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RESUMO

Objetivou-se avaliar a destoxificacdo da torta de mamona bruta (TMB), por meio de dois produtos alcalinos em
diferentes concentragdes, e seus efeitos sobre a composi¢do quimica, a degradabilidade in situ da MS e o
fracionamento de proteinas. Utilizou-se o hidréxido de calcio [Ca(OH)] e o hidréxido de sddio (NaOH) em duas
concentragdes (60 e 90 gramas), diluidos em quatro quantidades de 4gua (1.000; 1.500; 2.000 e 2.500mL de agua
por quilo de TMB). Observou-se que, das diferentes concentragdes utilizadas, somente a utilizacéo de 90 e 60
gramas de Ca(OH)2 e NaOH, respectivamente, conseguiu destoxificar 100% da TMB, ambas diluidas em
2.000mL de agua. Por outro lado, ao avaliar o tempo minimo de contato dos reagentes com a TMB para uma
méaxima destoxificagdo, observou-se que trés horas de contato é o tempo necessario para os reagentes diminuirem
em 100% as proteinas citotoxicas, além de ndo deixar atividade hemaglutinante nesse material. A destoxificacéo
com o NaOH proporcionou maior degradacdo das proteinas soliveis e da matéria seca, favorecendo a
disponibilizag&o do nitrogénio ndo proteico, estando sua aplicagdo em escala industrial na dependéncia de estudos
sobre viabilidade operacional e econdmica.

Palavras-chave: biodiesel, degradacao ruminal, hidroxido de célcio, hidroxido de sddio, ovino
ABSTRACT

This study aimed to evaluate the detoxification of crude castor (DCC) through two alkaline products in different
concentrations and their effects on the chemical composition, in situ degradability of DM and the fractionation
of proteins. We used the calcium hydroxide [Ca(OH)] and sodium hydroxide (NaOH) in two concentrations (60
and 90 grams) diluted in 4 quantities of water (1,000; 1,500; 2,000 and 2,500ml of water per kilo of DCC). It
was observed that in the different concentrations used, only the use of 90 and 60 grams of Ca(OH), and NaOH,
respectively managed to detoxify 100% of the DCC, both diluted in 2,000ml of water. On the other hand, when
assessing the minimum time of contact of the reagents with the DCC for maximum detoxification, it was observed
that with three hours of contact is the time required for the reagents decrease in 100% of the cytotoxic proteins,
in addition to not leave haemagglutinating activity in this material. The detoxification with NaOH provided
greater degradation of soluble proteins and degradation of dry matter, favoring the provision of non-protein
nitrogen, while its application on an industrial scale is in the dependence of studies on operational feasibility
and cost.

Keywords: biodiesel, ruminal degradation, calcium hydroxide, sodium hydroxide, sheep

INTRODUCAO Em sua grande maioria, a torta de mamona é

utilizada como fertilizante organico na adubacéo

Apés a extragéo do éleo, 0 mais tradicional e de solos, podendo ainda ser empregada como
importante subproduto da mamona € a torta, com matéria-prima para a produgdo de aminoécidos,
caracteristicas fibrosas, porém altamente proteica. plasticos, em especial os biodegradaveis, colas,
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inseticidas, entre outros produtos (Severino et al.,
2012). Devido ao alto teor de proteinas, a torta de
mamona tem se mostrado atrativa a demanda por
alimentos na nutricdo animal. Porém, a principal
barreira em sua utilizacdo estd relacionada a
fatores antinutricionais, como Ricinus communis
aglutinina I (RCA 11 ou ricina), ricinina e Ricinus
communis aglutinina I (RCA 1) (Dang e Van
Damme, 2015).

Os resultados de destoxificacdo, apesar de
parecerem satisfatorios, como observado por
Diniz et al. (2011), precisam de métodos mais
eficientes para identificar a presenca da ricina.
Dessa forma, devido & necessidade de
disponibilizar fontes seguras de proteina
alternativas para a alimentacdo animal, é
indispensavel a obtencdo de um método que
neutralize aricina e possibilite a utilizacdo da torta
de mamona na nutricho animal, de forma
economicamente viavel.

Nos trabalhos como os de Kim et al. (2006) e
Anandan et al. (2005), foram utilizados
equipamentos caros, como maquinas extrusoras e
autoclaves, que, em alguns casos, comprometem
a viabilidade do sistema de producéo.
Recentemente, Borja et al. (2017) desenvolveram
um processo de destoxificagdo misto, no qual o
farelo de mamona passa por interacfes entre o
tempo de autoclavagem e a quantidade de CaO.
Os autores observaram que é possivel reduzir o
nivel de CaO para 10g/kg quando associado ao
tempo de autoclavagem de 30 minutos,
culminando na destoxificagdo total do farelo de
mamona. Por outro lado, Andrade et al. (2019)
observaram que o0 uso de NaOH e CaO se
mostraram promissores produtos quimicos para
degradacdo e inativacdo completa das lectinas
presentes na torta de mamona. Porém, uma
elevada quantidade de agua foi utilizada no
processo.

