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RESUMO

As sementes de mamona sdo detentoras de fatores antinutricionais e o processamento
industrial para obtencdo do 6leo pode ou ndo inativar os inibidores de tripsina. A perda de
atividade desses fatores aumentaria a seguranca do residuo gerado para indicacdo de uso na
alimentacdo animal. O tamanho das particulas, a temperatura, o tempo de aquecimento, a
pressdo, a umidade do material e do ambiente, assim como 0 uso de compostos quimicos
podem contribuir para a eficiéncia dos protocolos de inativacdo de fatores antinutricionais de
origem proteica. Nesse contexto, o0 presente trabalho teve como objetivo inativar os inibidores
de tripsina presentes nas etapas do processamento industrial das sementes de mamona
utilizando protocolos de tratamento térmico e quimico e caracteriza-los parcialmente.
Inicialmente, amostras das trés Gltimas etapas do processamento industrial (ETAPA 3 (E3)
torta de mamona, ETAPA 4 (E4) farelo de mamona com hexano, ETAPA 5 (E5) farelo de
mamona dessolventizado) das sementes foram trituradas e obtidas farinhas com 0,5 mm de
granulometria. Para o tratamento térmico das trés Gltimas etapas, o calor umido sob pressao
(121°C, a 1,10 kg/cmz2, por 20 min e 60 min) foi aplicado em amostras de farinhas secas ou
previamente hidratadas com agua na propor¢do de 1:1,5 (p/v). Para o tratamento quimico foi
adicionado CaO na proporcao 1:0,09 (p/p) e agua a 55°C na proporc¢do 1:1,5 (p/v). Amostras
da dltima etapa do processamento industrial foram também tratadas com calor seco (150°C,
por 60, 120 e 180 min). Todas as farinhas, nas diferentes etapas de processamento industrial,
tratadas ou ndo, foram submetidas a extracdo de proteinas utilizando dgua como solvente na
proporcdo 1:3 (p/v). No tratamento quimico, para retirar o0 CaO antes das extracdes, as
amostras foram dialisadas em membranas de 2 kDa e, posteriormente, o volume foi ajustado
para a proporcao de 1:10 (p/v). Apos as diluicbes das farinhas, as extracdes de proteinas foram
semelhantes, ocorrendo sob agitacdo constante, por uma hora, a + 25°C, seguida de
centrifugacdo a 10.000 x g, por 30 min, a 4°C. As proteinas presentes nos extratos da ultima
etapa do processamento industrial foram ainda fracionadas com o uso de membranas de 2 e 12
kDa e com sulfato de amonio nas faixas de 0-30%, 30-60% e 60-90%. Em todos os extratos e
fracOes foi determinada a atividade especifica de inibidor de tripsina (Ul/mg de proteina).
Apenas o tratamento quimico com CaO foi capaz de inativar por completo os inibidores de
tripsina do farelo de mamona. Através do fracionamento com sulfato de aménio, observou-se
que na ultima etapa do processamento industrial h4 presenca de mais de um inibidor de
tripsina, ao observar atividade inibitoria em todas as frac@es proteicas (0-30%; 30-60% e 60-

90%). Em adicdo, esses inibidores sdo de baixa massa molecular, pois somente foi observada



atividade na fracéo entre 2 e 12 kDa. A alta resisténcia térmica dos inibidores de tripsina do
farelo de mamona mostra um elevado potencial biotecnoldgico dessas moléculas, em relacdo
as caracteristicas de defesa vegetal, mas também, reforca a necessidade da adicdo do
tratamento quimico apds o processamento industrial para tornar o farelo de mamona mais
seguro para a alimentacdo animal, promovendo um reaproveitamento, agregando valor ao
residuo, a0 mesmo tempo em que aponta para futuras pesquisas sobre a aplica¢do segura e

eficiente na industria alimenticia animal.

Palavras-chave: Inibidor de tripsina; Termorresisténcia; Tratamento quimico; Torta de
mamona; Farelo de mamona.



