autores (33,2+2,8). Resultados variaram

entre 14,45+ 0,41 293,32 £ 0,19 por Feng et al., (2014) ao analisar diferentes partes e cultivares
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da cana. Ja o valor de FRAP, variou entre 0,76 a 9,70 mg, a variar a parte da planta. Entre 0s
valores apresentados no presente estudo e citados Feng et al., (2014) em ambos os valores se
aproximaram do né da cana-de-acucar. Citando que diversos fatores podem influenciar na
variacdo da atividade antioxidante, entre eles, detalhes estruturais e composicao fendlica. A
literatura apresenta diversos trabalhos com subprodutos derivados da cana, necessitando assim
de mais dados, afim comparativo.

O farelo de mamona apresentou composicédo fenolica total (0,41+ 0,00) e flavonoide
total (0,026 + 0,06), demostrando baixa atividade antioxidante e poder inibitorio. Ndo ha
registro de estudos até o0 momento utilizando farelo de mamona para o teor de constituintes
fendlicos totais, flavonoides totais, DPPH, poder redutor (PR) e protecdo da co-oxidacdo do
sistema [B-caroteno/acido linoleico.

Wafa et al. (2014), ao analisarem folhas e raizes da varia¢do de 5 amostras de mamona
coletadas na Tunisia, a fim de verificar a composicéo fotoquimica, observaram ampla variacao
ao se comparar o0s teores de compostos fendélicos, de 623,7 mg a 174,26 mg. No que diz respeito
ao contetdo de flavonoide total houve variacdo entre 178,53 mg até 96,5 mg, constatando maior
conteddo de CFT e FT nas folhas em comparacdo com as raizes.

Nesse estudo, a analise de DPPH foi expressa em ECso, quantidade necessaria de
antioxidante para diminuir em 50% a concentracéo inicial da solu¢do de DPPH (RUFINO et al,
2007). Foi observado que a amostra de mamona obteve baixa reducdo (46,12 + 0,45),
demostrando baixa atividade antioxidante primaria.

As andlises de poder redutor e percentual de protecdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico sinalizam a acdo de atividade antioxidante secundaria. O poder antioxidante de
reducdo, analisado pelo método FRAP, mede a capacidade dos antioxidantes na reducdo do
ferro (RUFINO et al., 2006). Uma baixa concentracao de extrato do farelo de mamona foi usada
para a reducdo dos ions de ferro (1,88 + 0,12), demostrando que a TM apresenta capacidade de
quelar ions de ferro. J& 0 método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoleico avalia a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). Para p-caroteno/acido linoleico, uma baixa concentragcdo de extrato
(0,5ml) foi utilizada, para a reducdo de apenas 47,98 + 4,61 de protecdo da oxidacdo nas
moléculas.

Quando comparado os dados apresentados no farelo de mamona e nas diferentes partes
da planta, disponivel na literatura, é possivel notar diferenca significativa nos resultados, o FM
apontou baixa atividade antioxidante, exceto na determinacgéo da atividade antioxidante total

pelo método de reducdo de ferro. Os antioxidantes tornam-se esséncias para retardar o estresse
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oxidativo, possibilitando assim, sua utilizacdo em diversas alternativas, entre elas, a
alimentacédo animal.

Foram avaliadas 23 amostras, apresentadas na Tabela 3 e Tabela 4, contendo diferentes
concentracdes de FMT (0%, 5%, 10%, 15% e 20%) e com dois tratamentos distintos,
objetivando estimar diferenca entre os dois fatores de tratamento (hidroxido de célcio - Ca(OH)2
e fermentacdo). Foram avaliados o teor de constituintes fendlicos totais (CFT), flavonoides
totais (FT), atividade antioxidante por DPPH, poder redutor (PR) e protecdo da co-oxidacao do
sistema B-caroteno/acido linoleico (BCAL).

Ao analisar os resultados de fatorial, somente CFT, FT e BCAL, tiveram interagdes
significativas em relac&o aos niveis de incluséo e tratamento, apresentados na Tabela 3. Ap6s
o desdobramento, foi possivel avaliar qual desnaturacdo foi melhor para cada nivel de adicdo
de farelo de mamona. Quando considera-se os fendlicos totais, apenas na adi¢cdo de TM com
15%, os resultados demostraram que as médias diferem entre si. Ao comparar os resultados,
observou-se que as silagens desnaturadas pelo processo fermentativo obtiveram maiores
valores quando comparado ao tratamento com hidréxido de célcio.