Nesse contexto, torna-se importante adotar
tratamentos de destoxificacdo desse subproduto,
objetivando permitir o seu uso na alimentagdo
animal, como fonte proteica concentrada, a fim de
substituir o farelo de soja na ragéo concentrada e
agregar valor a torta de mamona (Aradjo et al.,
2019a, 2019b). Desse modo, objetivou-se com
esta pesquisa avaliar um processo de
destoxificacdo de forma simples e eficaz da torta
de mamona, permitindo, assim, o seu uso na
alimentacdo animal. Aliado a essa premissa,
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pretendeu-se avaliar o efeito dos diferentes
tratamentos quimicos sobre os parametros
nutricionais desse subproduto.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Centro Tecnoldgico
de Producdo de Leite de Cabra da Embrapa
Caprinos e Ovinos (3°44°57,42” sul e
40°20°43,50” oeste), na cidade de Sobral-CE,
Brasil, no periodo compreendido entre janeiro e
junho de 2015. A torta de mamona foi obtida na
IndUstria e Comércio de Oleos Vegetais Ltda. —
Olveq, localizada no municipio de Quixada-CE, a
partir da extracdo mecanica (prensagem) do 6leo
presente na semente de mamona, utilizando-se
temperaturas entre 90 e 100°C. O armazenamento
foi realizado em sacos de réfia de polipropileno,
sobre estrado de madeira, em galpéo fechado, até
0 processo de destoxificacéo.

Foi avaliada a eficacia do uso de dois produtos
quimicos, hidroxido de calcio (Ca(OH).) e
hidrdxido de sddio (NaOH), na destoxificagao das
lectinas da torta de mamona. Inicialmente,
adicionaram-se a torta de mamona 60 e 90g de
ambos os reagentes, em diferentes concentracdes
de &gua (1.000; 1.500; 2.000 e 2.500mL de
agua/kg de torta de mamona), sendo a mistura
homogeneizada a cada 30 minutos, durante o
periodo de oito horas. Apds esse periodo, o
material foi deixado em repouso over night. Em
seguida, a mistura foi transferida para secar ao ar
livre sobre lonas plasticas e foi mantida sob
incidéncia de luz solar direta, até completa
secagem, momento em que foi moida e
acondicionada a temperatura ambiente. Apds
identificados os dois melhores reagentes nessas
propor¢des estudadas, por meio das andlises dos
perfis eletroforéticos, densitometria e ensaios de
hemaglutinagdo, o material foi avaliado em
diferentes tempos de contato com o0s reagentes,
logo amostras foram coletadas ao longo do tempo
(uma; duas; trés; quatro; cinco; seis; sete e 24
horas).

Para a obtengdo das proteinas soldveis da torta de
mamona submetida aos diferentes tratamentos,
entre elas a ricina e a Ricinus aglutinina,
procedeu-se a uma diluicdo da torta de mamona
finamente moida, com solugdo de NaCl 0,15 M,
na proporgao de 1/10 (p/v). O material foi mantido
em agitacdo durante o periodo de uma hora,
centrifugado a 10000g a 4°C, por 30 minutos, € 0

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.5, p.1947-1958, 2020



Destoxificacao e perfil...

sobrenadante filtrado com & de vidro, obtendo-se
0 extrato proteico. Uma aliquota de 10mL desse
material foi congelada e liofilizada.

A SDS-PAGE foi realizada mediante géis de
poliacrilamida com concentracdo de 4,9% em
125mM de tampao Tris-HCI, pH 6,8 e com géis
de separacdo com 15,4% de poliacrilamida em
380mM de tampéo Tris-HCI, pH 8,8, contendo
0,1% de SDS (LaemMli e Favre, 1973). As
amostras liofilizadas (8mg/mL) foram dissolvidas
em tampdo Tris—HCI, pH 6,8, na presenca de
0,1% de SDS e 5% de 2-mercaptoetanol. Em
seguida, foram aquecidas a 100°C, por trés
minutos, e volumes de 50uL foram depositados
nos geéis. A eletroforese foi realizada a 4°C,
durante 150 minutos, a 500V, 60mA e 30W. Os
padrdes de massa molecular (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA) foram miosina (200,0kDa), s-
galactosidase  (116,2kDa),  fosforilase b
(97,4kDa), albumina sérica bovina (66,2kDa),
ovalbumina (45,0kDa), anidrase carbonica
(31,0kDa), inibidor de tripsina (21,5kDa),
lisozima (14,5kDa, mas com massa molecular
aparente de 15,5kDa), e aprotinina (6,5kDa).
Apo6s a corrida, as proteinas foram coradas com
0,1% de azul de Coomassie R250, dissolvido em
uma mistura de 50% de etanol e 2% de TCA,
durante 120 minutos. A descoloracéo foi realizada
com uma solucéo a 30% de etanol e 7,5% de &cido
acético.