ABSTRACT

Castor bean seeds contain antinutritional factors, and industrial processing to obtain the oil
may or may not inactivate the trypsin inhibitors. The loss of activity of these factors would
increase the safety of the residue generated for use in animal feed. Particle size, temperature,
heating time, pressure, humidity of the material and the environment, as well as the use of
chemical compounds may contribute to the efficiency of protocols for inactivating
antinutritional factors of protein origin. In this context, the present study aimed to inactivate
the trypsin inhibitors present in the industrial processing stages of castor bean seeds using
thermal and chemical treatment protocols and to partially characterize them. Initially, samples
from the last three stages of industrial processing (STEP 3 (E3) castor bean cake, STEP 4 (E4)
castor bean meal with hexane, STEP 5 (E5) desolventized castor bean meal) of the seeds were
crushed and flours with 0.5 mm particle size were obtained. For the heat treatment of the last
three steps, moist heat under pressure (121° C, at 1.10 kg/cm®, for 20 min and 60 min) was
applied to samples of dry flours or flours previously hydrated with water in a ratio of 1:1.5
(w/v). For the chemical treatment, CaO was added in a ratio of 1:0.09 (w/w) and water at
55° Cin aratio of 1:1.5 (w/v). Samples from the last step of industrial processing were also
treated with dry heat (150° C, for 60, 120 and 180 min). All flours, in the different steps of
industrial processing, treated or not, were subjected to protein extraction using water as
solvent in a ratio of 1:3 (w/v). In the chemical treatment, to remove CaO before extraction, the
samples were dialyzed in 2 kDa membranes and, subsequently, the volume was adjusted to a
ratio of 1:10 (w/v). After diluting the flours, protein extractions were similar, occurring under
constant agitation for one hour at = 25° C, followed by centrifugation at 10,000 x g for 30
min at 4° C. The proteins present in the extracts from the last stage of industrial processing
were further fractionated using 2 and 12 kDa membranes and with ammonium sulfate in the
ranges of 0-30%, 30-60% and 60-90%. The specific trypsin inhibitor activity (IU/mg of
protein) was determined in all extracts and fractions. Only chemical treatment with CaO was
able to completely inactivate the trypsin inhibitors in castor bean meal. Through fractionation
with ammonium sulfate, it was observed that in the last stage of industrial processing there is
the presence of more than one trypsin inhibitor, observing inhibitory activity in all protein
fractions (0-30%; 30-60% and 60-90%). In addition, these inhibitors have low molecular
weight, since activity was only observed in the fraction between 2 and 12 kDa. The high

thermal resistance of the trypsin inhibitors from castor bean meal shows a high



biotechnological potential of these molecules, in relation to plant defense characteristics, but
also reinforces the need for the addition of chemical treatment after industrial processing to
make castor bean meal safer for animal feed, promoting reuse, adding value to the residue,

while pointing to future research on safe and efficient application in the animal feed industry.

Keywords: Trypsin inhibitor; Thermal resistance; Chemical treatment; Castor bean cake;

Castor bean meal.
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1. INTRODUCAO

A mamona é um fruto obtido da mamoneira, que tem origem afro-asiatica, e
supostamente foi trazida para o Brasil por escravos no periodo colonial. E largamente
cultivada nos trépicos e subtropicos, popularmente conhecida como ricino, carrapateira e
palma-de-cristo. (Matos et al., 2011). Pertence a familia Euphorbiaceae e seu nome cientifico
é Ricinus communis L. (Martius; Eichler; Urban, 1840-1906).

Da semente da mamona é extraido o 6leo de ricino, que tem o &cido ricinoleico
como um de seus principais componentes quimicos, entre 89-92%. O &cido ricinoleico tem
importante valor comercial sendo bastante utilizado pela industria, em especial nos setores
farmacéutico, oleoquimico, de cosméticos, medicamentos, polimeros biodegradaveis,
lubrificantes, revestimentos, adesivos e na sintese de nanoparticulas (Nitbani et al., 2022).

No ultimo levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a
producdo nacional de mamona da safra 2024/2025 contabilizou 64,2 mil hectares de area
plantada, gerando uma colheita de 87,7 mil toneladas, mantendo o Brasil como o terceiro
maior produtor de mamona do mundo. A maior producdo da mamona no territorio brasileiro,
atualmente, se encontra na regido Nordeste, mais precisamente na Bahia (CONAB, 2025).