Com relacdo aos flavonoides totais as inclusdes de 5%, 15% e 20% de FM diferiram
significativamente (p<0,5), a desnaturacdo através do processo fermentativo, obteve maiores
valores, demostrando maior concentracao de flavonoides totais. N&o foram encontrados estudos
utilizando as técnicas de andlise utilizadas, afim comparativo. Podendo julgar que o processo
fermentativo é capaz de preservar os compostos, seja ela pela acdo dos microrganismos
presentes ou demais fatores.

No sistema B-caroteno/acido linoleico, a adi¢do de 5% e 10% foi possivel verificar a
diferenca entre as médias, a desnaturacdo através do processo fermentativo obteve maiores
resultados. Em 5% os resultados demostraram baixa reducdo de protecdo da oxidacdo nas
moléculas, nos dois tipos de desnaturacdo. Em 10% foi possivel notar uma reducéo 30,83% de
protecdo da oxidacdo nas moléculas através do processo utilizando hidréxido de calcio,
entretanto, pelo processo fermentativo a reducdo foi de 88,98%, demostrando uma melhor
inibicdo. Em 15% e 20% os resultados apresentaram inibicdo com menores valores quando

comparado o processo fermentativo com tratamento de hidroxido de calcio.
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Tabela 3 - Potencial antioxidante das amostras de silagens de cana-de-agucar aditivadas com
farelo de mamona tratado com hidréxido de célcio e farelo de mamona tratado pelo processo

fermentativo apds o desdobramento. Médias de tratamento, considerando a interacdo

significativa.
CFT (mg 4cido gélico. g de amostra)
Desnaturacdo 5% 10% 15% 20% Eq. Regressdo R?
Hidroxidode 1,248 1,75%  0,97° 1,19 Y=Y=129 ns*
Calcio
Fermentacéo 1,132 1,392 1,352 1,192 Y=Y=127 ns*
Média 1,18 1,57 1,16 1,19 - -
FT (mg catequina. g** de amostra)
Desnaturacdo 5% 10% 15%  20% Eqg. Regressédo R?
Hidroxido de 2,33° 2,892 1,96° 2,68° Y =Y=246 ns*
Calcio
Fermentacgéo 2,842 2,952 2,812 2,862 Y =Y=287 ns*
Média 2,59 2,92 2,39 2,77 - -
BCAL (%Protecéo do extrato)
Desnaturacdo 5% 10% 15%  20% Eg. Regresséo R?
Hidroxidode 75,65 30,83" 31,62¢ 37,35 Y =206.75-37.56 + 2.53—0,054 0,950
Calcio
Fermentacdo 120,84* 88,98% 34,96* 35,862 Y =53.49+2852-352+0,10 0,868
Média 98,24 59,90 33,29 36,61 - -

* Médias seguidas de mesma letra subscrita na coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo

teste F; ns*: ndo significativo

Apds a analise de regressao foi verificado que as amostras de DPPH e PR, apresentados
na Tabela 4 através das médias externas, ndo diferem entre si. A determinacdo da capacidade
antioxidante in vitro pelo método de DPPH revelou aumento gradativo ao se adicionar o farelo,
exceto nas amostras com 15%, retratando melhor atividade antioxidante primaria.

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método de redugéo dos ions ferro (PR),
expressos em pM/g, apresentam melhor capacidade de quelar ions de ferro aos resultados
encontrados no farelo de mamona pura (3,28 + 0,45), exceto na amostra contendo 15% FMT,

quando comparado ao processo fermentativo.
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Tabela 4 - Médias de tratamento, considerando a interacéo néo significativa.
DPPH (% de inibigao) Média +
Desnaturagdo 5% 10% 15% 20% desvio padrdo Eg. Regressdo R?
Hidroxido de 55,61 56,18 51,89 64,10 56,95%+ 5,13 Y=Y=56,94 ns*