Analisaram-se 0s geis de eletroforese corados
com o azul de Coomassie, por meio do software
ImageJ (National Institutes of Health, USA).
Foram mensuradas as areas dos picos relativos as
lectinas citotoxicas (ricina e Ricinus aglutinina)
das tortas de mamona tratadas com os diferentes
reagentes, as quais foram comparadas as areas dos
picos das lectinas obtidos nos perfis proteicos das
tortas de mamona que ndo passaram por
tratamento  quimico. A  estimativa de
destoxificacdo foi calculada dividindo-se as areas
dos picos das lectinas obtidas nas tortas tratadas
pelas areas das lectinas obtidas nas tortas néo
tratadas, multiplicando-se por 100, para obter os
resultados em porcentagem.

Bioensaios foram desenvolvidos utilizando-se
solugdes contendo hemécias de coelho, seguindo
metodologia adaptada de Lynn e Clevette-
Radford (1986). Amostras dos extratos proteicos
obtidos dos diferentes tratamentos quimicos e da
torta sem tratamento quimico foram dialisadas em
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membranas de celulose com porosidade de
12kDa, durante o periodo de 24 horas, na
proporcdo de 1mL do extrato proteico para 50mL
da solucdo de dialise. Procederam-se inicialmente
a duas lavagens com agua ultrapura, com
intervalos de 10 horas (totalizando 20 horas) e
uma lavagem com NaCl 0,15 M (durante quatro
horas); em seguida, as amostras foram congeladas
a -20°C para posteriores andlises. Para realizagéo
das analises da presenga de lectinas, utilizaram-se
placas de microtitulacdo, onde se adicionaram a
cada poco 50uL de solucdo contendo o extrato
proteico. Como controle positivo (esperava-se
hemaglutinar), foram utilizados 50uL dos extratos
proteicos provenientes da torta de mamona sem
tratamento quimico, obtidos seguindo a mesma
metodologia do material que passou por
tratamento quimico. Como controle negativo
(esperava-se ndo hemaglutinar), utilizaram-se
50uL NaCl 0,15 M.

A diluigdo seriada foi realizada com 50pL dos
extratos proteicos. Apds realizada a diluigdo
seriada, adicionaram-se em cada pogo 50uL de
solucdo de hemadcias a 2% em solucgdo salina 0,15
M. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C, durante uma hora.
Ap0s esse periodo, realizou-se a leitura a olho nu,
considerando-se positivas as amostras que
apresentaram aglutinacdo das hemécias, expressas
em UH/mL, as quais sdo obtidas por meio da
metodologia adaptada de Lynn e Clevette-
Radford (1986). Para confirmar a degradag&o das
lectinas, amostras negativas foram dialisadas
outra vez, utilizando-se 1mL dos extratos
proteicos, sendo realizadas trés trocas de 50mL de
agua ultrapura, durante 24 horas, a temperatura
ambiente. Apds dialise, as amostras foram
congeladas e liofilizadas. O material liofilizado
foi diluido em 100uL de solugdo salina (NaCl
0,15 M) e submetido a novo bioensaio, nas
mesmas condigdes anteriores.

A degradabilidade ruminal da MS das TMD e suas
respectivas taxas de degradagéo foram estimadas
pela técnica in situ. Sacos de nailon (ANKOM-
BAR DIAMOND, INC., Parma Idaho — USA)
foram utilizados para incubacdo ruminal. As
dimensdes dos sacos foram de 10 x 20cm, com
didmetro de poros de 53 micra. Aproximadamente
cinco gramas de amostras, moidas a 2mM, foram
acondicionadas em cada saco, fechado e atado
com eléstico de borracha. Os sacos foram presos
a uma barra cilindrica de ferro (400g) suspensa
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por um fio de nailon de 50cm de comprimento,
amarrado a tampa da canula de um ovino mestico
com peso corporal de aproximadamente 50kg,
procedimento esse sugerido por Tomich e
Sampaio (2004), em que apenas um animal é
suficiente para realizar ensaios com incubacédo
ruminal. O animal foi mantido confinado,
recebendo feno de capim-tifton 85 e concentrado
a base de milho e farelo de soja.

Os tempos de incubagdo empregados tiveram a
duracdo de zero, seis, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Os
sacos foram incubados todos numa mesma hora,
sendo retirados nos tempos determinados. Apos a
remocdo, foram lavados em agua corrente,
congelados e posteriormente lavados em maquina
de lavar, em cinco ciclos de um minuto cada. Os
sacos do tempo zero hora também foram lavados
em maquina de lavar, em cinco ciclos de um
minuto cada. Apos serem lavados, os sacos foram
submetidos a secagem em estufa de ventilagdo
forcada, a 55°C, por 72 horas. A porcentagem de
desaparecimento da MS, por tempo de incubacéo,
foi calculada pela proporcdo de alimento que
restou nos sacos apos a incubagdo ruminal.

