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RESUMO

SILVA, Béarbara Amorim.Destoxificagcdo do Farelo de MamonaRjicinus communis L.)
por Extrusdo Termopléstica. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecrmlogi
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departament® ddecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seliop, RJ, 2011.

A mamoneira Ricinus communi4.) € uma planta da familia Euforbidcea que vendse
muito estudada como fonte alternativa na produgdbiatdisel. O farelo, residuo gerado apos
a extracdo do 6leo da semente utilizando solyaepiesenta alto teor de proteinas. Dentre as
proteinas encontradas na torta destaca-se a rigma, citotoxina, que inviabiliza sua
utilizagdo como fonte protéica alternativa paranatitagdo animal. No presente estudo
empregamos a extrusdo termoplastica, associad&cacadp de hidroxido de calcio Ca (QH)
com o objetivo de inativar a fracdo protéica quetem a ricina. O processo de extrusdo do
farelo de mamona foi realizado utilizando uma esdra BRABENDER DS20 de canhéo
curto. Utilizou-se a metodologia de superficie egposta para verificar o efeito da interacao
dos parametros estabelecidos no estudo. Foi wiiizan delineamento composto central
rotacional a fim de avaliar os efeitos dos niveds wihidade (14%, 16%, 20% e 21%),
temperatura (116°C, 130°C, 150°C, 170°C e 180%0oneentracdo Ca(Ok)Como amostra
comparativa foi utilizada sementes de mamona d#vaul Paraguacl as quais foram
esmagadas em prensa expeller até extrair o 6legaetarta foi utilizada como padréo por
apresentar maior integridade das cadeias polipeasid Para a avaliacdo das caracteristicas
fisico-quimicas, foram utilizados métodos da AOAf2ya quantificacdo de proteinas foi
utilizado o método de Bradford e para avaliacapeall protéico foi utilizada a eletroforese-
SDS-PAGE, através do sistema de eletroforese daamiiorad com a metodologia de
preparacao dos géis descrita por Laemmli (1970mé&wdos de purificacdo usando a dialise
e precipitacdo com sulfato de aménio favoreceu pardbom rendimento quanto ao teor de
proteina, principalmente a ricina. A aplicacdo éafatos da torta de mamona no gel de
eletroforese permitiu a observacdo nitida das aad&i (RTA) massa molar 38 kDa e B
(RTB) massa molar 36kDa. Para o extrato protéictadelo bruto a massa molar das cadeias
A e B ficaram em torno 37 kDa e 35 kDa respectivameOs niveis de proteina extraida do
farelo diminuiram 89% ap0s a extrusdo. Os resultaddicaram que todos os tratamentos
realizados modificaram totalmente a estrutura damaj com possibilidade de ter havido
hidrolise total desta macromolécula. De acordo amnensaios realizados e resultados
observados, conclui-se que o processo de extresd@omplastica € uma tecnologia adequada
para diminuir a atividade da ricina.

Palavras-chave:Citotoxina, Eletroforese, Residuo agroindustrial



ABSTRACT

SILVA, Bérbara Amorim. Detoxification of castor oil (Ricinus communis L.)
Thermoplastic Extrusion. 2011. Dissertation (Master in Food Science andhiielogy).
Instituto de Tecnologia. Universidade Federal RdmRio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.
Instituto de Tecnologia, Departamento de TecnolagaAlimentos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The castor bean (Ricinus communis L) is a plantlfaBuphorbiaceae. Considered an oil of
high economic value because this has a clearlyne@fimarket for the oil extracted from its
seeds. The cake, which is a residue of this extracstands out for its high protein content.
Among the proteins found in the cake stands riginytotoxin, which not allows its use as an
alternative protein source for animal feed. In thtsdy was used the extrusion-cooking
technology, combined application of calcium hyddeiCa(OH) in order to inactivate the
protein fraction containing ricin. The extrusionopess of cake castor oil was carried out
using a Brabender DS20 cannon short. Was used esigomse surface methodology to
investigate the effect of the interaction of partere in the study. Was used a central
composite design in order to evaluate the moistifiexts (14%, 16%, 18%, 20%, and 21%),
temperature (116°C, 130°C, 150°C, 170°C and 1888€G)concentration of Ca(Of) As a
comparative sample was used castor beans whichamgsbed to extract oil and cake which
used as a sample without heat treatment, as sthrfélarthe evaluation of physical-chemical,
it was utilized methods of AOAC. The quantificatiaf proteins was realized using the
method of Bradford and the protein profile was etgahoresis-SDS-PAGE. Was used to
mark the Biorad electrophoresis the methodologyentesi using the of preparation of the
gels described by LaemmLi (1970). The results iatgid that most of the different treatments
performed totally changed the structure of riciditatily the possibility of total hydrolise of
this macromolecule. The application of extractsastor oil in the gel electrophoresis allowed
the observation of a clear chain A (RTA) and 38 kbalecular weight B (RTB) molecular
weight 36kDa. For the crude protein extract of branolar mass chains A and B were
approximately 37 kDa and 35 kDa respectively. Teheels of protein extracted from the bran
decreased 89% after extrusion. The results indictitat all treatments changed entirely the
structure of ricin with the possibility of their Viag been a total hydrolysis of the polymer.
According to tests performed and observed resws,conclude that the thermoplastic
extrusion process is a suitable technology to @eseréhe activity of ricin.

Keywords: Electrophoresis, Cytotoxin, Agro-industry waste.
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1 INTRODUCAO

A necessidade do crescimento da producdo de sesr@letyinosas esta relacionada
com a producéo de bicombustiveis implementada gaderno federal como alternativa ao
uso de combustiveis fosseis, proporcionando a gémdde 6leos vegetais e 0 aproveitamento
de subprodutos de modo sustentavel.

A extensao territorial do Brasil e a variedade W@a contribuem para o cultivo de
diversas oleaginosas com alto potencial para augéaddo bicombustivel.

Dentre as oleaginosas com dominio tecnoldgico eatdendoim, algoddo, soja,
girassol, gergelim, canola e dendé. Com baixo d@miacnologico e/ou exploracéo
extrativista, tem-se: pinhdo-manso, macatba, babagiras. (BELTRAGt al, 2006).

A mamona se adapta a qualquer solo da regido dsil,Bcem produtividade de
sementes contendo alto teor de 6leo (47%). O @eolarga aplicacdo na industria téxtil
farmacéutica e de biocombustivel. A torta de man®oan subproduto da extracdo do 6leo
das sementes da mamoneirRac(nus comunis .. Trata-se de um produto com elevado teor
de proteinas. A torta de mamona tem sido usada ealmioo organico, pelo elevado teor de
nitrogénio e presenca de outros macronutrientes, énaonsiderada como um produto de
baixo valor agregado se comparado com sua aplicag@o alimento animal. O uso da torta
como racdo animal agregaria valor ao coprodutoioididsel, sua utilizagdo so seria possivel
diante a destoxificacdo e a desalerginacdo, pasypem sua composicao ricina (1,5%),
ricinina (0,23%) e complexos alergénicos (0,0920%). (ICOA, 1989).

A ricina é uma proteina encontrada exclusivamentemdosperma das sementes de
mamona, ndo sendo detectada em outras partesrda, glemo raizes, folhas ou caules. Ela é
a principal responsavel pela toxidez da torta denoma e esta entre as proteinas de maior
toxidez conhecida pelo homem (MOSKIN, 1986). Estatgdna pertence a familia das
proteinas inibidoras de ribossomo (RIPs) do tipdOLSNES, 2004; LORDet al 1994;.
MONZINGO et al., 1993). Na sua forma enzimatica ativa tem como nisg® de acéo
atuacgOes diferenciadas das cadeias A ou RTA (32 &Baou RTB (34 kDa). A cadeia A da
ricina (32kDa) é uma enzima com atividade N-glidasi (LORDet al.,1994) que permite a
remocdo de um residuo de adenina no “loop” de rRRNA ribossomal 28s). Causa a
inativacdo especifica e reversivel dos ribossomamreticos, bloqueando a sintese de
proteina. (OSLES, 2004).

Este trabalho trata de encontrar alternativas pesativar a ricina, pois esta é o
principal entrave ao uso do produto como alimentmal.

Alguns processos para destoxificacdo da torta demana ja foram testados, e
pesquisas mostraram que 0os métodos empregadogjamase inativar a ricina e o principio
alergénico da torta, porém ainda ndo definidosdaedbs e ainda ndo avaliados quanto a sua
viabilidade técnico-econémica.

Estudos preliminares foram realizados utilizandexé&rusdo com a finalidade de
eliminar os compostos téxicos da torta de mamooeer®, poucos resultados conclusivos
forma encontrados. Neste trabalho foram abordadfesedtes tratamentos, considerando
temperatura, umidade de processamento do materiabneentracdo de Ca(OH)A
metodologia de superficie de resposta foi utilizadea verificar os efeitos dos tratamentos e
sua otimizacdo quanto ao grau de destoxificacA@ypmusdo termoplastica. A avaliacdo dos
diferentes tratamentos quanto a presenca dos ctwspodxicos foram realizados por
eletroforese. Portanto, nesta dissertacdo foranomxjas as alternativas tecnoldgicas que
mostrem a mudanca estrutural e possivel hidrolissted componentes toxicos,



especificamente a ricina, bem como definir as t¢aresticas de composicao fisico-quimica
visando a alimentacdo animal do produto obtido.

1.1 Justificativas

A geracdo de residuos nas industrias esmagadoragrdentes de mamona vem
aumentando em consequéncia da alta escala de poodagbiodiesel. Pelo fato do biodiesel
fazer parte da matriz energética brasileira e aonanser uma cultura que se adapta a maioria
das regides do Brasil, o Governo Federal de vemnin@ando o aumento do cultivo desta
oleaginosa de modo a cumprir normas estabelecelagppograma do biodiesel de adicionar
5% de bicombustivel ao diesel até 2013.

A torta de mamona é considerada um coproduto dasind do biodiesel, esta &
altamente toxica e alergénica, o que implica ndémpntacédo de processos de destoxificacdo
e desalergenizacéo para posteriores uso na ireldstriacdo animal.

A disponibilidade dessa torta destoxificada a pregmpetitivo podera dar grande
impulso a esse importante setor da economia. Agagé® de valor obtida através deste
processo contribuird para maior remuneracdo taata p produtor rural quanto para a
industria.

Uma das possibilidades para destoxificacdo da titetamamona € dada através da
adicdo de hidroxido de célcio Ca(QHApesar de a desativacdo alergénica ser citada em
diversos estudos, os métodos utilizados até e@donam validados.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a destoxificacdo da torta de mamona porusgib termopléstica, desenvolvendo esta
tecnologia para o uso da torta de mamona como iagiema na industria de racdo animal.

1.2.2 Objetivos especificos

» Utilizar o processo de extrusdo com a finalidadendédar estruturalmente a ricina através
de variacdes de parametros como: temperatura, dene@aroporcdo de Ca(Ofd)

 Processar a torta de mamona por extrusdo termigplastegundo as variaveis
determinadas;

* Adequar e/ou desenvolver um o método de analispedfil protéico das amostras de
mamona por eletroforese SDS-PAGE;

* Analisar o perfil protéico dos produtos processaglogio processados por eletroforese de
proteinas (SDS-PAGE);

» Determinar parametros fisico-quimicos das amoamalsadas da torta de mamona.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mamona

2.1.1 Aspectos agronémicos

A mamona é cientificamente denominadi&inus communid.. e € uma planta da
familia Euforbiacea, apresentando-se na forma bestr ou arvoreta, com folhas grandes,
classificadas como palmatilobadas. O fruto é unpguwld com espinhos, com trés divisdes e
uma semente oleaginosa em cada uma destas difBBEeSRAO et al, 2006).

As cultivares atuais de mamoneira utilizadas parpr@ducdo séo classificadas
segundo seu porte e o grau de deiscéncia (abedorfiyito maduro. Quanto ao porte, pode
ser baixo com até 1,8 m; médio, entre 1,8-2,5 altce com 2,5 a 5,0 m. Quanto a deiscéncia
do fruto sédo classificadas como deiscente, comtbetotal; semideiscente, com abertura
parcial e indeiscente, sem abertura do fruto (SOBZaAl, 2004).

Atualmente admite-se que o gén®&icinusseja monotipico com cinco subespécies e
25 variedades botanicas, deste modo tem-se gramdesidade entre elas, em termos de
tamanho, coloracéo das folhas e do caule, portatohde crescimento, contetudo de 6leo nas
sementes, peso das sementes (SAVY Fllgd@l, 1999; BELTRAO, 2002).

Nas regides tropicais a mamoneira apresenta cel@5) a 300 dias apresentando
floracdo com apenas 50 a 60 dias da germinacad.TIBEO, 2002).

A mamoneira € uma planta helidfila, ou seja, dereptantada com exposicéo direta
ao sol e ndo tolera sombreamento. Tem grande maiarao estresse hidrico, mas é exigente
em fertilidade do solo. Embora tolere a seca, cama Hisponibilidade de agua, sua
produtividade € muito maior. Também pode ser ptensob irrigacdo (FREIRE, 2001).

Para cada condicdo climatica e nivel tecnolégiceed® procurar escolher uma
cultivar apropriada, pois h& grande variacdo naacteristicas das variedades plantadas no
Brasil.

A época de plantio deve ser determinada de foregar@veitar ao maximo o periodo
chuvoso, mas sendo a colheita feita em época Bara.isso, deve-se observar o ciclo da
cultivar a ser plantada e o inicio e fim do periotdovoso (BELTRACet al, 2006).

A mamoneira é muito exigente em fertilidade do stdado produtividade muito alta
em solos de alta fertilidade natural ou que re@@headubacdo em quantidade adequada.
Deve-se sempre fazer a analise de solo e fornegearidade de fertilizantes recomendada
pelo laudo técnico. Mesmo sob intenso déficit kemia mamoneira é capaz de aproveitar a
adubacdo, o que diminui o risco dessa pratica,cipaimente em zona semiarida.
A adubacdo em excesso pode ser prejudicial a pvaghde, principalmente nas cultivares de
porte médio e crescimento indeterminado, pois prdeocar crescimento excessivo e queda
na produtividade (BELTRA@t al, 2006).

A mamoneira é cultivada desde 40 °S a 52 °N ncs luemisférios da Terra tendo seu
Otimo ecoldgico em locais com altitude de 300 aOl&tetros. Porém ndo suporta frio e
necessita de precipitacbes pluviais minimas de B@@ para produzir satisfatoriamente
(WEISS,1983).

A mamona € uma planta de clina tropical, prefemgtratura do ar variando entre 20
e 30 °C e solos poucos argilosos (SILVA, 2008).



O oleo é o mais importante constituinte da semel@temamona com inumeras
aplicacdes industriais, como plastico, fibras sic#s, tintas, esmaltes, lubrificantes dentre
outros.

Figura 1. Frutos da mamoneira (A); Sementes da mamona (B).
Fonte: Grupo Rural.