Célcio
Fermentacdo 54,82 59,05 58,32 56,58 57,194+ 1,89 Y=Y=57,19 ns*
Média 55,21 57,61 55,10 60,34 - - -

PR (uM de sulfato ferroso/g) Média £
Desnaturacdo 5% 10% 15% 20% desvio padrdo Eq. Regressdo  R?
Hidroxidode 3,60 3,67 2,69 3,15 3,284+ 0,45 Y=Y =327 ns*

Calcio
Fermentacéao 3,51 2,86 3,18 2,77 3,08+ 0,33 Y=Y = 3,08 ns*
Média 3,55 3,26 2,93 2,96 - - -

* Meédias externas seguidas de mesma letra subscrita na coluna ndo diferem entre si a 5% de

probabilidade pelo teste F; ns*: ndo significativo

Pereira et al., (2018) e Wafa et al., (2014), destacam que diversos fatores podem
influenciar no potencial antioxidante, dentre eles, método de extracdo, origem ou adi¢do de

compostos.

3.2.  Analise de acidos graxos na racao

Na Tabela 5 é possivel observar os resultados do perfil de acidos graxos dos alimentos
utilizados na alimentagdo dos ovinos. A carne de animais ruminantes tem sido associada ao
aparecimento de doencas cardiovasculares devido alto valor de acidos graxos saturados e baixo
guantidade de monoinsaturados. Na andlise de &cidos graxos na racdo foram encontrados
maiores valores em acidos graxos monoinsaturados, variando de 0,37 a 67,03 e os saturados
(0,01 a 10,94) (LOPES et al, 2012). Valores elevados de &acido oleico (C18:1n-9t) e &cido
eicosapentaendico — EPA (C20:5n-3) foram encontrados no farelo de mamona (43,50 e 36,17,
respectivamente), acarretando consequentemente elevacéo no perfil de acidos monoinsaturados
e poliinsaturados. O &cido oleico é encontrado em farta quantidade em sementes, o que pode
explicar sua grande concentragdo no farelo de mamona, atua como redutor na
hipercolesterolemia (Castro, 2016; Farfan, 1996). O acido graxo poliinsaturado, em especial 0
acido eicosapentaenoico, pode ser encontrado nas plantas, atuando como anti-inflamatério, é

considerado essencial em humanos devido a ndo presenga de enzima apropriada para
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sintetizagéo, necessitando da ingestdo para suprir as necessidades (ALEXANDRINO, 2014).
Além disso os AGPI, sdo responsaveis por diversas fun¢bes metabdlicas, como regulacao

enzimatica, atividade neuromoduladora e neurotransmissora (BAZINET; LAYE, (2014)).

Tabela 5 — Composicdo de acidos graxos no farelo de mamona e volumoso

Acidos Volumoso
graxos F.m? 0% 5% 10% 15% 20%
Acidos graxos saturados
C6:00? 0,22 0,57 0,51 0,21 0,16 0,76
C12:00% 0,07 5,24 10,94 2,16 2,00 7,60
C16:00* - 0,01 - - - 0,01
C17:00° 0,84 - - - - -
C20:00° 4,47 - - - - -
Acidos graxos monoinsaturados
C18:1n9t’ 43,50 9,77 12,84 2,98 2,53 12,67
C20:108 2,51 67,03 45,63 12,52 11,59 52,48
C22:1n° 0,37 2,21 2,48 0,59 0,70 3,02
Acidos graxos poli-insaturados
C20:5n3% 36,17 0,49 9,39 76,76 80,26 7,98
Somatorio e razBes dos &cidos graxos
AGSH 5,60 5,82 11,45 2,37 2,16 8,37
AGMI*? 46,39 79,01 60,95 16,09 14,82 68,17
AGPI*® 36,17 0,49 9,39 76,76 80,26 7,98
N-6 ns* ns* ns* ns* ns* ns*
N-31° 36,17 0,49 9,39 76,76 80,26 7,98
N-6/N-316 ns* ns* ns* ns* ns* ns*
AGMI/AGSY 8,29 13,59 5,32 6,78 6,86 8,15
AGPI/AGS!® 6,46 0,08 0,82 2,37 7,16 0,95

'Farelo de Mamona; 2Acido Caproico; *Acido Laurico; “Acido Palmitico; *Acido trans-Oléico; Acido
Margérico; "Acido Araquidico; 8Acido gondoico; °Acido erucico; °Acido Eicosapentaenoico, EPA;
LAGS: Acido graxo saturado; 2Acido graxo monoinsaturado; 3Acido graxo poliinsaturado; “Familia
Omega-6; ®Familia dmega-3; °Relacdo n6/n3; 'Relacdo AGMI/AGS; Relacdo AGPI/AGS; ns*:ndo
significativo.