As plantas sao fontes ricas de moléculas ativas que possuem um enorme interesse
biotecnolégico. A maioria dessas biomoléculas é componente de sistemas de defesa
constitutivo ou induzido e pode ser encontrada em todas as partes vegetativas da planta,
como: folhas, sementes, caules, flores e raizes (dos Santos; Franco, 2023; Kaur et al., 2022).

Proteinas e peptideos, que estdo entre 0s principais componentes quimicos
relacionados a defesa vegetal, tém se destacado nas pesquisas cientificas devido a sua
versatilidade e potencial utilidade no ramo da biotecnologia (Ali et al., 2018; Souza, 2020).
Mas, ao mesmo tempo em que essas moléculas de defesa vegetal sdo benéficas para as
plantas, podem tornar-se fatores toxicos ou antinutricionais para os individuos que as usam
como fonte alimentar, sejam eles os microrganismos patogénicos (Sanchez-Gémez et al.,
2024) ou organismos superiores, como 0s animais domésticos e o homem (Avilés-Gaxiola;
Chuck-Hernandez; Saldivar, 2018).

O desenvolvimento de novos produtos biotecnologicos é objeto de estudo de
projetos inovadores que buscam substituir materiais sintéticos por biodegradaveis ou para
suprir materiais que estejam em escassez. Nessa linha, a mamona vem demonstrando seu
valor em diferentes setores da industria, ndo somente para geracdo de produtos derivados do

oleo, mas também para agregacao de valor ao seu subproduto, a torta (Silva et al., 2015) ou 0
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farelo de mamona (Severino et al., 2021).

Estudos demonstraram a presenca de fatores toxicos e antinutricionais na semente
e no subproduto da mamona apds a extracdo do 6leo, em especial as lectinas citotoxicas e 0
alcaldide ricinina (Mondal; Bera; Das, 2019). Mais recentemente, Rocha et al. (2022)
relataram um processo industrial de extracdo do 6leo capaz de destoxificar o subproduto
durante a etapa de dessolventizacdo. No entanto, nesse subproduto ndo foi avaliada a
atividade dos demais fatores antinutricionais, como os inibidores de tripsina, ja identificados
nas sementes (Salles et al., 2014) e na torta de mamona (Silva et al., 2015). Inibidores de
tripsina podem afetar negativamente a digestao de proteinas ao longo do sistema digestério de
animais superiores, podendo restringir ou até inviabilizar sua aplicagdo como ingrediente

alimentar para racdao animal (Lima et al., 2014).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Processamento industrial de biomassa da semente de mamona

A biomassa de origem vegetal, gerada no campo como produto da atividade
agricola, permitiu a sobrevivéncia do homem em ambientes considerados inospitos. Com a
expansdo da agricultura, a produgéo atingiu volumes significativos, gerando riquezas, mas
também desafios ambientais que exigem o controle e o tratamento dos residuos como forma
de reduzir os impactos negativos ao meio ambiente. Segundo Vaz Junior (2020), o
processamento industrial da biomassa agricola pode oportunizar o surgimento de varias
cadeias de valor como a de novos materiais (polimeros, resinas, fibras), energia,
biocombustiveis (etanol, biodiesel, biogas), insumos quimicos (biofertilizantes, surfactantes,
ésteres, acidos organicos), alimentos e ragdo para animais.

Os frutos de mamona (Figura 1) colhidos no campo sdo levados para
processamento pela industria ricinoquimica, e, dependendo do processo industrial adotado
para extracdo do Oleo de ricino, pode-se obter como subproduto a torta ou o farelo de
mamona. Quanto mais eficiente o processo de extracdo do subproduto (torta ou farelo), menor

o teor de 6leo residual (Rocha et al., 2022).

Figura 1 — Frutos da mamona (Ricinus communis L.).