A degradabilidade efetiva da MS foi calculada por
meio da equacéo descrita por Orskov e McDonald
(1979), em que: degradabilidade efetiva = a + 3
c/(c + k), sendo: k = taxa estimada da passagem
de s6lidos no rumen, em que o = por¢do
prontamente degradavel no rimen; B = fracéo
insollvel, mas potencialmente degradavel; ¢ =
taxa constante de degradabilidade da fragdo p.

Para o ensaio de fracionamento de proteina,
utilizou-se um delineamento inteiramente ao
acaso, com trés tratamentos (torta de mamona
bruta, torta de mamona destoxificada por
hidréxido de célcio e torta de mamona
destoxificada por hidroxido de sédio), com cinco
repeti¢des por tratamento. Para determinagdo do
fracionamento da proteina, a fracdo A (NNP) foi
determinada pela diferenca entre o nitrogénio total
e 0 nitrogénio insolivel em &cido tricloroacético
(TCA), os quais foram obtidos por meio do
tratamento de aproximadamente 500mg da
amostra com 50mL de 4gua destilada,
permanecendo ali por 30 minutos, ao qual,
posteriormente, foram adicionados 10mL de
acido tricloroacético (TCA) a 10%, por 30
minutos.

O residuo remanescente foi filtrado em papel-
filtro (Whatman, n® 54), lavado com agua, e,
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entdo, determinou-se o nitrogénio residual. O
nitrogénio insollivel total foi determinado
mediante tratamento de 500mg da amostra com
tampao borato-fosfato (NaH,PO4.H,0 a 12,2g L~
! + Na;B407.10H,0 a 8,91g L* + 100mL.L* de
alcool butilico terciario) durante trés horas, sendo
determinado o nitrogénio residual. Pela diferenga
entre 0 nitrogénio total e o nitrogénio insoldvel
total, foi obtido o nitrogénio soltvel total (NNP +
proteina soldvel), do qual foi descontada a fracéo
A para obtencéo da fragéo B1.

A fracdo B3 foi calculada pela diferenca entre o
nitrogénio insoltvel em detergente neutro (NIDN)
e 0 nitrogénio insolivel em detergente &cido
(NIDA), os quais foram determinados por meio da
fervura de 500mg da amostra com solugéo
detergente neutra e &cida durante uma hora,
respectivamente, sendo o0s residuos também
analisados para nitrogénio. A fracdo C foi
considerada como sendo o nitrogénio insoldvel
em detergente &cido, e a fracdo B2 foi
determinada pela diferenca entre o nitrogénio total
e as fracbes A, B1, B3 e C (Licitra et al., 1996).

Tanto na TMB quanto nas TMD foram
determinados os teores de matéria seca (método n°
934.01), matéria organica (método n° 942.05),
proteina bruta (método n°® 954.01), extrato etéreo
(método n° 920.39) de acordo com a AOAC
(Official..., 2006). Para as analises de fibra em
detergente neutro (FDN), as amostras foram
tratadas com alfa-amilase termoestavel, sem o uso
de sulfito de sddio e corrigidas para cinzas
residuais (Mertens, 2002). Assim como 0 ensaio
de fracionamento, as analises quimicas foram
avaliadas  utilizando-se um  delineamento
inteiramente ao acaso, com trés tratamentos (torta
de mamona bruta, torta de mamona destoxificada
por hidroxido de céalcio e torta de mamona
destoxificada por hidréxido de sédio), porém com
quatro repeticdes por tratamento.

Inicialmente os dados de fracionamento da
proteina e 0s da composicdo quimico-
bromatoldgica foram submetidos a testes de
normalidade (Shapiro-Wilk) e de
homocedasticidade (Levene), e, atendidas as
pressuposicoes, foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F. As andlises foram
realizadas pelo seguinte modelo:

Yij = pi + o + eij,
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em que: Yilk é a variavel dependente
correspondente a observacdo experimental; 1 € a
média geral; ai é o efeito fixo das solugdes
alcalinas; e eij é o erro aleat6rio, assumindo uma
distribuicdo normal. Para se avaliar o efeito das
soluc@es alcalinas, procedeu-se a comparacao de
médias pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o procedimento GLM do
programa computacional SAS, versdo 9.4
(Statistical..., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar, no perfil eletroforético da torta
de mamona diluida em 60 gramas de Ca(OH),
independentemente da quantidade de agua, a
maior intensidade das bandas de lectinas
citotdxicas, localizadas na faixa de massa
molecular proxima ao padrdo molecular: PM:
31,0kDa, mostrando, assim, a presenca da ricina,
0 que interfere na toxidez desses materiais (Fig.
1). O mesmo resultado pode ser observado na
torta de mamona tratada com 90 gramas de
Ca(OH); e adicionada de agua na quantidade de
até 1.500mL/kg de torta. Contudo, a partir da
adicdo de 2.000mL de &gua por quilo de torta,
pode-se verificar menor intensidade das bandas de
lectinas citotoxicas, localizadas na faixa da massa
molecular préxima ao padrdo molecular.