Resultados nédo significativos foram encontrados na familia émega-6, entretanto, os

acidos graxos 6mega-3 tiveram valores significativos, principalmente no farelo puro e nas
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adicbes de 10% e 15%, este exerce efeitos supressivos para doencas inflamatorias,
cardiovasculares e canceres (SIMOPOULQS (2008)).

Além disso a razéo entre AGPI/AGS, sendo recomendado valores acima de 0,45, variou
entre 0,08 a 7,16, ocorrendo em amostra contendo 0% de FM e amostra com 15%,
respectivamente. Essa pode levar a uma reducdo em taxas de colesterol plasmatico,
consequentemente  evitando uma série de enfermidades (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (2010); MCAFEE et al. (2010).

3.3.  Perfil de &cidos graxos nas carnes

Apesar das diferengas no perfil de &cidos graxos da dieta (Tabela 6), a composi¢do de
acidos graxos no lombo de ovinos alimentados com cana-de-agUcar acrescida de farelo de
mamona tratada, ndo apontou diferenca significativa (P>0,05). Os resultados foram
apresentados na Tabela 6. Resultados semelhantes foram encontrados por Aradjo et al., (2021),
ao avaliar a inclusdo de farelo de mamona destoxificado com hidréxido de calcio-Ca(OH)2 em
novilhos terminados em pastejo. O ramen possui a capacidade de alterar o perfil lipidico,
ocasionando diferencas significativas nos acidos graxos saturados e insaturados, acarretando
diferenga no produto final dos animais. Ph ruminal e o teor de fibra presente no alimento
também apresentam papel importante nas alteracdes lipidicas, gerando a conversdo de acidos
graxos insaturados em saturados, apoés a lipdlise e subsequente biohidrogenagdo (MAIA, 2011).

O perfil de acidos graxos da carne é altamente relevante para a salde humana. Dietas
com elevado teor de acidos graxos saturados, esta diretamente associado ao risco de obesidade,
cancer e doencas cardiovasculares. A carne ovina € caracterizada pela alta concentracdo de
acidos graxos saturados e pela baixa relacdo poli-insaturados:saturados, quando comparados
com outras carnes vermelhas (OLIVEIRA et al., 2015; COOPER et al., 2004), comportamento

que também foi observado nesse trabalho.

Tabela 6 — Meédia das areas dos picos de acidos graxos da carne de ovinos mesti¢os Santa Inés,

submetidos a dietas com diferentes niveis de farelo de mamona destoxificado com hidroxido

de célcio.
Acidos Nivel de farelo de mamona (%0) Equacéo de CcVv? Valor de P?
graxos 0 5 10 15 20 regresséo (%) L Q
Acidos graxos saturados
C6:0° 0,19 0,09 0,09 0,10 0,09 Y =011 28,15 -0,03 0,00
C8:0° 0,24 0,14 0,14 0,15 0,14 Y=0,16 25,52 -0,03 0,00