Fonte: Maira Milani. Embrapa (2005)
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A torta de mamona possui em torno de 10,96 + 1,93% de 6leo apos extracdo, ja no
farelo de mamona a porcentagem cai para 1,25 = 0,6% (Rocha et al., 2022). Essa diferenca se
deve ao processo industrial adotado pela industria geradora do farelo, em que a extracdo do
0leo ocorre em mais de uma etapa. Brevemente, o0 processo consiste em: o material é
inicialmente separado por peneira onde galhos e areia s@o retirados (Etapa 1); os gréos
seguem entdo para o aquecimento seco entre 100-110°C, por uma hora a uma hora e meia
(Etapa 2); em seguida, € realizada a primeira extracdo de 6leo, onde o material é prensado em
prensa extrusora (Etapa 3) gerando um residuo com as caracteristicas da torta de mamona;
esse residuo segue entdo para nova extragdo de 6leo, agora com o solvente hexano a 60°C por
duas horas e meia (Etapa 4); e, por fim, é recuperado o solvente por aguecimento a 100-110°C
por duas horas, na etapa de dessolventizacdo, sendo o residuo final o farelo de mamona

dessolventizado (Etapa 5) (Pompeu et al., 2020). Todo o processo esta descrito na Figura 2.

Figura 2 — Fluxograma do processamento industrial da semente da mamona.

Prensagem (prensa B
25°C . Separacdo extrusora) 2h Dessolventiza¢do

Torta de
Mameona

ETAPA 4

Aquecimento
dos graos

60°c.  Extracdo com #
2h30 ‘
solvente Hexano

Fonte: Adaptado de Pompeu et al. 2020.

2.2. Fatores antinutricionais

Os fatores antinutricionais estdo presentes em leguminosas e graos e dificultam a
absorcdo dos nutrientes pelo organismo reduzindo o valor nutricional do alimento. Na
literatura sdo estudados muitos desses fatores antinutricionais, como por exemplo, 0s

compostos secundarios taninos, fitatos, glicosideos cianogénicos, oxalatos e alcaldides, mas
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também os de natureza proteica como os inibidores de protease, as lectinas (Ram et al., 2020),
além de ureases e lipoxigenases (Kong; Li; Liu, 2022).

A ocorréncia de fatores antinutricionais € natural e comum entre diversas espécies
de vegetais, pois essas moléculas desempenham papéis fisiologicos importantes como defesa
e armazenamento de nutrientes necessarios para germinagdo de sementes (Ram et al., 2020).

Para contornar os desafios de viabilizar o uso de diversos grdos para alimentagéo
seja humana ou animal, varios métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos sdo empregados com
0 intuito de eliminar ou reduzir os efeitos toxicos e antinutricionais a niveis toleraveis
(Andrade et al., 2019; Fouda et al., 2021).

O farelo de mamona, processado a partir das sementes produzidas pelos frutos da
mamona, é rico em proteinas e outros nutrientes e o torna uma opg¢do bastante atraente para a
industria de alimentacdo animal, além de permitir aumentar a rentabilidade e agregar valor ao
subproduto para a industria (Rocha et al., 2022).

Em adicdo, Dubois et al. (2013) afirmam que o farelo de mamona n&o tem
encontrado espaco como suplemento proteico, principalmente, porque a semente contém
varios compostos toxicos. O fato é que sementes de mamona se caracterizam por possuirem
diversos fatores tdxicos e antinutricionais e alguns persistem mesmo apds processamento
industrial (Akande et al., 2016).

2.3 Proteinas toxicas e antinutricionais da mamona

Os constituintes toxicos da mamona, de natureza proteica, sdo as lectinas e um
conjunto de albuminas 2S, alergénicas, muito ativas e resistentes aos processos térmicos de

destoxificacao (Severino; Milani; Beltrdo, 2007).
2.3.1 Lectinas

Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune que possuem a habilidade de
reconhecer e se ligar a carboidratos de maneira especifica e reversivel, sem alterar sua
estrutura (Ram et al., 2021), ou seja, sdo desprovidas de atividade enzimaética sobre o
carboidrato, sendo diferentes, por exemplo, das enzimas glicosil hidrolases e glicosil
transferases (de Coninck; Van Damme, 2021). No entanto, exercem o efeito citotdxico por
atividade enzimatica (Sowa-Rogozinska et al., 2019). Estdo presentes na natureza de forma
geral, mas particularmente abundantes em plantas, estando relacionada a uma infinidade de

processos biologicos, como o desenvolvimento vegetal, defesa da planta a patdgenos, resposta
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a estresse e regulacdo da expressao génica (de Coninck; Van Damme, 2021).