2.1.2 Aspectos econdmicos

A mamoneira é uma planta de alto valor econdmicalg€d extraido das sementes
(6leo de ricino ou castor oil) é considerado o melileo vegetal para fins industriais, pois,
nao muda as suas caracteristicas, em altas e bampsraturas. A cadeia carbbnica do acido
graxo ricinoléico (89,5%) na sua composicao propogsitios em que sdo realizadas reacdes
guimicas, com obtencdo de gama variada de derivap€dlas modificacdo da estrutura da
cadeia carb6nica. O 6leo de mamona é utilizado coatéria-prima para fabricacdo de ceras,
lubrificantes, cosméticos, tintas, esmaltes, rasinaateriais elétricos e biocombustivel
(SEVERINOet al, 2005).

No Brasil a area de maior producédo é a do Semi&aano. A Bahia é o maior
produtor isolado de mamona, com 77% da producaomac Carfanaum e Ourolandia sao os
maiores produtores de mamona em baga. (TEIXEIRENGH)).

Segundo dados da Conab apesar da reducdo da areadpl em 1,7% para safra
2009/2010 o Brasil vem alcancando valores expressiem tendéncia para alta com relacao
a produtividade e producdo. Comparando a safr20@®/2010 com a safra 2008/2009
(Tabela 1) a produtividade teve um acréscimo d&9%21(587 kg/ha para 713 kg/ha) e a
producédo de 19,4% (92.5 para 110.4 mil tonelad&as)2009 o valor médio da saca de 60 kg
alcancou uma média de R$ 72,12 (TEIXEIRENSE, 2010).



A Figura 2 mostra as areas produtoras de mamonacbmo as regides com aptidao

para este cultivo.
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Figura 2. Semiérido potencial produtor de oleaginosas.
Fonte: ROUSSEFF, 2004.

Tabela 1. Area plantada, produtividade e produgdo de mamorirasil, 2000/2010.

2008/ 2009/
2000/ 2001/ 2002/ 2003/ 2004/ 2005/ 2006/ 2007/ 2009 2010

Ano 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 Previsio Estimativa
(1) (2)

Area Plantada 161.4 1261 1283 166.2 2151 147.955.61 162.7 157.5 154.8

Produtividade o5 574 673 646 975 703 602 758 587 713

(kg/ha)

Producao

79.9 72.4 86.3 107.3 209.8 103.9 93.7 123.3 92.5 0.411

(Mil tonelada) '

Fonte: TEIXEIRENSE (2010)
(1) Dados Preliminares: sujeitos a mudancas
(2) Dados Estimados: sujeitos a mudancas

A india e a China sdo os maiores produtores intésnais de 6leo e semente de

mamona. A China consome toda sua producao intemtamedo participando do mercado
internacional, ao contrario da india que se cotmrao grande concorrente do Brasil.

Os pregos reais internacionais, se comparados aaicgolos no ano passado,
(abril/09/maio/10), tiveram aumento de 23,5%, cqmde ser visto no Quadro 3, tendéncia
altista observada nos precos de 6leo de mamofimmd@menta na demanda internacional que
tem dado suporte para este comportamento. (TEIXNSE 2010).



Tabela 2 Evolucao dos precos reais — Rotterdam.

US$ Tonelada

Ano jan fev mar  abr mai jun jul ago set out nov dez
2005 1.199 1.617 1.166 1.158 1.156 1.142 1.135 1.134961.01.073 1.058 1.047
2006 1.021 997 997 985 962 956 960 1.008 1.037 1.124091.21.209
2007 1.199 1.203 1.237 1272 1361 1.336 1.333 1.342211.31.338 1.371 1.384
2008 1.469 1522 1631 1642 1.636 1.645 1.643 1.775461.81.686 1.624 1.631
2009 1.559 1.471 1413 1275 1272 1262 1.264 1.261031.41.401 1.394 1.405
2010 1571 1582 1575 1.575

Fonte: TEIXEIRENSE (2010).

2.2 Estrutura e composicao das sementes de mamona

A semente pode ser definida como um 6vulo maduecendado, contendo em seu
interior substancias de reserva (as vezes auseragg)as protegidas por um ou dois
envoltérios (casca) (BEWLEY e BLACK, 1985). A regzre representada pelo albumem ou
endosperma, no qual o embrido fica mergulhado.

Figura 3. Corte longitudinal de semente R&inus communis.
Fonte: LIMA et al. (2006).

O endosperma fornece reservas de substancias &uesuprir as necessidades do
embrido do desenvolvimento a germinacdo (MACHAD@)2).

A testa, casca da semente, pode apresentar variaast e normalmente é utilizada
taxonomicamente para distinguir diferentes génerespécies. A testa é a barreira protetora
entre o embrido e o meio externo. (BEWLEY e BLAQRS5).

SegunddCopeland (1976)urante a germinacao da semente, a plumula desers®l
e da origem ao caule, a radicula da origem a rai@apa.

A composicdo quimica das sementes é determinadfafmres genéticos, portanto,
varia muito entre as espécies. Praticas agricalhishacdo, época do plantio e condi¢des
ambientais, podem influenciar uma mudanca nos sedeecarboidratos, lipideos e proteinas.
Estes elementos sao utilizados pelo embrido comie fite energia e substrato para estruturas
celulares. (BEWLEY e BLACK, 1985).



As reservas alimentares das sementes estdo dspostdiferentes 6rgaos de reservas
e em diferentes propor¢des. Os carboidratos, tipiéi proteinas sdo os primeiros a serem
armazenados. Outros constituintes estdo presentesienor taxa de armazenamento. Os
minerais, por exemplo, se concentram nos tecidoatesis e no tegumento (BEWLEY e
BLACK, 1985).

A semente de mamona apresenta relativo percentuptaleinas, sendo as proteinas
0S componentes basicos de toda célula viva. Sd@as de aminoacidos sintetizados
biologicamente na célula e funcionam como enzimasmponentes estruturais,
biossinalizadores e materiais de reserva. (VOEDE&V, 1995).

2.3 Proteinas de reserva

Metabolicamente, as proteinas das sementes semivdch ativas, como as enzimas e
nacleo-proteinas, e metabolicamente inativa, gaeasdroteinas de reserva, cuja composi¢cao
varia de acordo com as espécies. As sementes temiscapresentam, em geral, menor teor
de proteinas, quando comparadas as leguminosassementes oleaginosas (BEWLEY e
BLACK, 1985).

O embrido detém a maior concentracdo de proteiaadgucomparado os tecidos das
sementes. Em cereais, as maiores concentracfesneséinbrido e na camada de aleuroma,
que € a camada de células que reveste o0 endos€ENa, 1971).

De acordo com a classificacdo de Osborne (1924)raeinas das sementes podem
ser divididas em quatro classes, em funcdo dadduhilddade:

e albuminas - soluveis em agua e em tampdes dilaialmspH neutro;
» globulinas - soltuveis em solu¢des salinas, maslasis em agua;
* glutelinas - sollveis em solucdes acidas e aksliiluidas;

» prolaminas - soluveis alcool hidratado (70-90%).

Segundo Machado (1992), as proteinas de reservaigéméricas e suas subunidades
séo cadeias polipeptidicas bastante homdélogadngaree ricas em glutamina.

A albumina constitui reserva de alguns cereais camibo, e estd armazenada no
embrido. Apds a metade do desenvolvimento da semeacumulo de albumina decresce.

As albuminas de coeficiente de sedimentacédo 29redieinas de reserva presentes no
farelo de mamona numa concentracdo de 1,8% (SAMH®I et al, 2005). Elas séo
proteinas tipicamente heterodiméricas, compostasup@ subunidade pesada e uma leve
com massa molecular aproximada de 9 kDa e 4 kDaQMNIRDO et al, 2003). Algumas
proteinas deste grupo sao inibidoras de proteaséss sdo enzimas e algumas alergénicas.
(MACHADO, 1992).

As principais proteinas de reserva sao as glomiliAa globulinas consistem de 2
familias com peso molecular e coeficiente de sediagdo 7s (grupo das vacilinas) e 11s
(grupo das leguminas). Ja as glutelinas e as pnodsneonstituem reservas dos cereais (arroz,
milho, centeio, trigo).

As proteinas de reserva encontram-se normalmeptsidedas em organelas celulares
denominadas corpusculos de proteina. O didmetrsadaganela varia de 0,1 a @b, é
envolvida, pelo menos durante o seu desenvolvimgr@o uma membrana simples. Estes
corpusculos podem ocorrer em todo o embrido ouspailima, ou, outras vezes, restringem-
se a uma camada (camada de aleurona). Alguns catpsigorotéicos sao simples em sua
estrutura, consistindo de uma matriz protéica odedla por uma membrana. Inclusdes
freqientemente ocorrem, particularmente em cristesoou globoides e, mais raramente, em
cristais de oxalato de calcio. Os cristaloidesisélnsdes proteinaceas insollveis (em agua ou
tampao) “acomodadas” na matriz sollivel da protd?a.exemplo, em semente de mamona o
cristaléide € uma proteina insolivel 11 S e a marieita de proteinas solliveis 2 Se 7 S,
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incluindo lectinas. Globdides sédo estruturas mastainas e globulares e séo as inclusées
mais comumente encontradas em corpusculos de mastéfigura 4). Contudo, eles variam
em tamanho e numero. Em algumas espécies os gésbedd encontrados em corpusculos de
proteinas, em algumas regides da semente, masmmamuteas (por exemplo, as camadas
protéicas de aleurona — grdos de aleurona — enaisergeralmente contém globdides,
contudo, o endosperma nunca os contém). Globo&tesisos de deposi¢cdo de fitina — sais
de magnésio, potassio e célcio de acido fiticoWBEY e BLACK, 1985).

Nem todas as proteinas de reservas das sementesat@oteristicas nutricionais
desejaveis. Inibidores enzimaticos podem reduzfi@éncia das hidrolases, etc., no trato
digestivo de animais. Lectinas, as quais sao usrdbrglicoproteinas, tém a capacidade de se
ligar com a superficie das células de animais, asuivezes causando aglutinacao,
especialmente em eritrocitos. (BEWLEY e BLACK, 1985

Alguns corpusculos protéicos sao simples em suatesd, consistindo de uma matriz
protéica circundada por uma membrana. Ocorrem cequéncia inclusdes de cristaléides ou
globdides e, mais raramente, de cristais de oxaatoalcio. Os cristaldides sédo inclusdes
proteinaceas insollveis (em agua ou tampao) “acadasi na matriz solavel da proteina.
Por exemplo, na semente RiEinus communj cristaldide € uma proteina insolivel 11 S e a
matriz é feita de proteinas sollveis 2 S e 7 $imabo lectinas.

Globoides sao estruturas monocristalinas e gloésilag sdo as inclusdewrais
comumente encontradas em corpusculos de protetigsd 4). Contudo, eles variam em
tamanho e namero. Muitas enzimas podem ocorreanugrite aos corpusculos de proteina e,
durante a mobilizacdo de reservas, outras enzirodsnp ser adicionadas, de forma que,
eventualmente, a estrutura se transforme em umol@@&utolitico. Como exemplos, nos
casos de trigo e cevadasamilase,a-glucosidase (maltase), protease, dipeptidasesasste
fitase e nitrito-redutase (SIMMONDS e ORTH, 1973).

Figura. 4. Corpusculo protéico no endosperma de semente oh®nza

Globoide (G), contendo fitina, a proteina crist@d{C) envolta pela matriz protéica (M). O
corpusculo de proteina é envolto por corpusculoda

Fonte: Bewley e Black (1985).



2.4 Torta de Mamona

ApoOs a extracdo do 6leo por prensagem, uma magéaica conhecida como torta de
mamona fica retida nos filtros.

A torta bruta, sem sofrer nenhum tipo de trataméeno sido muito utilizada como
adubo organico (AZEVEDGt al.,2001).

A torta da mamona tem elevado valor nutritivo, genda em proteinas (41,51%),
fibras (32,84%), materiais minerais (7,65%) e gomdu(2,62%). Também utilizada como
matéria-prima para a producdo de aminoacidos. @sirges aminoacidos fazem parte da
constituicdo das proteinas presentes na tortad¥d)l1,cistina (3,5%), fenilalanina (4,2%),
histidina (11,0%), isoleucina (5,3%), leucina (7)2%sina (3,1%), metionina (1,5%), tirosina
(1,0%), treonina (3,6%), triptofano (0,6%) e val{pe6%) (BELTRAO, 200p

O uso da torta como racdo animal agregaria valocagmoduto do biodiesel, no
entanto, sua utilizacdo s6 seria possivel diantdestoxificacdo, pois possui em sua
composicao proteinas alergénicas e toxicas (ICO89) Estes compostos toxicos limitaram,
até entdo, o uso da torta sendo seu principal gopra industria de fertlizantes e como fonte
de nitrogénio na recuperacao de solos.

2.4.1 Compostos toxicos e alergénicos da torta deamona

Os principais componentes toxicos da torta de mansdo ricina, uma proteina, e a
ricinina, um alcaloide. O complexo CB-1A é compgsto proteinas e polissacarideos.

A ricina € uma glicoproteina da familia das ledin@onstituida por duas cadeias A e
B, ligadas covalentemente por pontes de dissultesta proteina pertence a familia das
proteinas inibidoras de ribossomo (RIPs) do tip¢OLSNES, 2004; LORDet al, 1994;.
MONZINGO et al., 1993). Na sua forma enzimatica ativa tem como misgc® de acao
atuacOes diferenciadas das cadeias A ou RTA (32 kDB ou RTB (34 kDa). A cadeia A da
ricina (32 kDa) € uma enzima com atividade N-glidms (LORDet al.,1994) que permite a
remocdo de um residuo de adenina no “loop” de rRRNA ribossomal 28s). Causa a
inativacdo especifica e reversivel dos ribossomamreéticos, bloqueando a sintese de
proteina. Este ciclo esta envolvido na ligacdoatieia A na fase de alongamento da cadeia
polipeptidica, modificando estruturalmente os rdomsos, tornando-os incapazes de realizar
a sintese de proteinas (ENDO, GLUCK e WOOL, 198Xadeia B (RTB cerca de 34 KDa)
€ uma lectina (LORDet al, 1994) que se liga a galactose ou a N-acetdgzdamina das
glicoproteinas da superficie da célula promoverekiadmaneira a endocitose da cadeia A no
citosol. (ENDO e TSURUGI, 1987). A toxina € poteaigiente letal para os seres humanos,
se inalada, ingerida ou injetada (AU&lal, 2005).

Segundo Fodstadt al, (1976), a dose letal injetada para acamundoBgds 5 a
10g/kg para e para coelhos varia de 1 a 1,75 d?kga seres humanos, 5 sementes de
mamona podem ser letal.

A cadeia A, chamada de RTA, possui predominancigatirdoa-hélice (36%) a
Figura 5 (A) mostra estrutusahélice (vermelho) e as algas (cinza) da cadeia A.

A cadeia B ou RTB tem a maior quantidade de as@gecundaria, folh@- (37%) dividida
em dois dominios iguais tridimensionalmente, cada possuindo dois pares de pontes
dissulfeto e uma galactose.



A Figura 5 (A) mostra em verde a cadeia B. (HARTLEYORD, 2004; MONTFOREt al.,
1987).