C10:07 0,28 0,17 0,19 0,17 0,15 ¥ =0,19 28,78 -0,03 0,00



C11:08 0,16 0,09
C12:0° 1,02 0,55
C13:0% 0,29 0,16
C14:0% 10,89 5,96
C15:0% 2,46 1,43
C16:0% 1315 63,39
C17:.0% 7,69 3,56
C18:0% 1446 65,88
C20:0% 1,21 1,14
Cc21:0% 0,06 0,03
C22:08 0,95 0,40
C24:0%° 0,11 0,06
Acidos graxos monoinsaturados
C14:1% 1,51 0,63
C15:1% 0,04 0,02
C16:1% 11,87 7,29
C17:1% 3,06 1,69
C20:1% 1,16 0,76
C18:1 n9-t® 7,03 3,92
C18:1 n9-c%* 196,2 96,44
C22:1 n-97 0,14 0,06
C24:1%8 1,82 1,46
Acidos graxos poli-insaturados
C18:2 n9-6t%° 0,33 0,22
C18:2 n9-6¢*° 0,92 0,42
C18:3 n-6% 0,36 0,20
C18:2¢c-9t-11%2 0,92 0,46
C18:2 c-10t- 0,23 0,12
1233
C20:23% 0,16 0,11
C20:3 n-6% 0,23 0,10
C20:3 n-3% 2,61 1,02
C20:5n-3% 0,93 0,50
C22:2% 0,04 0,03
C22:6 n-3% 0,50 0,21

0,08
0,53
0,10
5,61
1,16
70,66
3,54
71,78
1,62
0,03
0,58
0,04

0,41
0,02
5,53
1,79
0,89
4,12
103,8
0,08
2,50

0,31
0,44
0,22
0,41
0,10

0,11
0,12
1,31
0,44
0,03
0,26

0,09
0,43
0,17
6,46
1,03
66,53
3,24
57,30
1,76
0,03
0,39
0,06

0,43
0,03
6,65
1,59
0,74
3,61
105,4
0,06
2,12

0,36
0,40
0,19
0,39
0,10

0,11
0,10
1,14
0,57
0,03
0,18

0,05
0,52
0,12
4,13
0,84

44,42

2,63

34,88

1,46
0,02
0,38
0,03

0,36
0,03
5,31
1,45
0,83
2,31

81,69

0,08
2,07

0,28
0,28
0,17
0,30
0,08

0,08
0,10
1,07
0,92
0,03
0,15

Y =0,67
Y =0,03
Y=733
Y =191
=0,88
Y =4,20

>

Y = 116,75

Y =0,08

Y =0,26

28,84
35,14
44,92
17,46
39,53
26,43
25,86
29,82
35,22
37,44
29,88
42,17

26,56
37,31
26,33
32,00
23,96
33,14
34,34
29,50
37,54

30,30
25,48
31,67
43,16
43,38

21,43
29,04
28,79
28,02
36,67
25,49

-0,02
-0,12
-0,05
-1,74
-0,29

-21,40
-1,22

-23,09
-0,07
-0,01
-0,14
-0,02

-0,26
-0,00
-1,56
-0,38
-0,09
-0,95
-31,77
-0,01
-0,08

-0,04
-0,15
-0,04
-0,13
-0,03

-0,01
-0,03
-0,46
-0,11
-0,00
-0,07
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0,00
0,00
0,00
0,17
0,02
2,09
0,10
2,11
0,01
0,00
0,01
0,00

0,02
0,00
0,13
0,03
0,00
0,09
3,07
0,00
0,01

0,00
0,01
0,00
0,01
0,00

0,00
0,00
0,04
0,00
0,00
0,00

ICoeficiete de variacdo; Valor de Probabilidade (L: linear Q: quadratica); Acido Caproico; 3Acido
Laurico; *Acido Palmitico; °Acido Margarico; °Acido trans-Oléico; 'Acido Araquidico; °Acido
gondoico; *Acido erucico; °Acido Eicosapentaendico, EPA;
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No presente estudo, 0 acido graxo que apresentou o maior percentual de &rea foi o acido
oleico, seguindo palmitico e estearico, resultado semelhante foi encontrado por Oliveira et al.,
(2020), ao avaliar ovinos alimentados por silagem de cana-de-agucar acrescida de diferentes
concentracdes de farelo de mamona desintoxicada, indicando a substituicdo do farelo em até
33% em troca ao farelo de soja, sem prejuizo lipidico.

Resultados diferentes foram relatados por Oliveira et al., (2015) ap6s cabritos serem
alimentados por 165 dias com farelo de milho acrescido de torta de mamona sem oleo,
acarretando valores mais baixos de acidos graxos insaturados e aumento nos niveis de acidos
graxos margéarico, associando esse aumento a alteracfes ocasionadas pela torta no
microrganismo do rumen.