Na semente de mamona sdo encontradas duas lectinas, e com base em suas
atividades bioldgicas sdo comumente referenciadas como aglutinina (Ricinus communis
agglutinin I - RCA-I) e ricina (Ricinus communis agglutinin Il - RCA-11) (Worbs et al., 2015).

As lectinas da mamona sdo toxinas AB, ou seja, possuem subunidade A (RTA)
com atividade enzimatica e subunidade B de ligacdo a carboidratos (RTB), unidas por uma
unica ponte dissulfeto. Nas lectinas toxicas da mamona, a RTA tem atividade de proteina
inativadora de ribossomos (RIP) e a presenca das duas subunidades AB caracterizam as
lectinas da mamona como RIPs tipo 11, ou seja, elas tém a capacidade de se ligarem as células,
podendo ser endocitadas para exercerem sua atividade tdxica no citoplasma, causando
apoptose, alteracdo da forma ou ruptura da membrana celular. Essas caracteristicas as
diferenciam das RIPs tipo I, que sé possuem a atividade catalitica, ndo conseguindo atingir
seu alvo de atividade. Através da atividade de RNA N-glicosidase as lectinas da mamona
Rogozinska et al., 2019; Tumer, 2020).

A RCA-I, ou aglutinina, apresenta especificidade para residuos de B-galactose, é
uma proteina heterotetramérica (duas subunidades RTA e duas RTB) com massa molecular
aproximada de 120 kDa, por isso também conhecida como RCA ;2. Originalmente acreditava-
se que ela ndo fosse toxica, mas em estudos similares aos utilizados para determinar a
toxicidade da RCA-Il, a RCA-I também se mostrou toxica, embora seja 300 vezes menos
toxica que a RCA-1l (Worbs et al., 2015). A RCA-II, ou ricina, com massa molecular de
aproximadamente 60 kDa, € também conhecida como RCAg e apresenta apenas uma
subunidade RTA e uma RTB, que tem especificidade a B-galactose, de forma similar a RCA-I,
mas, diferente dessa, também reconhece N-acetil-galactosamina (Sowa-Rogozinska et al.,
2019; Worbs et al., 2015).

2.3.2 Albuminas 2S

Os trés grupos dominantes de alérgenos alimentares vegetais pertencem as
superfamilias prolamina e cupina e a familia 10 de proteinas relacionadas a patogénese
(Breiteneder; Mills, 2005). A superfamilia da prolamina compreende as albuminas 2S
alergénicas, as proteinas de transferéncia de lipidios inespecificas e os inibidores bifuncionais
tripsina/a-amilase de cereais (Nascimento et al., 2011).

Com massa molecular entre 12 e 15 kDa (quilo Dalton), as albuminas 2S sdo
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proteinas de reserva de dicotiledoneas, encontradas em sementes, frutos e polen, séo
catibnicas, ricas em cisteina, em a-hélices, e estaveis ao processamento térmico, pH e
protedlise (Breiteneder; Mills, 2005; Souza, 2020). Ademais, sdo também considerados os
principais fatores alergénicos da castanha do Para, gergelim e mostarda, assim como da
semente de mamona (Nascimento et al., 2011).

Youle e Huang (1978), trabalhando com sementes de mamona, demonstraram pela
primeira vez o papel fisioldgico de estocagem de um grupo de albuminas, que representava
40% do total de proteinas isoladas dos corpos proteicos, com valor de sedimentacdo de 2S,
massa molecular em torno de 12.000 Daltons, alto teor de glutamato/glutamina e de répida
degradacdo durante o estagio inicial de germinacdo. Essas pequenas proteinas sdo compostas
por duas cadeias de polipeptideos diferentes (Silva Janior et al., 1996), apresentando um
padrdo conservado de oito residuos de cisteina, onde além das duas pontes dissulfeto
intercadeias, existem duas outras intracadeias que tornam essas proteinas mais estaveis e
compactas (Pantoja-Uceda et al., 2002).