A Galactose ° B

Figura 5. Estrutura tridimensional da ricina. Em verdeadeaia B; em vermelho, ashélices
da cadeia A . (esquerda.); em laranja, as folpas: cadeia A; em cinza, as alcas da cadeia A.
B.(direita). Acima a cadeia A; abaixo a cadeia B; wrmelho, as galactoses; em verde, as

pontes dissulfeto.
Fonte: Lima (2007)

A ricinina € um alcaloide téxico de massa molar,28da (ou g/mol), conhecido
como diidro-4metox-metil-2-oxo-3piridenocarbonil@HgN,O, (Figura 6) (CHIERICE e
CLARO NETO, 2001). Este alcaloide pode ser encdotram todos os érgdos da planta,
podendo ser detectado desde as fases iniciaissgaadvimento (HOLFELDER, 1998). O
teor de ricinina varia muito entre diferentes pada planta: 1,3% nas folhas (matéria seca),
2,5% em plantulas estioladas, 0,03% no endospeasamente e 0,15% na casca da semente
(MOSHKIN, 1986). O teor do alcal6ide nas sementemfiienciado por caracteristicas
genéticas ou por estresses ambientais. No fruteprode ricinina € alto na capsula externa,
meédio na casca da semente e pequeno no endospesamednte (Moshkin, 1986). A ricinina
pode provocar reacdes cutaneas, vomitos, doresraais fortes, sede extrema, diarréia com
sangramento, aceleracdo do batimento cardiacoulsd@®s e morte (LEITEt al, 2005)

OCHjs

Figura 6. Férmula estrutural da ricinina.
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A fracdo alergénica € formada por um complexo dmtepmas e polissacarideos
denominado CB-1A (Castor Bean Allergen), e reprasaproximadamente 12,5% do peso da
torta. (BANDEIRA et al, 2004). Segundo Machad al (2003), este complexo é formado
por cerca de 20 isoformas de proteinas heteromiasépertencentes a classe das albuminas
2S de massa molecular 10 kDa-18 kDa.

As albuminas 2S possuem altos teores de glutarangmina e serina; apresentam
distribuicdo caracteristica de oito cisteinas em padrdo conservado e, geralmente, sao
compostas de 2 cadeias polipeptidicas diferentes den3-5 kDa e outras de 8-10 kDa
ligadas por duas pontes dissulfeto; aléem de api@sen duas ligacbes intra-cadeias,
implicando em proteinas muito estaveis e compdEEBRNANDESet al, 2008).

As albuminas 2S sdo mais resistentes a desnatucpgéoca e térmica, podendo
causar alergia mesmo ap0s estes tratamentos (VIEIRA, 1997).

O complexo CB-1A esta presente na semente, pghantes vegetativas da planta. Em
pessoas expostas continuamente ao CB-1A podemr samgiomas alérgicos como
conjuntivite, fobia a luz, faringite, dermatite inéria e bronquite asmatica, embora nao
tenham sido constatados sintomas alérgicos em an{iAVORA, 1982).

2.4.2 Métodos para deteccéo de ricina

A ricina é uma das mais potentes fitotoxinas, estée as trés principais substancias
mais toxicas para o homem, ficando atras soment@latdnio e da toxina botulinica.
(DIVISION OF OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH, 2007)Portanto, € necessaria
uma metodologia capaz de identificar e quantifeceicina com elevada preciséo.

Um dos métodos para deteccdo de ricina é a elstrafapilar com dodecilsulfato de
sédio (SDS) em gel de poliacrilamida (ISHIGURO eK®SHISHI, 1964; KABAT et
al.,1947).

O sistema SDS-PAGE consiste na analise de protdasmsaturadas por aquecimento
na presenca de SDS e 2-mercaptoetanol. Esta t@uaricate a identificacdo qualiquantitativa
de uma determinada proteina, bem como a deterncirsggdximada de sua massa molecular,
na faixa entre 19.200 a 208.000 Daltons. (ALFENAG&I, 1991).

STEPHANet al (2008) identificaram a ricina através de um a&umsetodologico para
eletroforese em SDS-PAGE. Neste estudo foram auiéiz solucbes tampao acetato de sodio
(0,45 M) e NacCl (0,6 M)/HCI (0,1%) para extrairofinas da torta de mamona. Foi
observado no gel em que foi aplicado o extrato dmama tratado com solucéo de HCI/NacCl
um tipico bandeamento de cadeia polipeptidica qumepde a ricina. Foram observadas as
duas cadeias A e B da ricina na faixa de 34,60 E3&e bandeamento € similar ao descrito
por Naranget al. (1997).

Outros métodos para a quantificacdo de ricina est@odo usandos como:
espectrometria de absor¢cdo molecular na regiddtidwioleta-visivel (UV-VIS), fluorimetria
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAR)Y¢ram testados (BRITO, 2005). Todos os
métodos foram eficientes na determinacéo das sulatiinvestigadas, em diferentes niveis
de concentracéo.

Ainda outros métodos tém sido descritos para détede ricina, usando biossensor com fibra
otica (NARANGet al, 1997) ou ensaios colorimétrico (PCdtlal, 1994). Entretanto, esses
ensaios envolvem reagentes marcados (enzimas,odhaonos, is6topos) e requerem
inimeros passos de incubacgédo (BELTRAO e OLIVEIR#Q9D.
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2.4.3 Métodos para destoxicacéo da torta de mamona

Muitos processos para destoxicacao ja foram testdolesde 1938, ja se sabia que o
aguecimento a 140°C por 60 a 90 minutos era saofecipara eliminar os principios toxicos
dessa torta. Em 1940, foi patenteado na Alemanhprooesso de destoxicacdo que consistia
em ferver a torta repetidamente por curtos perialosempo, com mudanca da dgua apos
cada fervura. No mesmo ano, também foi concedidapatente na Bélgica que consistia em
eliminar a ricina por extracdo da torta com halages e hidroxidos alcalinos, seguida de
autoclavagem. Em 1941, outra patente foi obtidBlunagria tratando-se a torta com vapor de
agua e posterior remoc¢ao a vacuo, do excesso diadeniOutra patente foi concedida em
1942 para tratamento da torta com agua quenter@@mio em ebulicdo. Em 1949, estudos
concluiram que autoclavagem por cerca de 15 minotosratamento com acidos ou alcalis
diluidos foram eficazes. Apenas o0 aquecimento &380&o foi suficiente para eliminar os
principios téxicos.

Gardner Junioet al. (1960) testaram diversos processos para deswgdiicda torta
de mamona, combinando diferentes temperaturasg@adie produtos quimicos e outros
processos: adicdo de produtos alcalinos (NaOH, KO&(OH})), amonizacao, tratamento
com diferentes temperaturas, inclusive autoclavagetmatamentos &cidos, uréia,
permanganato de potassio e fermentacdo aerdbic@gosVdesses métodos conseguiram
inativar totalmente a ricina e o principio alergénda torta, estando entre os melhores o
aguecimento seco a 205°C, o cozimento da tortal@sosf na presenca de 2% de NaOH a
presséo de 20 psi e o cozimento com 0,9% de H@ d&8CHO. Chegou-se a conclusao de
que é possivel eliminar o principio toxico da togparém esse estudo néo considerou a
viabilidade industrial e econémica desses processsfim como a alteracdo de caracteristicas
nutricionais e a palatabilidade do produto obtido.

Mirandaet al. (1961) testaram o uso da torta destoxicada (LeiRn) comparada a
torta de soja na alimentacdo de vacas leiteiraseXOProtéico ndo intoxicou os animais e
trouxe resultados préximos ao da torta de soja,oemlp autor tenha alertado para a
necessidade de conduzir experimentos com maiorc@loirpara avaliagcdo mais segura do
produto.

A destoxificacdo da torta de mamona, submetida diolise por HSO, a alta
temperatura, pode ser atribuida a hidrélise e/snateracéo térmica dos peptideos toxicos da
mamona (GARDNER JUNIORt al, 1960; MOSHKIN, 1986).

Bose e Wanderley (1988) estudaram torta de mamesimxdcada em mistura com
feno de alfafa em diferentes proporcdes para ategéo de ovinos, concluindo que a adicao
de torta de mamona ao feno de alfafa traz bensfi@gamentando a digestibilidade das
proteinas e da energia.

Nos experimentos conduzidos por Mackinnon e Aldef@000) foi demonstrada a
viabilidade de desnaturacdo da ricina utilizandoodliorito de sodio em concentragfes a
partir de 20 mM. Nesse caso foi testada a ricima punao o tratamento da torta.

Segundo Anandaet al, (2005) o tratamento de 1000 g de torta em aute@dal5 psi,
por 60 min, inativa 100% da ricina. Os mesmos astafirmam que o tratamento de 1000 g
de torta com 40 g de hidroxido de sédio (NaOH) a°60 por 8 h, também altera
quimicamente a ricina. Deus-de-Oliveegtal, (2007) propuseram obter um tratamento em
que a torta ficasse destoxificada e nao alergépeanitindo, assim, maior seguranga na
manipulacdo da mesma e uma maior agregacdo de aadste produto. Pelos resultados
obtidos, no tratamento com hidréxido de calcio mouredugdo no percentual de
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desgranulacdo dos mastdcitos e, consequentementihenacdo de mediadores, como a
histamina tanto em amostras de albumina 2S putdEguanto na torta bruta.

Ascheriet al. (2007) observaram que os tratamentos de exta@maaCaO a 1% e 2%
foram eficientes na alteracdo da ricina, quanddiaaa por eletroforese desnaturante. No
tratamento com CaO a 2% houve reducdo nos niveialatgenicidade da torta, quando
comparado ao tratamento com CaO a 1%, que focieafe na desativacao do alérgeno.

Existem varios métodos para promover a destoxdicagdesalergenizacdo da torta de
mamona. Pela avaliagdo da dose letal em camunddbdgg), para solucdes de peptideos
alergénicos, extraidos da torta de mamona, e ddumssoélido, obtido apds a hidrélise,
observou-se que o tratamento com &cido sulfuriceSQy), na temperatura e tempo
estabelecidos para a hidrélise do amido, foi oaesgvel pela reducédo, em pelo menos 237
vezes, da letalidade da torta de mamanaatura nao resultando em morte de camundongos,
no periodo de até 96 h (MEL€2 al, 2008).

Verificou-se a destoxicagdo da torta de mamonaos@rmazenamento da mesma sob
condicbes ambientais (sol) e temperatura contralestafa), com o aumento da atividade de
enzimas proteoliticas e concomitante degradac&titda. No tratamento com hidréxido de
calcio houve reducdo na reatividade dos epitopesg@ticos, presentes na albumina 2S
purificada ou, presentes na torta de mamona, conuereciado pelos ensaios de atividade
bioldgica de desgranulacédo de mastocitos (CRESPUONE al, 2008).

A destoxificacdo da torta de mamona também podefestxr pelo processo de
secagem, aproximadamente a 60°C. Ao atingir esgaetatura, o processo tende a eliminar a
ricina com auxilio de uma solucéo de cloreto des@daCl) ou, ainda, atingir temperaturas
maiores para realizar a destoxificacdo sem trateomgumimico (SILVA, 2007). Ainda
segundo 0 mesmo autor, as tortas tratadas e rtadaram autoclave apresentaram valores
mais elevados de ricina, quando comparados cormastias do secador solar de exposi¢cao
direta que chegaram a eliminar cerca de 47% e 36é8pectivamente, por um periodo de
secagem de 7 horas.

Gamaet al, (2008) desenvolveram uma metodologia para desaté epitopos
alergénicos destas proteinas, empregando o Reagemedward (WRK) para modificacdes
de peptideos sintéticos (P3 e P5), e para o "mmlalbuminas 2S, em diferentes tempos,
concentracbes e temperatura. Apds as modificagdazadas, foram feitas andlises por
cromatografia de fase reversa, espectrometria desasae ensaio de desgranulacdo dos
mastoécitos. Os autores concluiram gue a metodoldgsenvolvida foi eficiente para a
desativacdo de alérgenos, pois o0s tratamentos cdRK Wiminuiram os niveis de
desgranulacdo dos mastocitos de 61 % (P3), 57 ¥%e(PP8 % ("pool” de albuminas 2S) para
30 %, valor proximo ao encontrado durante a maagéd destas células.

2.5 Processo de extrusao

A extrusdo é um processo continuo que combina inergcanica e térmica para
modificarem os materiais, transformando materiéisigs em fluidos. Este processo consiste
em operacdes que se desenvolvem em diferentes parextrusor.

No pré-condicionamento ocorre mistura e hidratagdo, material a ser extrudado
devera apresentar um teor de umidade pré-estatelat® acordo com a capacidade
higroscopica do material. Devera apresentar gramefiga padronizada para evitar a
formacédo de grumos e prejudicar o fluxo da alimgida O alimentador € composto de um
recipiente para receber o material a ser extruégade um parafuso ou vibrador, localizado
vertical ou horizontalmente. Possui a funcao detenanalimentacdo constante e ininterrupta,
0 que é essencial para o funcionamento do extrbgon, como para a homogeneidade e a
qualidade do produto (GUTKOSKI, 2000).
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Dentro do canhao de extrusédo se localiza a rosodise ou parafuso, que, ao girar,
impede a passagem do produto na dire¢cdo da matsegdio radial menor que a do cilindro.

O movimento circular do parafuso pressiona o pmduntra a parede do canhao,
cisalhando-o e transformando-o em uma massa furedigaforme sobe a¢ado da presséo e da
temperatura. O produto ao sair da matriz pode ekpam ou nao, isso dependera de suas
caracteristicas.

O parafuso do extrusor divide-se em trés secoesoas: alimentacao, transicao e alta
pressdo. A Figura 7 Mostra o desenho esquematicondextrusor monorosca e as zonas de
alimentacéao (A), transicéo (B) e alta presséao (C)

1: Base

2: Redutor
23 3! Funil
; 4: Anel de

XX | - resfriamento
I 1 i 5: Motor
i | + 1I I L5l . .
A 0 1) 6:Ventiladores

; i . 7: Protecéo das
LR 1 L~ residéncias

| i 8: Painel de comando
i J"' i 11 9: Fecho bi-partido

H

o

| 10: Cilindro
f e = B IR 11: Parafuso (rosca)

"x i 10, Criimnmibm mamee

A = Al

Figura 7. Desenho esquematico de uma extrusora monorosca.
Fonte: Naime. 201(

A funcdo da zona de alimentacdo é receber da afwera o material, misturar,
comprimir, uniformizar e transportar. Durante cnfporte o material se transforma em uma
massa que sera introduzida, misturada e comprimadeilindro de extrusdo. A medida o
material se desloca o ar é expulso. Agua podengsada nesta zona, com o propdésito de
alterar a textura, desenvolver viscosidade e awanarttansferéncia de calor por conducgéo.

O material passa para a zona de transicdo ondesadar e cisalhamento sdo ainda
maiores. Nesta zona ocorre um cozimento parciandterial. Na zona de alta pressao, o
material comprimido sera submetido a tempetaura elavada e maior pressao para forca-lo
a sair do extrusor. Ao emergir da matriz sob pmsskpande-se até sua forma final,
resfriando-se rapidamente pela evaporacao inseat@ia umidade na forma de vapor
(ASCHERI, 2008).

A extrusdo permite ainda a mistura de diferentemag-primas e outros nutrientes
na formulacdo de produtos (CARVALHO, 2000). Essaitéa permite maior facilidade na
producao de misturas alimenticias destinadas asuoom humano, produzindo uma variedade
de produtos, além de permitir 0 enriquecimento ldnesmto com vitaminas ou minerais, por
meio da suplementacao, estimulando o consumo diduf@rgor um determinado publico-
alvo.
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2.5.1 Extrusado termopléastica aplicada a tecnologide alimentos

A extrusdo termoplastica consiste em processo raamttom alta temperatura e
pressdo. Nestas condicbes o material é submettievadas taxas de cisalhamento em curto
tempo (30 a 45 segundos), ocorrendo assim muddigjeas e quimicas na massa a ser
processada.