Dos é&cidos graxos monoinsaturados, o acido oleico, apresenta-se como agente
anticarcinogénico e atuar como hipocolesterolémico, promovendo reducdo no teor de colesterol
total e LDL (DEVIA, 2021). Menezes et al. (2016) ao comparar o teor de acido oleico da dieta
oferecida ao animal e da carne, verificou que a carne om maior teor de 4cido oleico néo foi
oriunda do animal que se alimentou com a dieta com maior teor de acido oleico, demonstrando
que o processo de biohidrogenacdo dos ruminantes interfere no teor de &cidos graxos
insaturados. Bem como, Oliveira et al (2020), ao avaliar cordeiros alimentados com diferentes
concentracOes de farelo de mamona, observou comportamento quadratico positivo para acido
oleico em lipidios da carne ovina.

Araujo et al. (2021) citam que o tratamento com agentes alcalinos, como o hidroxido de
calcio em racOes proteicas, apresenta reducdo da degradacdo ruminal pelo mecanismo
relacionado as alterac@es estruturais da proteina causadas pela desnaturagio (DE ARAUJO et
al., 2021)

Dentre os acidos graxos saturados que apresentaram maior percentual de area na carne
de ovino, o &cido palmitico (C16:0), gera preocupacdo, devido atuacdo na elevacao dos niveis
de proteina de baixa densidade (LDL), entretanto, ao acrescentar maiores niveis de FMT ¢é
possivel notar uma reducéo nos niveis, diferenca essa nédo significativa (P>0,05), essa reducéao
que ocorreu ao aumentar a propor¢bes de farelo possibilita menores indices
hipercolesterolémicos e favoreceria 0 aumento nos niveis de colesterol bom (HDL), acarretando
menor riscos de doencas cardiacas.

O éacido graxo estearico (C18:0), também teve sua area reduzida ao acrescentar maiores
concentracdes de farelo de mamona, diferenca essa nao significativa (P>0,05), € atribuido como
responsavel de muitas das caracteristicas desejaveis de sabor e textura, que sdo conferidas aos

acidos graxos saturados de cadeia longa considerado acido graxo neutro, ndo representa enfeito
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negativo sobre a atuacdo cardiovascular (Menezes et al., 2016). Esse resultado deixa a entender
que menores concentragcdes do farelo na alimentacdo animal sdo mais vantajosas para as
caracteristicas organolépticas da carne.

A relacdo entre os diversos acidos graxos tem sido realizada com o objetivo de avaliar
o fator de risco dos alimentos em comparacdo as elevadas taxas de colesterol sanguineo, visto
que os &cidos graxos saturados elevam o teor plasmético e os insaturados diminuem.

A relacdo de acidos graxos monoinsaturados: acidos graxos saturados, relacdo acidos
graxos poli-insaturados: &cidos graxos saturados, Acidos graxos desejaveis, Indice de
aterogenicidade, indice de trombogencidade e relagdo &cidos graxos hipocolesterolémico:
hipercolesterolémico, ndo apresentaram diferencas significativas (P>0.05) com a incluséo do
farelo de mamona, apresentados na Tabela 7.

A concentracdo de acidos graxos desejaveis é expressa pela soma dos acidos graxos
insaturados mais o &cido esteérico. Os resultados encontrados nesse trabalho, variam entre
98,66% a 232,04%. Valores inferiores foram citados por Pereira (2011), variando entre 59,82%
a 71,02%, ao analisar carcacas de cordeiro Santa Inés alimentados com farelo de mamona
destoxificado.

O efeito da adi¢cdo na torta de mamona nas relagdes de AGMI/AGS e AGPI/AGS (0,84%
e 0,12%, respectivamente) apresentaram valores inferiores aos citados por Pereira (2011),
variando entre 1,09% e 1,16% e por Santos et al (2010), ao estudar cordeiros alimentados por

subprodutos de oleaginosas, variando entre 1,01% e 1,12%.