A visualizacdo de bandas de proteinas na regido
inerente as lectinas caracteriza uma possivel
presenca dessas proteinas citotdxicas, sendo
necessarias analises de atividade bioldgica, por
meio de ligagdes a carboidratos. Portanto, ensaios
de hemaglutinagdo com hemacias de coelho foram
utilizados para avaliar a presenca de atividade das
Ricinus communis aglutininas. Pode-se observar
gue o uso da agua potencializa a agdo do Ca(OH):
, haja vista que a utilizagdo de um litro de &gua
proporcionou a redugdo de 20UH/mL, e, & medida
que o teor de &gua aumentou, a atividade
hemaglutinante reduziu, ndo havendo a presenga
de atividade hemaglutinante com as maiores
diluicbes (Fig. 2). Dessa forma, pode-se verificar
que a diluicdlo da TMB com 90 gramas de
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Ca(OH), diluida tanto em 2.000mL quanto em
2.500mL de agua, proporciona a destoxificacdo de
100% da TMB, acarretando a reducdo total da
atividade hemaglutinante. Assim, ndo havendo
capacidade de as lectinas se ligarem a carboidrato
na membrana das células, a funcgéo citotoxica das
lectinas toxicas da torta de mamona torna-se
ineficaz em células eucariontes (Olsnes e Kozlov,
2001).

60 920

PM 1 2 3 4 1 2 3 4

kDa

200.00
116.25
97.40

66.20
45.00

31.00

21.50 —

14.40

650 —

Figura 1. Caracterizagdo eletroforética das
proteinas da torta da mamona tratada com
hidroxido de calcio [Ca(OH).] em diferentes
concentragdes (60 e 90g/kg de torta) e niveis de
agua (1: 1000mL/kg de torta, 2: 1500mL/kg de
torta, 3: 2000mL/kg de torta, 4: 2500mL/kg de
torta), PM: marcador de massa molecular (kDa),
L: lectinas.

Em relaco ao uso do NaOH como agente
destoxificante da TMD, pode-se observar que, ao
contrario do Ca(OH)2, o uso de somente 60
gramas desse reagente mostrou-se bem eficiente
na reducdo da lectinas citotoxicas (Fig. 3).
Observou-se também que apenas 1.500mL de
agua proporcionou grande reducao das bandas de
lectinas.
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Figura 2. Presenca de lectinas citotdxicas (%) e atividades hemaglutinantes (UH/mL) na torta de mamona
tratada com 90 gramas de hidréxido de calcio [Ca(OH).], em diferentes concentragGes de agua, obtidas por
meio da quantificacdo das lectinas por densitometria dos géis de eletroforese e ensaio de hemaglutinacgao
com hemdcias de coelho.

14.40
6.50

Figura 3. Caracterizagdo eletroforética das proteinas da torta da mamona tratada com hidroxido de sodio
(NaOH) em diferentes concentracdes (60 e 90g/kg de torta) e niveis de dgua (1: 1000mL/kg de torta, 2:
500mL/kg de torta, 3: 2000mL/kg de torta, 4: 2500mL/kg de torta), PM: marcador de massa molecular
(kDa), L: lectinas.

A quantificacdo da degradacéo total das lectinas, no tratamento com a menor quantidade de 4gua. E
pela densitometria dos géis de eletroforese com o interessante verificar que, apesar de a adicdo de
uso da TMD pelo NaOH, é mostrada na Fig. 4. 1.500mL de agua diminuir em 97% a presenca das
Observa-se uma eficiéncia de 20% de degradacédo lectinas citotdxicas, a atividade hemaglutinante
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ainda estd presente nesse material (30UH/mL).
Desse modo, pode-se inferir de forma direta que
somente as concentracdes com 2.000 e 2.500mL
de agua sdo eficazes na destoxificacdo da torta de

mamona, haja vista que, além de a atividade
hemaglutinante estar ausente, a presenca das
lectinas diminuiu em 100%.
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Figura 4. Presenca de lectinas citotoxicas (%) e atividades hemaglutinantes (UH/mL) na torta de mamona
tratada com 60 gramas de hidréxido de sédio (NaOH), em diferentes concentra¢Bes de agua, obtidas por
meio da quantificacdo das lectinas por densitometria dos géis de eletroforese e ensaio de hemaglutinagéo

com hemaécias de coelho.