Como este processo envolve simultaneamente misainnassamento e cozimento,
provoca uma grande quantidade de alteracdes coagphexalimento, tais como, a hidratacao
dos amidos e proteinas, devido a adicdo de aguajodeneizacado; gelatinizacao;
cisalhamento; derretimento de gorduras; desnatoragd reorientagcdo de proteinas;
plastificacdo e expansao da estrutura do aliméxém das modificacdes nos compostos dos
alimentos, a extrusdo reduz a contaminacdo mianakgainativa as enzimas, porém, tanto os
alimentos extrudados pelo calor ou pelo frio seseoram principalmente devido sua baixa
atividade de agua (FELLOWS, 2006).

Segundo Silva (2008), ap6s a desnaturacdo, asinastse orientam e se alinham
imediatamente, antes e durante a saida do equipanim momento da saida dessa, ocorre
uma repentina queda da pressao interna, (3-5 MR#®-@0 atm) para pressao atmosférica e
causa a evaporacao da agua superaquecida, formandolos e expandindo o material. O
vapor atua como um agente de crescimento, esticanaterial ainda “plastico” e levando a
sua expansao longitudinal e radial. Também ocardeirecimento do material no momento
em gue o material atinge a temperatura ambiensaida do extrusor.

A extrusdo termoplastica € capaz de reduzir a glad ou atividade de alguns
fatores antinutricionais, como inibidores de tmasie quimiotripsina, lectinas, e lipases e
lipoxigenases (CAMIREet al, 1990; CAMIRE, 1991; SINGHt al, 2007).

Pesquisas realizadas por Alonsb al. (2000) tém mostrado que a extrusao
termoplastica além de inativar fatores antinutrieis de alguns alimentos, aumenta a
digestibilidade de proteinas e amido.

Ainda, conforme mencionado anteriormente, um estedbzado por Aschert al.
(2007) observou que a extrusdo € capaz de ingbnadeinas citotoxicas e reduzir alguns
alergénicos da semente de mamona.

O processo de extrusdo termoplastica tem propadmnumerosas aplicacdes, dentre
elas podem se destacar a industria alimenticiguabha elaboracdo de produtos, tais como
cereais matinais, petiscos, “snacks”, macarroeaeatos a base de cereais enriquecidos com
proteina, bebidas em pé e proteinas de soja teatlaj farinhas e amidos pré-gelatinizados
utilizados na formulacdo de sopas de preparo rapmdhos semiprocessados, produtos de
confeitaria, entre outros. Esses produtos gerakr&it elaborados a base de cereais (como o
milho e o arroz) e de amidos de raizes e tubércutmso a mandioca e a batata.
(BALAGOPALAN, 2002; BOONYASIRIKOOL e CHARUNUCH, 2@ CHEYNE,
BARNES e WILSON, 2005; CHUANG e YEH, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na EmbrapaiAddstria de Alimentos, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil, e contou com a colaboracadivkrsos laboratérios da empresa, como
segue:

A extrusao do farelo de mamona foi realizada natRIRiloto de Extrusdo, as analises
protéicas por eletroforese foram realizadas no taboo de Bioquimica e a andlise
centesimal foi feita no Laboratério de Fisico-Quimi

A torta de mamona foi obtida através da extracdodldo das sementes (prensa
hidraulica realizada no laboratério de Matériasvas Vegetais, na Universidade Federal do
Rio de Janeiro.

Foram utilizadas duas amostras para a identificagaguantificagdo de ricina:
semente de mamona do cultivar “Paraguacu” e faleimamona desengordurada.

3.1 Obtencéo das Matérias-Primas

A semente de mamona, cultivar Paraguacu, foi cegela Embrapa Algodao,
Campina Grande, PB, Brasil. A torta foi obtida a#s da prensagem das sementes em
prensa“Expeller” (prensa continua do tipo parafgsm fim) da marca Oekotec- IBG —
Monfortes- Alemanha. A semente utilizada e o preaade prensagem sao apresentados nas
figuras 8 e 9.

Figura 8. Semente de mamona Fiaura 9. Prensa Hidraulic
cultivar Paraguacu

O farelo de mamona desengordurado foi adquiridEmaresa Bom Brasil Oleo de
Mamona Ltda. Localizada na cidade de Salvador, 8ali farelo desengordurado é
proveniente da extracdo do 6leo com solvente. €d@ composto de casca, caule e folhas da
mamoneira.

Este material foi coletado nas areas de producdegiao Nordeste por cooperativas
gue pertencem ao programa Nacional do Biodiesel.

O hidroxido de calcio Ca(OHRl)adicionado ao farelo de mamona foi adquirido no
comércio da cidade do Rio de Janeiro.
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A figura 10 mostra o farelo derivado da extraca@léo para fabricacdo do biodiesel

Figura 10. Farelo de mamona procedente
da Bom Brasil Oleo de Mamona Ltda.

3.2 Planejamento Experimental

Foi realizado um delineamento composto centralciotal (DCCR) de 22 ordem
(BOX, HUNTER e HUNTER, 1978) para as duas matreaesestudo.

Para identificar a solucdo de maior capacidadexttagéio da ricina foi escolhida a
torta de mamona proveniente da extracdo de Oleprpasagem a frio. Deste modo a proteina
nao sofre desnaturacdo, podendo ser melhor idsddie quantificada.

Para tanto, foi estabelecido um delineamenfo (R=2), com duas variaveis
independentes (pH e concentracdo de NaCl) e 12oengapontos fatoriais, 4 pontos axiais e
4 replicacbes do ponto central). O desenho expataheas solucdes tampao da torta de
mamona encontra-se nas Tabelas 3 e 4.

Para o farelo de mamona desengordurado foi elabanaddelineamento do tipd 2
(K=3), com trés varidveis independentes (% umidade)peratura e concentracdo de
hidroxido de Calcio) e 20 ensaios (8 pontos fai®ria pontos axiais e 6 replicacdes do ponto
central). Tanto os niveis codificados quanto dgisxe os fatores tém seus valores reais
representados na Tabela 5 e o delineamento compzelabela 6.

As duas matrizes (farelo e torta de mamona) foratudadas em trés niveis
codificados (-1, 0, + 1) e dois niveis axi@ist e +a).

A equacdo 1 representa o calculo dos valores reass variaveis nos niveis
codificados.

xi = Xi — Z/Dxi Equacéao 1

onde:

xi = valor codificado da variavel Xi;

Xi = valor real da variavel,

Z = valor real da variavel no ponto central,
DXi = valor do intervalo de variacao do xi.
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A equacdo 2 representa o calculo dos pontos saxiai
o = (F)¥% = (2K) Ya Equacéo 2

A escolha do numero de ensaios em um experimentoateomposto baseado em
um experimento fatorial completo € n = 2k + 2k +omde:
2X — nimero de pontos fatoriais
2k — namero de pontos axiais (de estrela)
m — namero de replicacdes do ponto central

Yi = F(X1, X2,......, XK) Equacéo 3
Yi =Bo+ BrXy + B2X2 + X3+ B1aXy
2 +B322X2
2 + B33X3

2 312X X, + e Equacéo 4

onde:

Yi = funcao resposta;

X1, X, X3 = valores das variaveis independentes;

B = coeficiente relativo a interpretacdo do planm apeixo resposta;

B1, B2, B3 = coeficientes lineares estimados pelo métododasnos quadrados;
11, B2s, B33 = coeficientes das variaveis quadraticas;

B12, B13, B2s = coeficientes de interacdo entre as variaveispgaddentes;

E = erro experimental.

Tabela 3 Niveis das variaveis independentes codificadaas palelineamento
de composto central das solu¢des tampdao paraag@atdas proteinas.

Niveis
Variaveis Independentes
-1.414 -1 0 1 1.414
pH 4,0 4,6 6,0 7,4 8,0
NaCl (M) 0,0 0,3 1,0 1,7 2,0
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Tabela 4 Delineamento completo do desenho experimentadalagbes tampao.

NUmero do experimento

Niveis codificados das Niveis decodificados

Solucao tampéo variaveis das variaveis
x1 X2 X1 X2
1 Acetato de sédio 0,2M -1 -1 4,6 0,3
2 Acetato de sodio 0,2M -1 +1 4,6 1,7
3 Fosfato de potassio 0,2M +1 -1 7,4 0,3
4 Fosfato de potassio 0,2M +1 +1 7,4 1,7
5 Acetato de sodio 0,2M -1,414 0 4,0 1,0
6 Fosfato de potassio 0,2M +1,414 0 8,0 1,0
7 Fosfato de potassio 0,2M 0 +1,414 6,0 0,0
8 Fosfato de potassio 0,2M 0 -1,414 6,0 2,0
9 Fosfato de potassio 0,2M 0 0 6,0 1,0
10 Fosfato de potéassio 0,2M 0 0 6,0 1,0
11 Fosfato de potéassio 0,2M 0 0 6,0 1,0
12 Fosfato de potéassio 0,2M 0 0 6,0 1,0

x1le X1 =pH

X2 e X2 = Concentracdo de NaCl

Tabela 5 Niveis das variaveis independentes codificadas pakelineamento
de superficie de resposta do processo de extrasfimalo de mamona.

Variaveis Independentes Niveis

-1,682 -1 0 1 1,682
Umidade (%) 14,64 16 18 20 21,36
Temperatura (°C) 116 130 150 170 183
Formulacao (%) 0,80 2,5 5,0 7,5 9,21
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Tabela 6. Delineamento completo do desenho experimental doegso de extruséo

do farelo de mamona.

Niveis codificados

Niveis decodificados

Ensaio das variaveis das variaveis
x1 X2 X3 X1 X2 X3

1 -1 -1 -1 16 130 2,5
2 -1 -1 1 16 130 7,5
3 -1 1 -1 16 170 25
4 -1 1 1 16 170 7,5
5 1 -1 -1 20 130 2,5
6 1 -1 1 20 130 7,5
7 1 1 -1 20 170 25
8 1 1 1 20 170 7,5
9 -1,682 0 0 14,64 150 50
10 1,682 0 0 21,36 150 5,0
11 0 -1,682 0 18 116 50
12 0 1,682 0 18 183 5,0
13 0 0 -1,682 18 150 0,80
14 0 0 1,682 18 183 9,21
15 (C) 0 0 0 18 150 5,0
16 (C) 0 0 0 18 150 5,0
17 (C) 0 0 0 18 150 5,0
18 (C) 0 0 0 18 150 5,0
19 (C) 0 0 0 18 150 5,0
20 (O©) 0 0 0 18 150 5,0

x1 e X1 = Umidade (%)
X2 e X2 = Temperatura (°C)
x3 e X3 = Formulag&o (CaQH%)
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3.3 Anélise Estatistica

O ajuste dos dados experimentais ao modelo utdiZad testado pela analise de
variancia (ANOVA) a partir do uso do teste de disticdo F a 5 % de probabilidade.

A adequacdo do modelo polinomial foi avaliada camapado a proporcédo da variacao
explicada (R).

O processamento dos dados e a andlise estatistara fealizados com o auxilio do
programa Statistica, versdo 7.0, com as variandispendentes codificadas.

Os graficos de superficie de resposta foram dedeshaom o auxilio do programa
Statistica, versao 7.0, por meio do modelo matemftioposto nos niveis reais das variaveis,
mantendo a resposta em funcdo do eixo Z, com @s e{xe Y, representando as variaveis
independentes, ao mesmo tempo em que as demaserarforam mantidas constantes no
ponto central (correspondente ao nivel codificado 0

Para as variaveis respostas que nao geraram mpalidivo e nem tendéncia, ou
seja, quando o valor do coeficiente do modelo dgessdo (B foi inferior a 0,70, os
resultados foram discutidos através de comparagsiongdias analisadas pelo teste de Tukey,
utilizando o programa Xlstat, verséo 7.5.

3.4 Classificacdo Granulométrica

A torta de mamona foi moida em moinho de discoca f@a marca Perten 3600
(1680 rpm) de peneira de 0,8 mm.

O farelo desengordurado de mamona submeteu-sesarthagens, uma mais grossa
e outra mais fina, a fim de obter a granulometiiegaada para o processo de extrusao.

A moagem foi realizada em moinho de disco e facandeca Perten 3600 (1680
rpm) de peneira de 0,8 mm.

Os materiais foram padronizados quanto a granut@neeguindo o procedimento
operacional padrdo descrito por Germainal, 1997. Foi utilizado o equipamento da marca
RO-TAP modelo RX-29-10, no qual se colocou um cotgue peneiras arredondadas e com
abertura das malhas em ordem decrescente (4202865180; 150; 105 e 7&m). Todas as
amostras foram peneiradas durante 10 minutos. @rialatetido em cada peneira foi pesado
e o valor foi expresso em porcentagem, em relagdotal de amostra peneirada.

3.5 Pré-Condicionamento da Matéria-Prima para Extrisao

As farinhas de mamona extrudadas (ensaios de }faraén acondicionadas para os
diferentes niveis de umidade, conforme o delineémnerperimental (Tabela 4). O teor de
umidade inicial foi determinado pela metodologissatita pela Association of Official
Agricultural Chemists (AACC), 1995. A quantidade &gua a ser adicionada foi obtida de
acordo com a equacao 5:

Y= (Uf - Ui) /(100 — Uf) x Pa Equagéo 5

onde:

Y= quantidade de agua a ser adicionada (mL)
Uf= umidade final da amostra (%)

Ui= umidade inicial da amostra (%)

Pa= peso da amostra (Q)
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A umidade inicial das misturas foi determinada pdsase 5 g de cada tratamento e
colocando em balanca de infravermelho. A seguitaseamostras foram pesadas e seus
valores diretamente expressos em umidade (%).

As amostras, depois de condicionadas (pela adig@gula potavel), foram colocadas
em sacos de polipropileno, homogeneizadas e armdasrsob refrigeracdo durante tempo
médio de 12 horas, suficientes para que a disti@lou¢ absor¢cdo da agua fossem uniformes.
Apos este periodo, a farinha foi submetida ao psirede extrusao.

3.6 Processo de Extrusao

O processo de extrusao foi realizado em um extrdeorosca simples Brabender
DSE 20DN acoplado a um aparelho de torque DSE BG@3lpurg, Alemanha).

Foi utilizado parafuso numero 3. A velocidade o&agéo do parafuso permaneceu
constante em 133 rpm. A taxa de alimentacao fdi,d8& kg/h numa velocidade de rotacao de
27 rpm. Foi utilizada a matriz de saida de 3 mrdidmetro.

As temperaturas das zonas de alimentacado (zonald transicao (zona 2) ficaram
em torno de 64 °C, 120 °C respectivamente, de nadduzir que a temperatura da zona de
alta pressédo (zona 3) permanecesse de acordo ctempeeratura estipulada em cada
tratamento, conforme Tabela 6.

As amostras acondicionadas de farelo de mamonangtasieirado referente aos
experimentos dos numeros 1 ao 20 foram extrudasias que a extrusora ficou estabilizada
nos seus parametros previamente definidos.