Tabela 7 — Perfil de &cidos graxos do lombo de ovinos alimentados com silagem de cana-de-
acucar aditivada de farelo de mamona destoxificada

Acidos Nivel de farelo de mamona (%) Equacao de R? CVv
graxos 0 5 10 15 20 regressao (%)
AGMI/AGS 0,74 0,78 0,78 0,87 1,07 Y=0,84 0,43 17,25
AGPI/AGS 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 Y=0,12 0,46 28,38
AGD 232,04 116,77 124,26 125,35 98,66 Y=139,41 0,58 30,42
IA 1,82 1,33 129 119 114 Y=1,35 0,48 19,39
n-3 4,04 1,74 2,00 1,89 214 Y=2,36 0,72 22,70
n-6 1,85 0,94 1,10 1,05 0,83 Y=1,15 0,65 23,82
né/n3 0,48 0,56 0,60 058 041 Y=2,63 0,13 37,08

H/h 1,49 1,51 1,50 1,58 1,90 Y =1,60 0,25 17,59
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IT 1,79 1,01 1,10 1,02 1,13 Y=121 0,67 17,33

Relacdo AGMI/AGS; Relacdo AGPI/AGS; Acido graxos desejaveis; Indices de aterogenicidade;
Familia Omega-6; Familia 0mega-3; Relagdo n6/n3; Razdo entre Acidos Graxos
Hipocolesterolémicos/Hipercolesterolémicos; indices trombogenicidade.

N&o existem valores recomendados para os indices de aterogenicidade (1A) e indices
trombogenicidade (IT), no entanto, valores mais baixos exprimem uma relagao de acidos graxos
mais favoraveis em termos de saude. O lombo de ovino apresentou um indice médio de 1,35%
de IA e 1,21% de IT. Foram encontrados valores inferiores por Pereira (2011). Batista et al.
(2008) e Costa et al. (2009), encontraram valores na faixa de 0,68% a 0,721% e 0,68 a 0,69,
respectivamente.

Os acidos graxos n-3 e n-6 apresentaram média 2,36 e 1,15%, respectivamente, valores
mais elevados do oméga-3 sdo relevantes, diante da gama de beneficios associados a esse acido,
entre eles, acdo anti-inflamatdria. Recomenda-se para a dieta humana, que o consumo seja de
somente de 3.59 vezes mais 6mega-6 em relagdo ao 6mega-3 (Aferri et al., 2012; Daley et al.,
2010). Pereira (2011), encontrou valores entre 0,04% e 0,22, estando bem abaixo dos valores
encontrados nesse estudo.

A razdo entre é&cidos graxos hipocolesterolémicos/hipercolesterolémicos (H/h)
apresentou média de 1,60%, a literatura, ndo apresenta limites ou valores fixos recomendaveis,
entretanto, valores elevados estdo relacionados com produtos mais saudaveis, uma vez que
possuem maior teor de acidos graxos, atuando na hipocolesterolemia. Valores entre 1,65% e
8,89 foram encontrados por Pereira (2011). Apontando valores similares encontrados nesse

estudo.

34 Teor de colesterol em ovinos alimentados com cana de acgUcar acrescida de farelo
de mamona tratada

Ao analisar o teor médio de colesterol da carne dos ovinos alimentando com diferentes
inclusdes de farelo de mamona destoxificado, apresentada na Tabela 8, observou-se que nao
houve diferenca significativa (P>0,05) a partir das diferentes concentracdes de farelo de
mamona destoxificado (Tabela 9), exibindo uma meédia de 22,77 mg/100g. Normalmente, 0s
teores de colesterol variam entre 75,26 a 77,03 mg por 100g (Nogueira et al. 2001). Valores
entre 63,64 e 71,57mg/100g também ja foram mencionados, indicando que o colesterol

apresentam-se como percursor da sintese de hormonios e vitamina D (PEREZ, J.R.O,;
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BRESSAN, M.C.; BRAGAGNOLO, N.; PRADO, O.V.; LEMOS, A.L.S.C.; BONAGURIO,
2002).

Wanderley Junior et al., (2021), citam que a concentracdo de colesterol na membrana
plasmatica esta intimamente relacionada ao transporte intracelular de ricina, podendo aumentar
sua degradacao em até 40%. Desse modo, uma possivel presenca residual de ricina na torta de
mamona, mesmo apods o tratamento para desintoxicacdo, possui capacidade de alterar a sintese
tecidual de colesterol, a fim de reduzir a endocitose e aumentar a degradacdo. Objetivando
reduzir os niveis plasmaticos de colesterol e lipoproteinas, os fitosterdis, sdo amplamente
encontrados em diferentes partes das plantas, apresentam caracteristicas na reducao em especial
do colesterol de baixa densidade (LDL-C), bem como, estdo associados a funcéo antioxidante.
A biodisponibilidade inclui fatores genéticos e molecular (LI et al., 2022). Velasco et al.,
(2015), identificaram na variacdo genética da mamona coletada na Espanha a presenca de
fitosterdis, entretanto, as sementes apresentam grande varia¢do no teor e caracteristica de baixa

absorcao.