Apesar dos resultados positivos com 90g de
Ca(OH); e 60g de NaOH diluidos em 2.000mL de
dgua/kg de TMB, em que fica evidente que o
material deve estar bem hidratado para facilitar a
penetracdo dos produtos alcalinos na estrutura
celular da torta, possibilitando a sua atuagéo mais
completa no processo de hidrélise da ricina, ainda
restava testar a hipétese de que um menor tempo
de contato poderia ser utilizado para a
destoxificacdo, haja vista que todas as analises,
até entéo, consistiam de material coletado apés 24
horas de contato. Assim, outro ensaio (Fig. 5) foi
realizado para avaliar os tempos de contato das
solugdes com a TMB. Para tanto, foram coletadas
amostras as uma; duas; trés; quatro; cinco; seis;
sete e 24 horas apds a mistura.

Como demonstra a Fig. 5, ainda é perceptivel a
presenca das duas cadeias que compdem a ricina
no tratamento com Ca(OH), apés uma hora de
contato. Pode-se verificar um efeito do tempo,
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ocorrendo uma ligeira redugdo no tamanho das
bandas das lectinas, a partir do momento em que
esse material fica mais tempo exposto a ambos 0s
reagentes alcalinos. Em relagdo ao efeito do
NaOH, pode-se observar que as bandas
desapareceram de forma significativa logo apés
uma hora de contato com o material.

Os resultados da densitometria de ambos os géis
sdo mostrados na Fig. 6. Percebe-se que, apos trés
horas de contato, os produtos alcalinos ja
hidrolisaram as lectinas presentes na TMB.
Verifica-se também que, nos processos de
destoxificacdo em que se utilizou o hidréxido de
sodio, ocorreu uma elevada degradacdo das
lectinas citotoxicas tratadas com essa matéria-
prima, havendo a existéncia apenas de pequenos
resquicios de proteinas na area dos geis relativas
a elas, com uma intensidade menor quando
comparadas as obtidas com o hidréxido de calcio.
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Figura 5. Caracterizagdo eletroforética das lectinas citotdxicas presentes na torta de mamona tratada com
hidréxido de célcio (A) e hidréxido de sodio (B) em diferentes coletas no tempo (horas). PM: marcador de

massa molecular (kDa); L: lectinas.
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Figura 6. Presenca das lectinas citotdxicas na torta de mamona tratada com hidrdxido de calcio [Ca(OH),]
e hidréxido de s6dio (NaOH) nas proporc6es de 90 e 60g, respectivamente, para cada kg de torta diluida
em 2.000mL de &gua, em diferentes coletas no tempo.

Os melhores resultados de destoxificacdo da torta
de mamona apresentados pelos materiais alcalinos
podem estar diretamente relacionados a natureza
quimica deles, pois Anandan et al. (2005)
relataram que a ricina é altamente susceptivel a
alcalis fortes. Apesar de determinados processos
quimicos ndo proporcionarem uma completa
degradacdo das mesmas quando analisadas por
eletroforese, as atividades bioldgicas foram
afetadas, caracterizando a inativacdo delas,
devido & desnaturacdo de sua estrutura
tridimensional ocasionada pela sua exposi¢do a

1954

pH elevados. Em valores de pH extremos, ocorre
elevada repulsdo eletrostatica intramolecular nas
proteinas, causada principalmente pela elevada
carga liquida na molécula, resultando, assim, em
turgidez e desdobramento dela (Damodaran,
2006).

Os diferentes tratamentos alcalinos de
destoxificagdo proporcionaram mudangas no
perfil das diferentes fragdes nitrogenadas que
compdem a proteina bruta dietética (Tab. 1).
Observou-se efeito (P<0,05) das solucdes
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alcalinas sobre as fragdes A, B1 e C do perfil
proteico das TMD. Houve aumento da fracdo A
na TMD NaOH. Dessa maneira, pode-se inferir
que o tratamento quimico alcalino a base de
NaOH proporciona maior degradacdo das
proteinas solGveis e de degradacdo intermediaria,
favorecendo a disponibilizacdo do NNP. Por outro
lado, percebe-se também que os tratamentos
alcalinos impostos a torta de mamona, em
contrapartida, acarretam reducdo nos teores da

fracdo indisponivel (C), o que representa uma
proteina que ndo serd aproveitada pelo animal,
sendo maior na TMB. Dessa forma, pode-se dizer
que a fracdo C corresponde as proteinas
associadas a lignina, aos complexos tanino-
proteina e aos produtos oriundos da reacdo de
Maillard, é altamente resistente as enzimas
microbianas e indigestivel ao longo do trato
gastrintestinal (Licitra et al., 1996).