Em 2004, Chen et al. observaram que a proteina alergénica albumina 2S da
semente de R. communis L. também continha dominio da familia de inibidor bifuncional de
tripsina/a-amilase. Essas propriedades sdo importantes para defesa das sementes contra
patdégenos, mas por serem moléculas antinutricionais também podem afetar a qualidade do
subproduto gerado pela inddstria ricinoquimica.

2.3.2.1 Inibidores de tripsina

As proteases sao enzimas que catalisam a proteodlise por reacdo de hidrolise de
ligacOes peptidicas e estdo presentes em processos fisioldgicos, como na digestdo de
alimentos. Existem seis classes de protease: as cisteina proteases, serina proteases, treonina
proteases, proteases do acido glutamico, proteases do acido aspartico e as metaloproteases
(Gurumallesh et al., 2019).

Quanto aos inibidores de protease (IP) de origem vegetal, sdo proteinas que ao se
complexarem de forma especifica as enzimas, sdo bloqueadas na hidrolise. Com base nas
proteases que inibem, eles podem ser classificados em quatro familias: de serina proteases, de
cisteina proteases, de metaloproteases e de aspartato proteases (Ram et al., 2020). Em geral
s&o moléculas pequenas e apresentam estabilidade que ajudam na interacdo com a enzima. Os
inibidores se ligam por pontes dissulfeto e pontes de hidrogénio ao sitio ativo da enzima alvo

impedindo o acesso as moléculas do substrato e assim mantendo o processo inibitorio estavel
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(Bateman; James 2011).

Os inibidores de tripsina sdo 0s mais abundantes nas sementes, sdo da familia das
serino proteases, e sdo classificados em duas familias principais de acordo com o tamanho
molecular, ou seja, inibidores do tipo Kunitz, que possuem um tamanho molecular cerca de 20
kDa e com duas pontes dissulfeto, e do tipo Bowman-Birk, com aproximadamente 8 kDa e
com sete pontes dissulfeto (Ram et al., 2020).

Silva et al. (2015) isolaram um inibidor de tripsina da torta de mamona e o
chamaram de RcTI. O inibidor representou 0,1% do extrato bruto proteico, mostrou atividade
inibitoria especifica de 26.622,2 Ul/mg de proteina e na andlise de eletroforese bidimensional
revelou a presenca de uma banda proteica de massa molecular de 14 kDa e ponto isoelétrico
(p!) de 5,2. Quanto a sua termorresisténcia, capacidade de resistir a altas temperaturas, o RcTI
permaneceu estavel mesmo apds aquecimento a 100°C por 2 h, diminuindo ap6s o tratamento
apenas 7% de sua atividade inibitdria inicial. RcTI também foi estavel em uma faixa de pH
(pH 6-7), apresentando perda de 20% da atividade inibitéria apenas em pH alcalino (pH 8-
11). Em adicdo, o RcTI apresentou 83% de similaridade com uma sequéncia interna de uma
proteina de armazenamento de sementes rica em enxofre (Albumina 2S) de R. communis L.

Ja em 2016, Souza et al. purificaram da torta de mamona uma proteina da familia
das albuminas 2S, com atividade de inibidor de tripsina, denominada de Rc-2S-Alb, com
massa molecular de 75 kDa. Sendo o primeiro relato de uma albumina 2S que forma uma
superestrutura de maior massa molecular.

Avilés-Gaxiola, Chuck-Hernandez e Saldivar (2018) afirmam que os inibidores de
tripsina de leguminosas podem ser inativados por processos quimicos, fisicos e bioldgicos, o
que leva a discussdao de possiveis métodos de inativacdo ou reducdo de atividade dos

inibidores de tripsina em oleaginosas como a mamona.