Tabela 8 — Teor de colesterol do lombo de ovinos mesticos da raca Santa Inés, alimentados

com silagens de cana-de-agucar acrescida de farelo de mamona destoxificado

Nivel de farelo de mamona (%) Equacdode CV?  Valor de P?
Variavel 0 5 10 15 20 Regressao (%) L Q
Colesterol 21,69 19,87 20,31 27,27 24,69 Y =28,77 1141 -1,73 0,25

Coeficiente de variaco; 2 Valor de probabilidade (L: Linear, Q: Quadratica)

De acordo com Melo et al. (2014), qualquer nivel de inclusdo alimentar que seja
adicionado a dieta é capaz de promover alteracdo significativa ou ndo na qualidade da carne.
Os resultados demostraram que todos os tratamentos apresentaram teor de colesterol abaixo dos
teores considerados maléficos a saude humana de 50mg/100g (Saucier,1999). D" Aurea et al.
(2018), enfatiza que a diferenciacdo nos valores de concentracao de colesterol, também podem

estar relacionadas a metodologia utilizada, idade ao abate, sexo e peso do animal.

3.5.  Analise de Oxidacao lipidica da carne

Ao se avaliar a oxidagdo lipidica da carne, apresentada na Tabela 9, foi possivel observar
que houve aumento linear (P<0,05) a partir da adicdo do farelo de mamona destoxificada. O

presente estudo encontro valores entre 0,89 a 3,05.
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Fang et al., (2019), aponta que o valor das substancias que reagem ao &cido
tiobarbiturico € comumente utilizado para indicar a extensdo da oxidag&o lipidica em produtos
alimenticios, um valor mais alto de TBARS sugere um nivel mais alto no potencial oxidagédo
da carne. Compostos fendlicos e fendlicos totais também podem estar associados a essa

diferenca.

Tabela 9 — Teor de oxidacéo lipidica no lombo de ovinos mesticos da raca Santa Inés,

alimentados com silagens de cana-de-agUcar acrescida de farelo de mamona destoxificado

Nivel de farelo de mamona (%)  Equacéo de Valor P?
Variavel 0 5 10 15 20 Regressio  CV (%) L Q
Oxidacdo 0,91 0,89 1,67 227 3,05 Y =8,79 42,78 -0,05 0,01

lipidica

! Coeficiente de variagdo; 2Valor de P: Valor de probabilidade — L: Linear, Q: Quadratica;

Uma das causas mais importantes da deterioracdo da carne é a oxidac&o lipidica, que é
afetada pela composicdo de acidos graxos intramusculares, particularmente acidos graxos
poliinsaturados. A oxidacéo lipidica pode levar a perdas por gotejamento, desenvolvimento de

odor e sabor estranhos, producdo de compostos potencialmente toéxicos (VALERO et al., 2014).
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4. CONCLUSAO

O farelo de mamona acrescido a cana de aglUcar apresentou diferenca significativa
(P<0,05) nas analises CFT, FT e BCAL, porém apresenta baixa capacidade antioxidante. O -
caroteno/acido linoleico (BCAL) apresentou diferenca entre as médias principalmente nos
niveis de inclusdo de 5% e 10%, onde a desnaturacao através do processo fermentativo obteve
maiores valores.

A adicdo da torta de mamona na dieta de ovinos mesticos da raga Santa Inés ndo alterou
o perfil de &cidos graxos e teor de colesterol, entretanto, houve aumento linear ao analisar o
lombo nos teores de oxidacdo lipidica, diante da adi¢do nos niveis de farelo de mamona. Assim,
esse aditivo como observado em outros estudos, podera ser adicionado nas dietas para animais

ruminantes, inclusive em quantidades mais elevadas.
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