Apés a extrusdo as amostras foram secas em eS&uf&Clpor 3 horas para diminuir
o conteudo de agua na qual foi absorvida na saidxtiusor. Apds este periodo as amostras
foram embaladas em sacos de polietileno a fim deéana integridade do extrudado.

3.7 indice de Expans&o Radial (IER)

Os indices de expansao radial (IER) foram calc@a#gguindo a metodologia descrita
por Alvarez-Martinezt al. (1988), de acordo com a seguinte equagao:

IER = (D/Dy)®

Onde:
D: diametro do extrudado quando atingiu a temperanmaiente
Do: diametro da matriz (matriz radial)

O didmetro dos extrudados foi verificado utilizarsboum paquimetro Disma 6” 150
mm (Sao Paulo, SP, Brasil). A medicdo foi realizata trés pontos distintos de cada
extrudado e o didmetro resultante da média destegeq num total de 4 repetices.

3.8 Composigéo centesimal

O farelo e a torta de mamona foram moidos de acavdoitem 3.5 e encaminhados
paraas andlises de umidade (AOAC, 2005, método 925.68ifitado), cinzas (AOAC,
2005, método 923.03), extrato etéreo (AOAC, 200&toso 945.38) , fibra (FDN: AOAC -
2005 — 2002.04), nitrogénio total (AOAC, 2005, au&t 2001.11 modificado), nitrogénio
nao protéico (R. Lees,1982; Kjeldah tradicional rficaldo).
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3.8.1 Umidade

Foram pesadas em balanca analitica Mettler Tolpoixemadamente 2 g da amostra
em pesa-filtro tarado (agquecido em estufa 98-100 f&@ cerca de 1 hora, esfriado em
dessecador até chegar a temperatura ambiente).

As amostras foram aquecidas em estufa da marca itearea de 98-100 °C, por 3
horas, até obter peso constante. A cada 1 h@mastras foram retiradas da estufa, esfriadas
em dessecador, até alcancar temperatura ambigresaglas. O percentual de umidade foi
obtido de acordo com a Equacéao 6.

U (%)= K Pb _PF; C_Ogja”te ﬂ x 100 Equago 6

Onde:

U (%) = teor de umidade (g/100g de amostra)

Pa= peso do pesa-filtro vazio

Pb = peso em g do pesa-filtro

P constante= peso constante em g do pesa-filtro + residue apaporacao

3.8.2 Cinzas

Foram pesadas em balanc¢a analitica Mettler Tolptixemadamente 2 g da amostra
em cadinho de porcelana tarado (aquecido em meftaade 550 °C por 1 hora, esfriado em
dessecador até chegar a temperatura ambiente).

As amostras foram pesadas e carbonizadas no bicdBuhsen na capela.
Posteriormente, as amostras foram levadas a m&##®&C, por 5 horas. Apds este tempo as
amostras foram retiradas da mufla e colocadas essedador para esfriar até temperatura
ambiente.

Os cadinhos contendo as cinzas foram pesados era¢ecinzas foi calculado
através da equacao 7.

CZ (%)= ( Plp_a Pj x100

Equacéo 7

Onde:

CZ (%) = teor de cinzas (g/100g de amostra)

P1 = peso do cadinho contendo as cinzas em gramas
P = peso do cadinho vazio em gramas

Pa= massa da amostra em gramas

3.8.3 Extrato etéreo

Foram pesadas em balanca analitica Mettler Tolg@toxemadamente 5 g da
amostra. A amostra foi transferida para o baladuddo redondo tarado contendo algumas
pérolas de vidro (aquecido em estufa cerca de COfot 1 hora, esfriado em dessecador até
chegar a temperatura ambiente).

Cerca de 5g de amostra foi pesada em cartucho tdec&s. Os cartuchos foram
fechados com algodéo e colocados no extrator del&pxlurante 16 horas. Procedeu-se um
ensaio em branco. A velocidade de evaporagdo/cead@&a do éter foi controlada para se
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obter o valor maximo de rendimento na extracdo. durwe de solvente perdido por

evaporacao foi completado de modo a ndo permity gubaldo ficasse seco. Apds este
periodo, o baldo de extracdo foi retirado e o daidede solvente existente no baldo foi
evaporado no rotavapor. O baldo foi colocado ennfasia temperatura de 60°C por 3 horas.
O baldo foi retirado da estufa, esfriado a tempematambiente em um dessecador.
Posteriormente pesado. O teor de extrato etéremalfoilado através da Equacéo 8.

EE. () :(Pl -P I—:’Pbrancoj <100
a

Equacao 8

Onde:

E.E. (%) = teor de extrato etéreo (g/100g de amostra)
P1= peso do balédo + residuo

P = peso do baldo vazio

Pbranco = peso do branco de analise

Pa= peso da amostra

3.8.4 Fibra

Consistiu na quantificagdo das fibras insollveisgavés da determinacédo de fibra
detergente neutro. Foram pesadas em balanca emaliéttler Toledo aproximadamente 1 g
da amostra em cadinho filtrante, tarado (aquecidoestufa cerca de 105°C por 2 hora,
esfriado em dessecador até chegar a temperatureerae)b O cadinho com amostra foi
colocado no digestor de fibras de 6 provas da méaeta acrescentado de 100 mL da solucao
de FDN, 2 mL de octanol, 10 mL da solucdo de upaea fervura durante 60 minutos. Apos
este procedimento o contetdo do cadinho foi laviadezes com 30 mL de agua destilada
fervente circulando o vidro e ligando o equipametgwvacuo apos cada lavagem. O contetudo
foi lavado 3 vezes com 30 mL de acetona. Os cadifitiantes foram retirados do aparelho
e colocados na estufa 105°C por 8 horas. Depdscamos na mufla a 550°C por 3 horas e
pesados. O célculo do teor de fibra detergentemseague a Equacao 9.

(cadinho + residuo de FDN) - (cadinho + cinzas)
Pa

FDN=( jxloo

Equacéo 9

FDN = teor de fibra detergente neutro (g/100g de ampst
Pa= massa de amostra

3.8.5 Nitrogénio total

Cerca de 1,0g de amostra foi pesada em papel mantn seguida o papel com
amostra foi dobrado e transferido para o tubo desti#io. Procedeu-se um ensaio em branco
de um material de referéncia. Foi adicionado ao tidbdigestdo uma pastilha de catalisador e
6mL de HSO, P.A.

Os tubos de digestdo mais amostra foram colocamlbtono digestor. A cada 1 hora
a temperatura foi aumentada em 50°C, gradativamei#e350°C. A digestdo ocorreu até
uma hora ap0s o aparecimento da coloracdo clareodtetddo do tubo. Os tubos foram
esfriados até a temperatura ambiente e em se@viddds para destilador Tecnal.

Em erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 30 mL decéalule acido borico a 5%,
com 4 gotas de indicador. O erlenmeyer foi coloczalsaida do destilador.
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Cerca de 20 mL da solucdo de NaOH 40% foi colocaolocopo dosador do
destilador, A destilacdo ocorreu até a viradaadiacio indicadora de rosa para verde. Apés a
virada, aguardou-se mais 10 minutos para interromplestilacao.

O destilado foi titulado com a solucdo dgSy, 0,05M padronizada até viragem de
verde para rosa. O teor de Nitrogénio total fotekdo através da Equacéo 10.

N(%):((V—Vb);:lxo,omjx 100

Equacaoll

Onde:

N (%) = teor de nitrogénio total (g/100g de amostra)
V = volume de HSO, gasto na titulagéo da amostra
Vb = volume de KHSQO, gasto na titulagdo do branco
M = molaridade da solucéo de$0,

Pa= massa de amostra digerida em gramas

Para obter o resultado em proteina o resultadenfdiiplicado pelo (5,75) fator de
conversao de nitrogénio em proteina.
E = fator empirico de conversédo nitrogénio/proteina
Fatores de conversao

3.8.6 Nitrogénio nao protéico

Foram pesados, em balanca Mettler Toledo, 5 g destamn em tubos Falcon.
Procedeu-se ensaio em branco e de um materiafetémeia. Foram adicionados 45 mL de
acido tricloroacético 15% aos tubos Falcon com amo0® material foi agitado manualmente
e deixado em repouso por 30 minutos. Em seguidadntrifugado a 2000 rpm por 10
minutos. Apoés a centrifugacdo o material foi fitea vacuo com papel de filtro Whatman n°
3. O filtrado obtido foi pesado em um tubo Falcoeviamente tarado (Extrato Total obtido
com TCA 15%). Deste extrato total obtido, ainddakanca, pesa-se por diferenca cerca de 5
g retirando-se uma aliquota de 5 mL (Aliquota ddrd® para analise), utilizando um
pipetador automatico e transferindo em seguida@éuho de digestéo.

Os tubos de digestdo mais amostra foram colocamlbsono digestor. A cada 1 hora
a temperatura foi aumentada em 50 °C, gradativaanabd 350 °C. A digestdao ocorreu até
uma hora apdés o aparecimento da coloracdo clareodteido do tubo. Os tubos foram
esfriados até a temperatura ambiente e em se@viddds para destilador Tecnal.

Em erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 30 mL decéalue acido bdérico a 5%, 4
gotas de indicador, colocado na saida do destilador

Cerca de 20 mL da solucdo de NaOH 40% foi colocaolocopo dosador do
destilador. A destilacdo ocorreu até a virada diacdo indicadora de rosa para verde. Apos a
virada, aguardaram-se mais 10 minutos para intgreo destilacao.

O destilado foi titulado com a solug¢édo dgsSEy 0,05 M padronizada até viragem de
verde para rosa. O teor de Nitrogénio total fotekdo através da Equacéo 11.
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VxMx0028xExtratoTotal| (V. XM*0,028x Extratorota), ..
Aliquotado Extrato Aliquotado Extratq,,,., 100
X

NNP(%) =

Pa Equacéo 11

Onde:

Pa= peso da amostra

V = volume de SO, gasto na titulagéo

Vbranco = volume de K50, gasto na titulagdo do branco
M = molaridade da solugao de$0,

Extrato Total = Extrato Total obtido com TCA 15%
Aliguota do Extrato = Aliquota do Extrato para analise

3.9 Andlises de proteinas

3.9.1 Preparacéo do extrato protéico

A extracdo da proteina da torta de mamona foi zadéi utilizando 5g de torta
desengordurada (prensa expeller) e moida (itent8m)30 mL da solucédo tampéao de acetato
de sodio 0,2 M ou fosfato de potassio 0,2 M concteatracdo de cloreto de sddio (NaCl) e
pH seguindo o desenho experimental experimentagldah pagina 19 (Tratamento 1-12). As
12 solugBes foram preparadas de modo a elegerdgled extraisse maior quantidade de
proteina. A melhor solucédo seria usada para exsgiroteinas do farelo de mamona.

A extracdo da proteina do farelo de mamona foiz&adé utilizando 5g de farelo de
mamona extrudado e 30 mL solu¢édo tampéao fosfatspiat 0,2 M com 1,7 M de NaCl, pH
7.4 (solucéo eleita para extracao de proteinamddofde mamona por estar dentro dos limites
de maior quantidade de proteina extraida estadekegpelo grafico de superficie) As
amostras foram homogeneizadas em blender 34BL9Z-{Waring Commercial, New
Harford, USA) durante 2 minutos e posteriormerteaflas em filtro de algod&o. Este filtrado
foi submetido a centrifugacdo em uma centrifugendeca Thermo, modelo multifuge 3L-R a
4000 rpm, sob a temperatura déC4 durante 15 minutos.
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O procedimento simplificado de extracdo e puriff@aparcial das proteinas tanto do farelo
guanto da torta de mamona pode ser visto atraviéguia 11.

FARELO DE MAMONA EXTRUDADO

I . R

TAMPAO FOSTATO (0,2M, NaCL

L tiMpH7S |

BLENDER (HOMOGEINIZACAO)

e
CENTRIFUGACAO 4000rpm
; .

L #c0mn 0]
| SOBRENADANTE _ m==—p| PRECIPITADO |

PRECIPITAQAO COM SULFATO DE
[T o T X 17—
CENTRIFUGACAO 9000rpm,
L #c2omin |

‘ RESSUSPENSAO 30mL DE H,0 l

Figura 11. Fluxograma de extracdo e purificacdo parcial dagepas

3.9.2 Precipitacdo com sulfato de aménio

O sobrenadante proveniente da centrifugacédo (15enéxttato), tanto da torta quanto
do farelo de mamona, foram precipitados com sutiataménio [(NH).SOy] a 90% (9,95 de
sulfato de aménio) e centrifugados a 9000 rpA¢ 4por 20 min.

Apbs a centrifugacao as amostras foram dialisadesight contra agua corrente em
membrana de didlise Spectra/Por (Thomas Scientifi§,A.) com limite de exclusdo de 3,5
kDa.

3.9.3 Solubilizacdo da amostra protéica

Para a solubilizacdo do material proveniente déatde mamona foi usada uma
solucéo tampéo fosfato pH 7,4. O material proverieio farelo de mamona foi solubilizado
em agua destilada. Estas solu¢cbes foram avaliagasaja dosagem de proteinas totais da
amostra e aplicagédo em eletroforese desnaturé®sS-PAGE.
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3.9.4 Quantificacdo colorimétrica das proteing

As amostras extraidas do farelo e da torta de manioram quantificadas para
proteinas segundo o método de Bradford (1976).nfraitdizados 100 pL do extrato 5 mL do
reagente de bradford, previamente preparado. Asanéblorimétrica foi realizada utilizando
um espectrofotometro da marca Analytikiena modgecsrd 210, no comprimento de onda
de 595 nm.

3.9.5 Eletroforese desnaturante em SDS-PAGE

Foi utilizado o sistema de eletroforese da marcadi e a metodologia de preparacao
dos géis descrita por Laemmli (1970).

3.9.5.1 Preparo e polimeriza¢do dos géis de acrilada

- Preparo e Polimerizacao do Gel de Separacaari25

O gel foi preparado em kitassato de 100 mL adieidna6,25 mL de tampé&o TRIS pH 8,8;
6,00 mL de agua destilada; 12,5 mL de solucéo diamida a 30% (p/v) — Gel a 12%, 0,25
mL de solucdo de SDS a 10% (p/v). O kitassato cawmiwgao foi acoplado ao vaculo por 20
minutos para deaeracdo. Foi adicionado a soluc@opl5 da solucdo de perssulfato de
amonio 10% e 80 pL de TEMED. O conteudo foi vertddre as placas de vidro previamente
montadas. Em seguida, com o auxilio de uma sedongaagulha, foi aplicado sobre o gel,
uma solucao de SDS a 1% (p/v), ao longo da extethsdadro, para que o gel polimerizasse
sem deformacdes e para evitar desidratacdo na Isongerior. A polimerizacdo do gel
ocorreu em cerca de 20 minutos. Solugéao de SDS, guédoi adicionada em cima do gel de
separacao, foi descartada.