Tabela 1. Fracionamento da proteina bruta de diferentes tortas de mamona tratadas com solugdes quimicas

alcalinas
Fragoes Tortas a
(% PB total) T™MB TMD Ca(OH), TMD NaOH SH S
Fracdo A 21,30c 26,14b 29,00a 2,65 *
Fracao Bl 7,56a 5,87b 4,28b 0,98 *
Fragédo B2 54,15 52,67 53,45 3,65 0,564
Fracdo B3 0,89 0,96 1,25 0,06 0,768
Fracdo C 16,05a 14,36b 12,00c 0,17 *

! Erro-padrdo da média. Médias seguidas de letras comuns, mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

A fracdo sollvel (a) das tortas aumentou apés o
processo de destoxificacdo (Tab. 2). A TMD
Ca(OH); aumentou 10,06% da fragdo a, ja a TMD
NaOH 22,53%. Esse resultado pode ser explicado
pela redugdo no teor de fibra das tortas,
proporcionando, assim, maior solubilidade da
MS. Em relagdo a fragdo B, houve aumentos de
13,27 e 26,34%, na mesma ordem. A mesma

tendéncia foi observada para a taxa de degradagdo
(c). As tortas apresentaram taxas de degradacéo
abaixo do recomendado por Sampaio (1988), com
excecdo da TMD NaOH, para alimentos de boa
qualidade, pois, quando se trabalha com alimentos
de origem vegetal, esses apresentam taxa de
degradacdo satisfatoria entre 2 e 6% h.,

Tabela 2. Pardmetros de degradacdo ruminal in situ (o, B e ¢) da MS e degradabilidade efetiva da MS nas
taxas de passagem de 2, 5 e 8% h! das tortas de mamona bruta e apds a destoxificacéo

Parametros de degradacédo

Degradacao efetiva (%)

d (o, 2
Torta = %) B (%) cwny A R hT 5%ht 8%h?
T™MB: 21,76 43,54 124 7887 97,84 4412 3687 32,34
TMD® 2395 49,32 163 8227 9772 4500 3744 3313
TMD® 2809 59,11 2,08 8720 96,64 4638 37.07 3340

@Torta de mamona bruta.

b Torta de mamona destoxificada por hidréxido de célcio.
¢ Torta de mamona destoxificada por hidréxido de sédio.
d Degradacéo potencial.

A degradabilidade efetiva (DE) aumentou ap6s o
processo de destoxificagdo. Esses aumentos se
devem ao menor teor de fibra nas TMD por uma
possivel hidrdlise alcalina durante o processo de
destoxificacdo, pois os produtos alcalinos agem
sobre a fracdo fibrosa da célula vegetal
promovendo uma ruptura das pontes de
hidrogénio, o que leva a uma expansdo das
moléculas de celulose, que se tornam mais
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susceptiveis a acdo das enzimas celuloliticas. A
DE diminuiu a medida que aumentou a taxa de
passagem; esse resultado é devido ao menor
tempo em que o alimento permanece no ramen,
reduzindo, assim, o tempo em que OS
microrganismos ruminais possam atuar. Percebe-
se um discreto aumento da degradabilidade da
fracdo de MS da TMD NaOH quando comparada
a TMD Ca(OH); (Fig. 7).
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Figura 7. Degradabilidade da MS das tortas de mamona destoxificadas por hidréxido de célcio [Ca(OH);]

e hidroxido de sodio (NaOH).

A maior degradacdo da MS da TMD NaOH,
provavelmente, ocorreu devido a alta solubilidade
do NaOH, pois essa base é formada por um metal
alcalino, o que lhe confere maior solubilidade em
agua, dando-lhe maior contato com o0s
carboidratos estruturais; ja o Ca(OH); é formado
por um metal alcalinoterroso, o que o deixa menos
soluvel. Vale ressaltar que o NaOH utilizado no
processo de destoxificacdo apresentava pureza
para analise (P.A.) de 98%, o que pode ter
aumentado ainda mais seu poder de solubiliza¢&o
dos componentes fibrosos da torta de mamona,
principalmente quando comparado aos NaOH
comerciais que apresentam pureza de 50 a 73%.
Com base nessas informacdes, percebe-se que a
TMD NaOH apresenta maior potencial para
utilizacdo, pois melhora a qualidade do material
tratado.

Contudo, outros fatores devem ser levados em
consideracao, pois o tratamento com hidréxido de
sodio apresenta alguns inconvenientes, tais como:
maior cuidado no manuseio; excesso de sodio na
dieta, nas fezes e na urina; e problemas de
contaminacdo ambiental. Esses incrementos na
fracdo sollvel observados na TMD NaOH podem
proporcionar um maior suprimento de compostos
nitrogenados ndo proteicos para microrganismos
que fermentam carboidratos estruturais e,
consequentemente, incremento na disponibilidade
proteica ao longo do trato gastrintestinal.