- Preparo e Polimerizagao do Gel de Empilhameritd mL
O gel foi preparado em um kitassato de 100 mL,jadéndo 2,5 mL de tampéao TRIS pH 6,8,
5,4 mL de 4gua destilada, 2,0 mL de solucdo déaatda a 30% (p/v) 100 pl de solucdo de
SDS a 10% (p/v). O kitassato com a solucéo foi laclmpao vaculo por 20 min. Passados os
20 min., desconectou-se a mangueira de vacuo asskito e adicionou-se a solugéo deaerada:
100 ul da solucéo de perssulfato de amonio a 16%d de TEMED. A solucéo foi agitada
e vertida entre as placas de vidro, por cima dalgedeparagédo polimerizado; rapidamente o
pente foi inserido com angulacéo de 10° no gelnggilkamento para demarcar as areas para
aplicacdo das amostras no gel. Ap6és 20 minutosrexcoa polimerizacdo e o pente foi
retirado. Os pocos foram enxaguados com solucdpdmame corrida e logo em seguida esta
solucgéo foi descartada.

Os espacadores junto com as placa de vido forarade$ do suporte e acoplados ao
suporte central (cooler) da cubra. Este conjunton&erido na cuba eletroforética e 2 L de
solucdo Tampao de Corrida foram adicionada atérciparte inferior das placas de vidro.
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3.9.5.2 Preparo e aplicagcdo da amostra no gel e dda

O material (200ul) foi retirado da membrana deiskéé transferido para um tubo de
ensaio, adicionando-se posteriormente tampéao detear{@00 pl).
O conteudo do tubo foi aguecido em banho-maria2pminutos em placa de aguecimento e
resfriado.

O Cooler (suporte moével) da parte central da cubodorética foi retirado. Com
ajuda de uma microsseringa foi aplicado 20 pL dasséras nos pocos.

Apos aplicacdo da amostra o Cooler foi inseridardetia cuba eletroforética na qual
foi tampada. Os cabos foram conectados ao voltinigte manteve a voltagem em 100V, e
mangueiras de entrada e saida de &agua foram a@sst&@ tempo de corrida foi
aproximadamente 7 horas.

Os marcadores de massa molecular utilizados foranfadricante Biorad com a
seguinte composigao:

Marcador de alta massa molecular: 204,44 kDa, 81K[¥a, -galactosidase; 98,08
kDa, albumina de soro bovino; 47,11 kDa, ovoalbanin
Marcador de baixa massa molecular: 103,03 kDaofits$e B; 80,66 kDa, albumina de soro
bovino; 49,49 kDa, ovoalbumina; 36,54 kDa, anidraaebbnica; 28,83 kDa, inibidor de
tripsina de soja; 19,44 kDa lisoenzi

Apds completada a corrida, a fonte de energia &da foram desligadas e a solucao
tampéao de corrida foi descartada. O Cooler foirdeatlo e os espacadores contendo os geéis
foram retirados de dentro da cuba eletroforética.e@pacadores foram removidos, assim
como os vidros para a liberacdo dos géis. O getndpilhamento foi separado do gel de
corrida com o auxilio de uma espatula.

3.9.5.3 Coloragéo e revelacao dos géis de poliaaniida

As proteinas dos géis foram coradas por 14 honarr(ight) com uma solucdo de
acido acético 10% (v/v), &lcool metilico 40% (vé&vCoomassie Brilliant Blue R250 1% (v/v).
sob agitacdo em capela, coberto com filme de [lehet

Os géis foram descorados em solugdo contendo 108%odg &cido acético e 40%
(v/v) de alcool metilico, renovando a solucdo aacad minutos, até obtencdo de revelacéo
nitida. O célculo da massa molecular das fracta®ipas foi efetuado mediante a construgcéo
das curvas padrdo, com massas moleculares dosdogesaontra as respectivas distancias
percorridas no gel. O gel foi colocado em papelddsenho de gramatura 300 §/para
secagem.

3.9.5.4 Secagem do gel

O gel aderido ao papel foi seco no médulo de secatgeeletroforese da Biorad, a 80
°C, sob vacuo, durante 2 horas e 50 minutos. O eyehgneceu no secador por mais 1 hora
até gue ocorresse total resfriamento da camara.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Granulometria

A distribuicdo granulométrica € considerada par&rusfo como um fator de
qualidade, segundo (ALTAMt al, 2008). A uniformidade no tamanho das particpisnite
maior difusividade da &gua evitando aglomeragddoomacdo de grumos, nos quais irdo
prejudicar o transporte antes da extrusdo, assimo @ coc¢cdo do material apos a extrusao
(ASCHERIet al, 2007).

O tamanho das particulas também pode afetar a otagda, a densidade,
viscosidade e textura do material extrudado.

Conforme Ascheri (2008), o tamanho das particudes sido também apontado
como um fator importante na expansao, principalmentando se utiliza extrusores com
rosca unica. Particulas pequenas se fundem prinresaltando em uma viscosidade baixa,
dificultando o transporte de todo o material.

Os resultados da distribuicdo granulométrica doeldarde mamona estédo
apresentados na Figura 12. A analise dos resulfmtaste observar que o farelo de mamona
obteve maior retencdo na peneira de abertura 73d/h500).

60 -
Farelo de mamona
® 50 -
&
g
g 40
(-9
S 30 - 27,15
£ 20 | 18,39
s 13,32
= 11,21 39,00 9,86 9,82
e 10 -
0,24
0
Fundo‘ 75 ‘ 105 ‘ 150 ‘ 180 ‘ 250 ‘ 355 ‘ 420
Tamanho da particula (um)

Figura 12. Classificacdo granulométrica do farelo de mamona.
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4.2 Indice de Expansao Radial

A figura 13 mostra os extrudados obtidos a padidedsenho experimental (1 a 20) da
Tabela 6.

O extrudado referente ao ensaio 11, no qual foetedo com teor de umidade 18%,
temperatura 1€ e 5% Ca(OH)apresentou-se mais homogéneo quanto a sua estios
extrudados referentes aos ensaios 17, 18, 19 apaesm®-se menos homogéneos.

N&o houve expansado para todos 0s ensaios, o retuléan IER=3. Este valor ja era
esperado ja que o farelo de mamona em sua compg@sigdui um alto teor de fibra, cerca de
50% e baixo teor de carboidrato (FREITAISal, 2008).

A expansdo de um produto depende da sua composicdlas condicbes de
processamento, além da intensidade de vaporizacaguh (ASCHERI, 2008).

Figura 13. Extrudado do farelo de mamona.
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4.3 Densidade Aparente

A analise de variancia (ANOVA), o teste F, os aefites de regressdo e as
respectivas probabilidades estédo apresentados elaTd. O coeficiente de determinacao
(0,666) apresentou um valor muito baixo para queodelo seja preditivo. Portanto, ndo
foram construidos graficos de superficie de respasm foi gerado modelo da equagéo, no
entanto, os resultados foram discutidos atravéeste de comparacdo de meédias realizadas
pelo teste de Tukey (Tabela 7).

Tabela 7 Teste F da andlise de variancia, coeficiente dgessdo e respectivas
probabilidades do modelo de regresséo quadratizada a densidade dos extrudados.

Fator TesteF Coeficiente de Regresséao Valegp
Intercepto 116,1118 --
Umidade (U) 4,010846 -13,1309 0,101887
u? 0,778219 0,2459 0,41807F2
Temperatura (T) 0,466723 0,0100 0,524863
T? 0,007374 0,0002 0,934902
Formulacéo (F) 0,003908 7,9662 0,952573
F 0,156696 0,0705 0,7085%3
UxT 0,163222 0,0151 0,7029G8
UxF 0,338147 0,1738 0,586130
TxF 6,895814 -0,0785 0,046759
Falta de ajuste 24,9216 0,011924
R 0,67

-- N&o determinado
"= Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
*significativo a nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 8.Teste de Tukey da densidade dos extrudados de tlgehamona.

Ensaio Densidade
1 7,41+ 0,45%
2 14,76+ 0,5%
3 12,89+ 1,78°
4 1,33+ 0,20
5 0,57+ 0,06
6 8,17+ 1,37
7 5,24+ 0,52
8 0,38+ 0,08
9 11,81+ 0,69
10 6,32+ 1,18
11 6,43+ 1,68°
12 6,67+ 1,08
13 6,80+ 0,17
14 8,26+ 0,55
15 12,83+ 0,37
16 5,82+ 0,5%
17 5,66+ 0,42
18 5,41+ 0,341
19 1,22+ 0,08
20 1,35+ 0,27

*Média com letras diferentes na mesma coluna, elifesignificativamente entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).
**Média + desvio padrao

O farelo de mamona extrudado apresentou alta dmtesidariando de, 14,76 a
0,38g/cm. Ensaios com tratamentos de maior temperatura@entracdo hidréxido de célcio
Ca(OH) apresentaram maior densidade aparente ou maiodgreompactacao.

Quanto maior o indice de expansao radial, mena& aedensidade aparente, isso
ocorre devido a formacdo de bolhas internas de arestrutura do material que,
consequentemente aumenta seu volume e reduz @seu p
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4.4 Caracterizacao Quimica

4.4.1 Composigéo quimica da torta de mamona

A determinacdo da composi¢do centesimal da tortma@ona em base Umida esta
apresentada na Tabela 9.

Tabela €. Composicdo centesimal da torta de mamona g/100g.

Ensaio Umidade Cinzas Lipideo Proteina FDN

Torta de mamona 9,73+0,03 5,48+0,06 10,26%0,02 22,48 47,81+0,56

***Teor de proteina calculado por nitrogénio totafrogénio ndo proteico X fator de converséo paciginas
de oleaginosas 5,75

O teor de umidade da torta de mamona da cultivergBacu foi em meédia 9,73%. O
teor de umidade é um dos fatores preponderantgwas&rvacdo da qualidade dos graos
durante o armazenamento e para a obtencdo de wut@rde melhor qualidade depois do
processamento.

As cinzas corresponderam a 5,48% em média da cigApasa torta. Evangelistt
al. (2007) constatou a variacao no teor de cinzag astcultivares (Al Guarany 2002) 7,66%
de cinzas e (Nativa) 10,86% de cinzas.

Outra analise realizada pela Embrapa Algoddo mosfue a cultivar Paraguacu
possui 3,37% em conteudo mineral, inferior ao etrado neste trabalho para a mesma
cultivar. Portanto, a variacdo do conteddo minamaktas sementes esta relacionada
diretamente com o solo nas quais estas espécéan faitivadas.

O valor encontrado para teor de lipideo foi 10,2@Beire (2001) analisou a
composicao do farelo e da torta de mamona, obtdthd para torta e 1% para o teor de
lipideo do farelo. O teor lipideo da torta (obtiokelo processo de extracdo do 6leo a frio) e
maior que o teor do farelo (obtido pela extracam solvente), isso ocorre devido ao menor
rendimento de extracao de 6leo por prensagem noec@IORETTO e FETT, 1998).

O valor obtido de fibra detergente neutro (FDN)4@j81, O contetdo de (FDN) em
torta de mamona para Evangelistaal. (2007) foi de 58,34% para a cultivar Paraguacu e
55,98% para a Nativa.

Proteina total correspondeu a 22,48% da composigdorta de mamona. Segundo
Bewley e Black (1985), o teor de proteina de seesenteaginosa em geral € inferior ao
conteudo de proteina dos cereais e estes infedsrésguminosas ricas em 0Oleo. Observa-se
que, dentre os componentes quimicos da semenf@otEnas sempre se apresentam em
menor propor¢cao do que os carboidratos ou os dipjdixcecao feita a soja.

A semente de mamona possui em média 30% de prdirite este valor varia em
funcdo das condicbes do ambiente e das técnicasliio que afetam o estado nutricional
das plantas.
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4.4.2 Composigao quimica do farelo de mamona

A determinacédo da composicao centesimal do farelmamona em base Umida esta
apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Composicéo centesimal do farelo de mamona g/100g.

Ensaio Umidade Cinzas Lipideo Proteina NNP FDN

Farelo de mamona 9,17+0,02 6,93+0,09 1,21+0,02 35,7 0,33 --

**Média + desvio padrao

***Teor de proteina calculado por diferenca entigogénio total e nitrogénio ndo protéico multiplito por
5,75 (fator de converséo de nitrogénio para prajein

-- Valor ndo determinado

FDN Fibra detergente neutro

NNP- Nitrogenio ndo protéico

De forma geral as composi¢des de matérias primasepdrusdo permitem indicar o
grau de esforco mecanico e assim prever os reesltad transformacdo dos mesmos pelo
efeito do cisalhamento. Desta forma, altos teoegardura implicam menores taxas de
cisalhamento e altos conteudos de proteinas inmpliganbém maior resisténcia dentro do
sistema de extrusdo provocando também maiores tixasalhamento. A alta percentagem
de proteina implicou taxas de esforco mecanicongodificou as estruturas protéicas, como
poderd ser verificado mais adiante. O baixo teogatelura, menos de 2%, € um fator que
ajuda a provocar altos esforcos mecanicos na é@xtrd®rtanto, do ponto de vista técnico a
composicao do farelo permitiu resultados satisi@sono processo de extrusdo. Do ponto de
vista nutricional acreditamos que valores cerc8%#% de proteina no farelo resultam num
produto promissor para possiveis usos na formuldedacoes.

4.4.3 Composicéo quimica do farelo de mamona extrado

A Tabela 11 apresenta os resultados da composgéestmal do farelo de mamona
em base Umida.

O teor proteina variou de 35,31% a 27,14%. Estéetdio foi quantificado a partir do
nitrogénio total e fator de converséo 5,75 paragi®sa.

O teor de proteina do farelo de mamona nao extoudisidde 35,7% (Tabela 10),
portanto, podemos observar que ndo ocorreu mudamg¢aor de proteina apds a extrusédo
(35,32%). Antes da extrusdo o teor de Nitrogénio pébtéico foi 0,33% (TabelalO) era
esperado que com a extrusdo o teor de nitrogéruopr@éico (0,20 a 0,41%) tivesse um
aumento. O baixo valor deste nos sugere que naeehudrolise total das proteinas e sim
uma possivel desnaturacéo.

No estudo de Freitast al. (2008) o contetudo de proteina ficou entre 28,32,32%
(fator de conversao 6,25). Os autores relataranogoe uma discrepancia no valor protéico
em virtude do uso do fator de conversao de nitriogéara proteina.

Para cada produto existe um fator especifico nd tgwea em consideracdo a
composicdo em aminoacidos. Na American Oil ChemiStdciety (AOCS, 2004), estdo
reportados valores especificos para véarias olesggm@om exce¢do da mamona.
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O resultado para cinzas foi de 14,77 a 8%. O cootel@ cinza € proporcional ao de

hidroxido de célcio Ca(OHpdicionada aos ensaios. Valores similares forarortagos por
Gomes (2007), que quantificou 11,4% de cinzas eefcfae mamona destoxificada.

Tabela 11 Andlise centesimal do farelo de mamona extruddt@0g) em base umida.

Proteina

Ensaio Umidade Cinzas Lipideo FDN NP
Total
1 3,49 + 0,08 8,78 + 0,02 0,87 + 0,02 58,45 + 0,062 30,82 0,21
2 2,67 + 0,29 12,79 + 0,03 1,03 + 0,0%° 51,87 + 0,78" 29,61 0,41
3 2,08 + 0,00 9,03 + 0,0% 0,74 + 0,02 51,75 + 0,08" 35,31 0,20
4 2,26+0,1% 14,77 + 0,00 0,87 + 0,00 47,72 + 0,07 27,14 0,40
5 3,12 +0,1%° 9,27 + 0,05 0,84 + 0,01 53,26 + 0,689" 30,42 0,29
6 3,28 + 0,0¥ 13,84 + 0,13 0,96 + 0,01 50,60 + 0,36 32,72 0,28
7 2,54 + 0,167 9,30 + 0,02 0,74 + 0,08 50,70 + 0,02 32,49 0,21
8 2,67 + 0,02 13,30 + 0,00 0,73+ 0,01 53,99 + 0,04 33,12 0,24
9 2,26 + 0,07 11,93 + 0,07 0,60 + 0,0% 51,21 + 0,47 34,56 0,32
10 2,46 + 0,08 11,09 + 0,09 0,75 + 0,04 56,47 + 0,48 31,63 0,24
11 2,72 + 0,04 11,16 + 0,08 0,90 + 0,02 52,30 + 0,48" 31,68 0,31
12 2,41 + 0,05 10,54 + 0,04 1,43 + 0,08 56,11 + 0,6% 31,34 0,20
13 2,22 + 0,08 8,01 + 0,06 0,82 + 0,02 47,07 + 0,47 34,27 0,21
14 2,51 + 0,05 13,65 + 0,0% 0,74 + 0,09 53,80 + 0,3% 32,60 0,36
15 2,46 + 0,0%" 11,36 + 0,08 0,87 + 0,08 54,91 + 0,45 31,22 0,32
16 2,31+0,1%° 11,66 + 0,08 0,90 + 0,16 58,04 + 0,0? 30,42 0,27
17 2,91 + 0,0%¢ 10,28 + 0,00 0,99 + 0,16 57,40 + 0,6&° 27,83 0,32
18 2,84 + 0,06 10,97 + 0,01 0,98 + 0,18 54,30 + 0,39 30,13 0,38
19 2,80 + 0,165 11,47 + 0,06 0,99 + 0,01 53,90 + 0,08 30,59 0,41
20 2,52 + 0,09" 11,94 + 0,03 1,05+ 0,51 47,74 £ 0,20 32,43 0,40

*Valores sdo: média + desvio-padréo.
**Médias seguidas de letras iguais, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivesigaifi
cancia de 5% 0,05).

***Teor de proteina calculado por Nitrogénio totatrogenio ndo proteico X fator de conversao padaginas
de oleaginosas 5,75
***x% NNP = Nitrogénio ndo protéico

O farelo de mamona analisado neste trabalho é pieve de uma usina de biodiesel
que utiliza técnicas drasticas de extracdo, esdotguase por completo o conteddo de 6leo
na torta, o que justifica o baixo teor 0,60 a 1,43%
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O conteudo de fibra detergente neutro (FDN) teva uariacdo de 58,45% a 47,72%.
O farelo desengordurado de mamona possui comoteestica principal alta concentracao
de fibra insoluvel (celulose, hemicelulose e lighjrportanto, o farelo de mamona extrudado
ensaio (1 ao 20) pode ser considerado com altodie¢DN quanto que Silvet al (2010),
observaram valor inferior, de 38,26%.

As pesquisas com farelo de mamona tém sido ret@nesizentemente pela alta
demanda do 0leo para fabricacdo do biodiesel. €lofate mamona destoxificada tem sido
avaliado para inclusdo na dieta de animais.

Reis (2008) verificou influencia da substituicdo fiwelo de soja pelo farelo de
mamona destoxificada na alimentacao de ovinos bAtguicao foi feita nas concentracdes de
33%, 67% e 100%. O farelo foi destoxificado poroala#vagem, a temperatura de 121°C, por
60 minutos. Foi concluido que o consumo de protieinta foi superior quando a substituicao
foi 33%. O aumento de consumo de FDN para estesa@foi significativo.

Segundo o NRC (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2001),teor de FDN nas
dietas de ruminantes deve possuir entre 25 e 36fordansoluvel.

4.5 Quantificacdo e ldentificacdo de Proteinas

4.5.1 Proteina da torta de mamona

As concentracOes de proteinas extraidas e quadific segundo o meétodo de
Bradford (1976) apresentaram valores que variamarh,@6 a 6,99 g/100g de torta, sugerindo
que o método permite a extracdo da ricina e dospostos alergénicos e ndo de outras
proteinas. (Tabela 12, pagina 38). Estudos reladosm ao rendimento de extragdo de
proteinas de torta de mamona ainda ndo sdo beos.clarque tem sido observado € o estudo
sobre o rendimento de proteina extraida a partgedeente (KIM, 2001; ANANDANet al,
2005), os autores relatam valores de extracdoailearna ordem de 0,3g/kg de semente.
Deve-se ressaltar que essa extracao foi realizawhaHCl, pH 3.8 e que este é um liquido
extrator diferente dos utilizados neste trabalho.

O estudo dos efeitos do pH e da concentracdo deé Na€xtracdo de proteina foi
estabelecido através de um delineamento compost@t6CCD), cujas variaveis codificadas
e a resposta gerada estéo dispostas na Tabelgida 48, no item Materiais e Métodos.

A Tabela 12 apresenta o resultado da analise dacéxt de proteina pelo método de
Bradford.
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Tabela 12. Quantificacdo de proteina extraidas da torta deanam

] . Niveis Codificados variavel R ¢
Numero do experimento das Variaveis ariavel Resposta

(Solugao tampéao)

X1 X2 Proteinas/100g

1 Acetato de sédio 0,2M 4,6 0,3 1,657
2 Acetato de sodio 0,2M 4,6 1,7 2 657
3 Fosfato de potassio 0,2M 7,4 0,3 4,755
4 Fosfato de potassio 0,2M 7,4 1,7 6,735
5 Acetato de sodio 0,2M 4,0 1,0 1,662
6 Fosfato de potassio 0,2M 8,0 1,0 5172
7 Fosfato de potassio 0,2M 6,0 0,0 1,844
8 Fosfato de potassio 0,2M 6,0 2,0 6,743
9 Fosfato de potassio 0,2M 6,0 1,0 6,303
10 Fosfato de potassio 0,2M 6,0 1,0 6,989
11 Fosfato de potassio 0,2M 6,0 1,0 6,092
12 Fosfato de potassio 0,2M 6,0 1,0 6,119
X1 = pH

X2 = Concentracdo de NacCl

Tabela 13 Teste F da andlise de variancia para as solugigses

Fator sQt GL? MQ?3 Fcalc® Ftab®
Regressao 48,0347 5 9,606935 18,73017 1% =8,75
Residuo 3,0775 6 0,512912 5% = 4,39
Falta de Ajuste 2,54967 3 10% = 3,11
Erro puro 0,52780 3
Total 51,11215 11
R2 °= 0,93979

!Soma dos quadradd§rau de liberdadéQuadrado médidf calculado?’F tabeladd
®Coeficiente de regressao.



O modelo apresenta um bom resultado para o cadtfcide regressdo (R2= 0,94),
indicando que quase 94% da variagdo encontradeveedd variacdes dentro dos ensaios (pH
e NaCl) e ndo a erro ou a outro fator . O valoFd@or extenso) calculado € superior a 4
vezes maior que F tabelado, com 5% de significaeciais de 2 vezes maior que o nivel de
significancia de 1%. (Tabela 13). Quanto maiordaeste F calculado, mais preditivo € o
modelo (BOX e WETZ,1973).

Dos cinco diferentes valores de pH (4,0; 4,6; 8,08; 8,0) e concentracfes de NaCl
(0,0 M; 0,3 M; 1,0 M; 1,7 M; 2,0 M) utilizados, msaio de maior rendimento protéico foi o
de numero 10 (pH = 6.0; NaCl = 1.0M) chegando areal quatro vezes maiores que 0
encontrado no de minima extracao de proteina, wdemo tratamento (bH = 4.6; NaCl =
0.3M) (Tabela 5, Figura 1).

A melhor faixa de pH para extracdo de proteina®mida de mamona encontra-se entre
6,3 e 7,4, bem como a melhor concentracdo de Naf@l extracdo de proteinas de torta de
mamona na faixa entre 1,1 e 1,8M. (Figural).

A amostra escolhida para dar continuidade aos ®wstudos foi a de numero 4

(tampao fosfato 0.2M/ NaCl 1.7M pH 7.4), por estantro dos limites maximos de extracdo
destas proteinas.
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Figura 14. Superficie plotada do teor de proteina extraid@ada de
mamona em funcado do pH e da concentracao de NacCl.
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As 12 amostras variando o pH e a molaridade de a@in preparadas e submetidas
a andlise do perfil protéico por eletroforese enSSTAGE. Pela evidenciacdo no gel de
eletroforese ndo houve extracdo preferencial dearicos tratamentos testados (Figura 14).
Pode-se verificar que o bandeamento tipico das dadsias da proteina (A e B) foi
observado, apresentando neste trabalho massa maolezalculada de 38 e 36 kDa,
respectivamente. Estes resultados de valores deamaslecular estdo proximos aos obtidos
por Lordet al. (1994); Godoyet al. (2009); Anandart al. (2005). Foi verificado que a ricina
€ uma proteina abundante na torta de mamona, j& duiensidade das bandas é alta. No
entanto, também se observam outras bandas signidisareferentes a proteinas de alta e
baixa massa molar. Ainda € importante mencionarngieehouve diferenca qualitativa entre
as amostras analisadas, conferindo fidedignidadeestalha do tampdo adequado para
extracao.

Quanto a intensidade de coloracdo do gel de pitdiagda, pode-se dizer que o
presente trabalho mostrou resultados melhores doaqueles descritos por Machagtoal
(1992) e Stephaat al (2008). Este resultado deve-se as analises dakcées dos tampdes
usados na extragdo, com método de solu¢des ersaterproteinas mais adequadas para este
material em estudo.

PAM1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12

Cadeia A
38 kDa

Cadeia B
36 kDa

Figura 15. Padrdo de identidade das proteinas extraidas de tert

mamona em diferentes solugbes tampé&o.

PAM - Padrdo de alta massa molecular; Pogo 1- Azeka sodio 0,2M/Nacl 0,3M pH

4,6; Pogo 2- Acetato de sodio 0,2M/Nacl 1,7M pH; /£6¢o 3- Fosfato de potéssio
0,2M/Nacl 0,3M pH 7.4; Poco 4- Fosfato de potagsiM/Nacl 1,7M pH 7.4; Poco 5-

Acetato de sédio 0,2M/Nacl 1,0M pH 4; pogo 6- Rdsfde potéassio 0,2M/Nacl 1,0M
pH 8; pogo 7- Fosfato de potassio 0,2M pH 6; Po¢Bddfato de potassio 0,2M/Nacl
2,0M pH 6; Pocgo 9- Fosfato de potéssio 0,2M/NabMLpH 6; pogco 10- Fosfato de
potassio 0,2M/Nacl 1,0M pH 6; poco 11- Fosfato déagsio 0,2M/Nacl 1,0M pH 6;

poco 12- Fosfato de potassio 0,2M/Nacl 1,0M pH 6.
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Posteriormente, nas etapas de fracionamento glizaxgm dialise e precipitacdes
com sulfato de aménio permitiram uma evidenciac@&thar das duas cadeias polipeptidicas
de ricina (Figura 16). Pode-se verificar que apadale fracionamento do extrato, compondo
a dialise e precipitacdo com sulfato de amonioargen um gel mais limpo, pois néo foi
observou nem o rastro na amostra aplicada senmiata prévio nem a presenca de material
de alta massa molecular no topo do gel, observadaneostras submetidas somente a dialise.

A B c
= =
PAM 1 2 3 4 5 ¢ PBM
"R
F =
L/

Cadeia A
38 kDa

Cadeia B
36 kDa

Figura 16. Sequéncia de purificacdo do extrato protéico da tig mamona.
PAM - Padrdo de massa molecular; A — extrato 8Quil-, 2-20uL); B - extrato 4 dialisado
(3-30uL, 4-20u L); C- extrato precipitado com sulfato de amoénigiadisado (5- 3QL, 6-20u
L).

4.5.2 Proteina do farelo de mamona extrudado

O farelo de mamona desengordurado foi submetidfegedtes condi¢cdes do processo
de extrusdo termoplastica, conforme desenho expetah) apresentado na Tabela 6. As 20
amostras extrudadas foram também analisadas gaanfwoteinas que as compdem. As
amostras extrudadas foram preparadas utilizandoesmian metodologia de extracdo de
proteina da torta de mamona (Tabela 4,ensaio 419agisto que esta metodologia aplicada
a torta favoreceu um bom rendimento quanto ao deogproteina, principalmente a ricina.
Assim, todas as amostras do farelo submetidasraséxt foram extraidas em tampéo fosfato
0,2M, pH 7,4 , adicdo de 1,7 M de NaCl e dialisadas

41



As concentracbes de proteinas extraidas, apossagiriquantificada segundo o
método de Bradford (1976), apresentaram valoresvaui@ram de 0,17 a 1,70 g/100g ,
valores bem inferiores quando comparados com a t@b extrudada (1,66 a 6,99 g/100g).
Fernandeset al. (2008), também utilizaram tampéo fosfato pH 7 pswolubilizacdo das
proteinas e sulfato de amoénio para precipitacdatigezam rendimentos que variaram de 1,4
a 2,5%, de proteina.

O ensaio 12, que teve como condicdo na extrusaode8dmidade, temperatura de
183,64°C e 5% de Ca(OH)Tabela 14, pag. 43), apresentou 0 menor rendordmproteina
(0,17%) quando comparado aos outros tratamentosisando este dado, pode-se observar
gue este tratamento foi o que utilizou maior terapea. Assim, sugere-se que aliando os
fatores de alta temperatura na presenca de unedtnglina, aplicacdo de presséao e alta taxa
de cisalhamento as proteinas que compdem a amssfiraram importantes alteragcfes
estruturais. Imagina-se que, além de terem sofripoocesso de desnaturacdo protéica, uma
possivel hidrélise parcial possa ter ocorrido.

Ascheriet al. (2007), relatam que, durante a extrusdo, as paseaiativas passam por
uma desagregacédo, na qual as cadeias se dissotmamaen filamentos desnaturados que se
alinham no sentido do fluxo até a expulsdo da nmaquNas transformacfes quimicas da
desnaturacao, as forcas de estabilizacdo dasueasuerciarias e quaternarias da proteina séo
enfraquecidas pela combinacdo da temperatura e ressdm dentro do extrusor.
Provavelmente sejam rompidas ligacdes ibnicasulfieds, pontes de hidrogénio e interagbes
fracas do tipovan der Waals

Assim, com a desnaturacdo ocorrem mudancas quinfisesas e bioldgicas nas
proteinas que dependendo das condi¢bes do prodessxtrusdo podem gerar degradacao,
guebrando as proteinas a peptideos de baixo pdsoutaw. Alta temperatura e alta pressao
com elevada taxa de cisalhamento podem levar estiEsulas a hidrolise.