E interessante ressaltar que a torta de mamona
bruta apresentou menor degradacdo da MS,
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possivelmente pela qualidade da fibra presente na
mamona. Apesar de ndo ter sido realizada analise
de cutina neste experimento, Oliveira et al.
(2010), que trabalharam com farelo de mamona na
dieta de ovinos, encontraram um elevado teor de
cutina na FDN do farelo de mamona. A cutina é a
fracdo da lignina presente na epiderme dos tecidos
das plantas, o que confere protecdo superficial;
com isso, apresenta-se como uma barreira ao
ataque de microrganismos ruminais, reduzindo a
degradacdo. A presenca da cutina pode ser
confirmada pela grande presenca de casca de
mamona na torta utilizada neste experimento
(9,5%). O aumento no valor da degradabilidade da
matéria seca na torta de mamona tratada com
NaOH em comparacdo a TMD Ca(OH) confirma
a ideia da maior atuacdo dos agentes alcalinos na
parede celular. Segundo Kategile et al. (1981), a
solucdo aquosa de NaOH pode hidrolisar os
constituintes da parede celular, melhorando,
assim, o valor nutritivo de alimentos de baixa
qualidade.

Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos quimicos
sobre os teores de MO, mM, EE e FDN (Tab. 3).
Observou-se que o teor de MO de ambas as TMD
foi menor do que o das TMB devido,
provavelmente, ao aumento na quantidade de
matéria mineral (MM) provocado pelos agentes
alcalinos nas TMD. O aumento ha mM pode ser
explicado pela formag&o de sais de célcio e sddio.
O sdédio do NaOH pode se unir a ions provenientes
da propria TMB ou da 4gua adicionada e formar o
cloreto de sédio. Como o NaCl possui ponto de
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ebulicdo de 1465°C (Lide, 2007), a sua presenca
na TMD faz com que a mM desse subproduto seja
maior; além disso, a metodologia utilizada para a

quantificacdo da mM foi descrita pela AOAC
(Official..., 2003), cuja temperatura maxima da
mufla atinge 600°C.

Tabela 3. Composicdo quimico-bromatoldgica da torta de mamona bruta (TMB) e ap6s a destoxificacao
(TMD) por diferentes produtos alcalinos

Composicédo Tortas q

(g/kg de MS) T™B TMD Ca(OH), TMDNaoH =M Pevalor
MS (g/kg de MF) 89,05 90,42 90,48 8,76 0,765
MO 88,88a 86,77b 85,56b 7,76 *
MM 11,12b 13,23a 14,44a 1,09 *
PB 32,07 31,54 30,90 2,87 0,564
EE 6,27a 5,21b 4,75b 0,87 *
FDN 48,08a 45,34b 44,35b 3,25 *

! Erro-padrdo da média. Médias seguidas de letras comuns, minGsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

Observou-se redugdo do extrato etéreo ap6s o
processo de destoxificacdo. Possivelmente essa
diminuic&o é atribuida ao efeito dos hidroxidos na
saponificacdo da gordura. Percebe-se uma
diminuicdo da fracdo fibrosa de ambas as TMD
guando comparadas a TMB. Provavelmente a alta
solubilidade do Ca(OH), e do NaOH
proporcionou maior solubilidade em agua, o que
ocasionou a hidrdlise alcalina das fragGes
fibrosas, tornando-as mais sollveis. A reducdo
verificada nos teores de FDN pode ser atribuida
ao efeito de ambos os reagentes alcalinos na
desestruturacdo da parede celular, fato esse ja
bastante reportado na literatura, pois eles
proporcionam desestruturacdo dos complexos
ligno-celulésicos, o que promove a solubilizagdo
da hemicelulose (Al-Masri e Guenther, 1999) e a
expanséo da celulose, facilitando, assim, o ataque
de microrganismos do rimen a parede celular
(Van Soest, 1994). Tal efeito possibilita o0 melhor
aproveitamento dos nutrientes pelos animais,
visto que grande parte do contetdo celular pode
estar ligado a parede celular e, consequentemente,
menos disponivel para a nutricdo dos ruminantes.

CONCLUSAO

O uso de produtos quimicos alcalinos como
hidréxido de célcio e hidréxido de sodio, nas
concentragdes de 90 e 60 gramas por quilo de torta
de mamona bruta, ambos diluidos em 2.000mL de
agua, permite uma completa inativagdo das
lectinas presentes na torta de mamona. Em relagéo
ao tempo, recomenda-se que o material fique em
contato por, no minimo, trés horas, podendo ser
secado em seguida. Os tratamentos quimicos
influenciam diretamente no valor nutritivo e no
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aproveitamento da proteina dietética das tortas de

mamona destoxificadas, proporcionando
alimentos com diferentes  caracteristicas
nutricionais.
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