Os extratos protéicos extrudados dos diferenteserempntos previsto no
delineamento experimental foram ainda submetideletéoforese em SDS-PAGE (Figura 17
e 18), e ndo apresentaram nenhuma banda visivelhde a crer que, realmente, houve
hidrolise protéica, ja que esta forma de eletrafem@onsegue visualizar peptideos com massas
molares a partir de 19 kDa. Inclusive o bandeamdatacina ndo foi observado, apesar de
ser uma proteina abundante no material. As amogttas 22 serviram de controle do
experimento, uma vez que néo sofreram extrusadeAtidade da ricina pode ser observada
com as bandas na regido de 31 e 29 kDa.
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A Tabela 13 mostra os resultados de quantificag@grdteinas pelo método de
Bradford dos 20 ensaios. Os valores variaram de#®269%

Tabela 14.Resultados da extracdo de proteinas do farelo deonmaa

Niveis decodificados

Ensaio das variaveis Proteina
X1 X2 X3 9/100g

1 16 130 2,5 0,36

2 16 130 7,5 1,58

3 16 170 2,5 0,59

4 16 170 7,5 1,55

5 20 130 2,5 0,51

6 20 130 7,5 0,49

7 20 170 2,5 0,32

8 20 170 7,5 0,36

9 14,64 150 5,0 0,31
10 21,36 150 5,0 0,27
11 18 116 5,0 0,39
12 18 183 5,0 0,17
13 18 150 0,80 0,22
14 18 183 9,21 0,32
15 (C) 18 150 5,0 0,29
16 (C) 18 150 5,0 0,22
17 (C) 18 150 5,0 1,15
18 (C) 18 150 5,0 1,00
19 (C) 18 150 5,0 1,69
20 (C) 18 150 5,0 0,37

X1 (%) umidade; X temperatura; X (%) hidréxido de célcio Ca(Okl)e (C)repeticdo do
ponto central
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Os extratos protéicos que foram submetidos a é&etse (SDS-PAGE) de
poliacrilamida 15% (Figura 17) ndo apresentarandéamento da ricina, exceto o controle
(farelo de mamona bruto) (Figural8) que apresebémadeamento das cadeias A (31 kDa) e
B (29 kDa).

PAM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 PBM

-

- -

‘ -
1} )
A8 o

Figura 17. SDS-PAGE da purificacdo do extrato
protéico do farelo de mamona extrudado - Ensaio 1 a
13.

PAM - Padrdo de alta massa molecular (20 ul) ; PBiHréo de
baixa massa molecular (20 ul); Extrato protéicofarelo de

Barneset al. (2008) observaram a eficiéncia dos métodos dexiésacdo do farelo
de mamona usando autoclave e constataram que & atichidroxido de sédio favoreceu a
desnaturacao da ricina. Os autores também vedfitgue a ricina da torta da mamona, apés
prensagem a frio, pode ser desnaturada em autoaf@® 10 minutos. Os autores ainda
afirmam que o farelo de mamona, proveniente dastndide biocombustivel, sofre um
processo mais agressivo por solvente a quentearporté mais facilmente destoxificado
guando comparado com a torta, por prensagem a frio.
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Observa-se, na Figura 18, nos pocos (14-20), geierasdo se mostrou eficaz na
destoxificacao do farelo. As bandas das cadeia8A@&lem ser vistas nos pogos (21 e 22).

PAM 14 15 16 17 18 19 20 21 PBM 22

103,035 @
80,664 W ; .
L
49,49
. Cadeia A
31 kDa
36,545 W
28,529 Iy Cadeia B
29 kDa

19,445 W

Figura 18. SDS-PAGE do extato protéico do farelo de mamona

extrudado - Ensaio 14 ao 20.

PAM - Padrdo de alta massa molecular (20 ul); PBRhdrdo de baixa massa
molecular - Extrato protéico do farelo de mamonsaen(15-20) (30ul); Extrato
de farelo de mamona bruto (21,22) (30ul).

Resultados iguais foram observados por (Tavered, 2000), 31 kDa banda A e 29
kDa . O autor utilizou 0 mesmo método de extragidaina proposto neste trabalho.

Os resultados obtidos por Anadast al, (2005), observaram o completo
desaparecimento das subunidades da ricina nosnaatas do farelo de mamona com
Ca(OH) na dose de 40g/kg de farelo e com autoclave (D)5pps 60 minutos. O uso da
Ca(OH) faz com que o pH seja elevado e com isso afeerssdades das cargas e o balancgo
eletrostatico intra e intermolecular impossibildana proteina de fazer interagfes, com isso
favorecendo o processo de desnaturacao proteica.

Pensando que poderia ainda haver pequena partmaktra com proteinas de alta
massa molar, optou-se por realizar a etapa depiegdo de proteinas com sulfato de
amonio, seguido de centrifugacdo e dialise do pitacio, rico em proteinas. Desta forma,
poderiamos concentrar esta possivel semifracacéipgotque poderia ndo estar sendo
visualizada.
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A Figura 19 mostra o gel de eletroforese em SDSPA&pOs esta etapa de
fracionamento. Foram aplicadas no gel as amostraslglimitam as principais alteracdes dos
tratamentos realizados, sendo escolhidas pardizaggo deste gel as amostras 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10, 11 e 12. Como observado, nenhumdab#oi percebida apds o tratamento
proposto, reforcando a idéia de hidrolise parcal proteinas do farelo da mamona.

PAM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12PBM

-

-
“q

L

Figura 19. SDS-PAGE do precipitado protéico - Ensaio 1 ao 12
PAM - Padrdo de alta massa molecular (20 pl); PBMdrdo de baixa massa
molecular (20ul).

A (Figural9) mostra que os pocos de aplicacdo malgepoliacrilamida 18% nao
ficaram bem definidos usando tratamento de preci@d com sulfato de amoénio. Por este
motivo foi realizada uma analise SDS-PAGE com aagatproteico, visto que a fracao
protéica poderia
ter sido perdida na dialise. Isso ndo ocorreu, madever que no gel do extrato protéico as
cadeias polipeptidicas da ricina também estédo tes@rigura 17 e 18).
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A Figura 20 mostra os resultados obtidos e, aisdarg nao foram observadas bandas
referentes a proteinas em nenhuma das amostragaest

PAM 13 14 15 16 17 18 19 20 FB1 FB1 PBM
-
. -—
. o
"’!‘ “ Cadeia A
I A ” 4 37 kDa
Cadeia B
35 kDa
Wy

Figura 20. SDS-PAGE do Precipitado Protéico - Ensaio 13Go 2
PAM-Padrdo de alta massa molecular (20 pl); PBMadle baixa massa
molecular (20 pl); FB1-Farelo de mamona extratadi(moagem grossa); FB2
Extrato protéico do farelo de mamona (moaaem 1.

Ainda pensando na hipétese de terem sido geragiglpes de menor massa molar,
as amostras 11, 12, 16 e 19, pocos 4,5,6 e 7 tasprente foram aplicadas em um gel de
acrilamida a 15%, na tentativa de reter estesgeggina malha do gel (Figura 21).

Como diversos autores fizeram adicdo de substagaiasicas alcalinas no processo
de extrusdo, a pergunta seria se este agenteaaditetamente relacionado com esta possivel
hidrélise. Entdo, optou-se, por realizar mais uxtausdo do farelo nas condi¢cdes do ponto
central sem adicdo do Ca(QHA figura 21, pocos 8 e 9 mostra que as amosktagdadas,
mesmo na auséncia do agente alcalino, com diferdetaperaturas e umidade, também
apresentaram o mesmo perfil anteriormente observelfracées dos farelos de mamona néo
extrudados FB(farelo bruto extrato) e FBP (farelatd precipitado) foram aplicadas no gel
como controle do experimento.
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A (Figura 21) mostra a analise SDS-PAGE em gelaliamida 15% onde pode ser
visto a aplicacbes de 30 ul de extrato protéicaohr@0 pl de precipitado protéico, as
amostras dos ensaio 11, 12, 16, 19, extrato epptadd do farelo extrudado sem Ca(QQD
ul e os padrdes de alta e baixa massa molecular.

PAMFB FBP 4 5 6 7 8 9 PBM
—
. -

-

E»

Cadeia A
37 kDa

Cadeia B - —
34 kDa —

Figura 21. SDS-PAGE dos tratamentos com farelo de mamona.
PAM- Padrdo de alta massa molecular (20ul); FBrdatbruto (30 ul); Farelo precipitado
Bruto(30 ul); Poco (4,5,6,7) ensaios 11 ,12,16 aekpectivamente; 8-Extrato protéico do

farelo de mamona extrudado sem adi¢éo de Ca{@20 pl) 9- Extrato protéico do farelo de
mamona extrudado sem adicdo de Ca@@80 pl);PBM-Padréo de baixa massa molecular.

Podemos também observar na Figura 21 que houvelifienenca na concentracéo de
ricina entre os controles (FB-extrato e FBP-pre¢agn).
As subunidades A e B para o extrato aparecem camosriatensidade que as subunidades do
precipitado. Este dado talvez seja devido a mammcentracdo de proteinas apds a
precipitacdo com sulfato de amonio.

De acordo com ANOVA existe interacdo entre os &oumidade e formulacao,
indicando que a combinagcédo de ambos afeta na &ari@dg proteina. A variavel resposta foi
concedida pelo método de Bradford. O coeficienteddrminacéo foi muito baixo,’R

(0,367), para que o modelo fosse preditivo. Naaeesssim gerado nenhum gréfico ou
tabela.
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Os ensaios 11, 12, 16, 19, tiveram o0 mesmo trat@ngpranto a umidade (18%) e
adicdo de Ca(OH)(5 %), o que difere entre os tratamentos é a teatypa que foi 11%,
183C, 150C, 150C respectivamente.

O ensaio 12 foi o de maior temperatura, portantaanéor de proteina 0,17 g/100g
isso pode ser verificado pela (Tabela 14). Supcmtéenocorreu além de desnaturacéo
protéica uma possivel hidrélise da cadeia polipkegai

Tantos os ensaios, quanto os farelos extrudados askgdo de Ca(OH)apoés a
extrusao nao apresentaram as sub-unidades A ei@rda

4.5.3 Avaliagdo do Grau de Hidrolise das Proteinado Farelo de Mamona

Os métodos Kjeldhal e Bradford foram comparadosiguao grau de hidrélise obtida
dos farelos extrudados e ndo extrudados, com eCGai@H) . Os valores referentes ao
nitrogénio protéico e nitrogénio nao protéico, @mssomo o teor de proteina por Bradford
estdo dispostos na (Tabela 15).

Tabela 15 Comparagdo entre os métodos de Kjeldhal e Bradfjoahto ao teor de
proteina quantificada e extraida apds extrusao.

Farelo extrudado Farelo extrudado sem
Farelo Bruto

com Ca(OH), Ca(OH),

NT 6,39 6,34 6,53
NNP 0,33 0,2 0,27
Bradford 5,36 0,59 0,60

NT = Nitrogenio total
NNP = Nitrogenio ndo protéico

O tampéo (fosfato de potassio 0,2M pH 7.4) utilza&a extracdo das proteinas pelo
método de Bradford foi eficaz na extracdo de rigimastrando a possibilidade de extracdo
total desta proteina através da estratégia desandillizada.

O método de Kjeldahl detecta nitrogénio de acidesléicos, polissacarideos
aminados, o que pode estar exacerbando os valer@Egagénio total.

Quando comparado ao metodo de Bradford 5,36% deipeoextraida com o método
de Kjeldahl 36%, verifica-se que este tampao p@teser tao eficaz para extragdo de outras
proteinas presente no farelo, quando comparad#a 8 os alérgenos.

Pelo método utilizado, pode-se identificar quecina é representada por um baixo
percentual de proteina quando comparada com aiqaade Kjeldahl, chegando ao nivel de
hidrolise de 89% (Figura 23).

Pelo resultado de Bradford verifica-se que prateram toda proteina foi hidrolisada,
inclusive a ricina, confirmada pela eletroforesigiFa 16).

Pelo resultado de nitrogénio ndo protéico verifieaque do total de proteina
hidrolisada, somente 1,9 % (farelo bruto), 1,5%e{taextrudado) e 1,55% (farelo extrudado
sem Ca(OH) foram identificados pelo método de Kjeldallsoigpode ser explicado pelo
fato de existirem cadeias polipeptidicas memoreas 3j000 ndo detectada pelo método de
Bradiford que também esta sendo precipitado comlo&dcloro acético (TCA) usado para
precipitar proteina no método de Kjeldahl.
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As Figuras 22 e 23 representam o grau de hidrdégaroteinas no farelo pelo método
de Kjeldahl e pelo método de Bradford respectivamen

Avaliagao do Grau de Hidrélise de Proteinas no Farelo
Método Kjeldahl

T T 1
Farelo Bruto Farelo Extrudado Extrudado sem
Ca(OH)2

g 8y
> 5% 3% 4%

o 6 I — e

g

S 0 5 A

3% 4

8 3. = NNP
- NT
0 2

£ 1

S o

Figura 22. Avaliacdo do grau de hidrélise de proteinas neldade
mamona por Kjeldahl apos a extruséo.

Avaliagao do Grau de Hidrélise de Proteinas no Farelo

Método Bradford

@ 77
'g, 6 - 89% 89%
(=]
(=]
S
‘E e 44 m Bradford da proteina do
°2 farelo bruto
&F 37
@ 2 Bradford da proteina do
3 ] farelo apos extruséo
«
z 11
®
P 0

Farelo Extrudado Extrudado sem Ca(OH)2

Figura 23. Avaliacdo do grau de hidrolise de proteinas neléade mamona por
Bradford ap6s a extrus:i

Através da avaliacdo do grau de hidrélise podenmfmserear que o método de
Bradiford se mostrou mais eficiente que o méetodoKgddahl. O método de Bradiford
quantificou que 89% da proteina foram hidrolisadasjuanto que Kjeldahl quantificou em
5% (farelo bruto), 3% (farelo extrudado sem Ca(E}¥% (farelo extrudado sem Ca(Q@H)
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5 CONCLUSAO

De acordo com os ensaios realizados e resultadsena@uaos, conclui-se que o
processo de extrusdo termoplastica € uma tecnohoigiguada para mudar estruturalmente a
ricina.

A aplicacdo dos extratos protéicos da torta e deldade mamona bruto (ndo
extrudado) no gel de eletroforese permitiram a mlagéo nitida das cadeias A (RTA) e B
(RTB) da ricina, utilizando a didlise e a precip&a com sulfato de amoénio como métodos de
purificacdo destes extratos.

N&o pode ser avaliado o grau de hidrolise quanéaigédo de hidroxido de célcio
Ca(OH) ao farelo de mamona, visto que ocorre a ausérciictha no farelo extrudado de
mamona com e sem adicdo de Ca(OH).

A extrusao termopléstica promoveu em todos osi@nsahidrolise das proteinas com
o desapareceimento da ligacdo dissulfidica dasasa8gRTA) e B(RTB) da ricina.

Os resultados obtidos de quantificacdo de prddeiparmitem concluir que a
associacdo do tampéao fosfato de potassio 0,2M ca@l N,7M em pH 7.4 foi eficaz para a
extragdo total da ricina.

O processo de extracdo do Oleo influencia a cdraggio de proteina. Observa-se na
torta maior contetdo de ricina que no farelo. Paateicina € hidrolisada na extracdo do 6leo
com solvente.

Através das aplicacdes dos extratos e precipitgfoticos da torta no gel de
eletroforese, podem ser observados outras proteipegtideos além da ricina.

Possibilidades de estudos adicionais

A identificacdo e quantificacdo destas proteinge@ideos presentes pos-hidrélise
podem fazer parte de um estudo futuro, usando twepexiria de massa ou analises
espectroscopicas.

Exames toxicolégicos podem ser realizados contuitande verificar a toxicidade dos
extrudados.
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