2.3.2.2 Inibidores o.— amilase

Alfa-amilases (o — 1,4 —glucano — 4 — glucanohidrolase; EC 3.2.1.1) constituem
uma familia de hidrolases que clivam liga¢des a — D — (1,4) — glucano em componentes de
amido, glicogénio e varios carboidratos relacionados (Farooq et al., 2021). Elas séo
amplamente distribuidas e desempenham um papel importante no metabolismo de
carboidratos de microrganismos, animais e plantas. Como exemplo, elas estdo envolvidas na
digestdo de carboidratos no trato digestivo de insetos e animais superiores (Nascimento et al.
2011).
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Os inibidores proteicos de a-amilase podem ser encontrados em cereais (Franco et
al., 2000), leguminosas (Shi et al., 2017), tubérculos e entre outros organismos, podendo
apresentar massa molecular até 50 kDa. Os inibidores de a-amilases impedem de forma
especifica que as enzimas do sistema digestério exercam sua funcdo de digerir o amido,
apresentando especificidade pela enzima alvo. Alguns inibidores, por exemplo, apresentam
alta afinidade por a-amilase de insetos e mamiferos (Franco et al., 2002)

Nascimento et al. (2011) estudaram as proteinas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, as principais
isoformas de albuminas 2S das sementes de R. communis L., e observaram propriedades
inibitorias destas albuminas sobre a a-amilase salivar humana e a — amilase larval dos insetos
Callosobruchus maculatus, Zabrotes subfasciatus e Tenebrio molitor.

Vaérios estudos relatam a purificacdo de proteinas aloumina 2S de sementes de
mamona e mostram que estas proteinas ocupam massa molecular entre 11 e 75 kDa, pl em

torno de 5, e atividade bioquimica de inibidor de tripsina e de a-amilase (Tabela 1).

Tabela 1 — Albuminas 2S isoladas/purificadas da semente de mamona (R. communis L.):

massa molecular, ponto isoelétrico (pl), atividade bioquimica e atividade bioldgica.

Proteina Massa AthlgaQe Atividade Biolégica Referéncias
Molecular, pl Biogquimica
Youle e Huang
- 12. 000 Da - - (1978)
Machado e
Ricc3 1. 2|3499Da, - - Silva Junior
P, (1992)
Silva Jr et al.
- 11.140 Da - - (1996)
Inseticida
(Callosobruchus
: Inibidor de a — maculatus, Zabrotes Nascimento et
Riccl 11.200 Da amilase subfasciatus, e al. (2011)
Tenebrio molitor)
Inseticida
(Callosobruchus
. Inibidor de o — maculatus, Zabrotes Nascimento et
HiBEe 200D [BE amilase subfasciatus, e al. (2011)
Tenebrio molitor
Fungicida, Inseticida
14.000 Da, Colletotrichum
RcTI Inibidor de Tripsina  gloeosporioides; Aedes Silva et al. (2015)
pl 5,2 aegypti larvae

Bactericida (Bacillus
subtilis, Klebsiella
Rc-2S-Alb 75.000 Da Inibidor de Tripsina  pneumonia, Pseudomonas Soggl%t)al'
aeruginosa)

Fonte: Autoria propria.
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2.4 Inativacao das proteinas tdxicas e antinutricionais

A inativacéo ou reducao dos fatores antinutricionais ocorre por processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, ou seja, durante o processamento dos alimentos s&o utilizadas algumas
técnicas, como aquecimento dos graos, adicdo de agentes quimicos e processos enzimaticos
(Kumar et al., 2021). Devido a maioria das substancias serem termolabeis, ou seja, perdem
suas propriedades em determinada temperatura, a eliminacdo desses fatores termolabeis
provoca a ruptura da parede celular, liberando a proteina para o meio extracelular. E
importante salientar que, se 0 aquecimento for inadequado poderd afetar a qualidade da
proteina, portanto é necessario chegar a melhor temperatura possivel para que ndo ocorra sua
degradacdo. Além disso, as técnicas podem ser utilizadas em conjunto para obtencdo de um
resultado mais satisfatorio, e assim aumentando a biodisponibilidade dos nutrientes (Lima et
al., 2014).

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos apds o uso de processos
fisicos, quimicos e bioldgicos com o objetivo de inativar as lectinas toxicas e as albuminas 2S
das sementes de mamona, mas, com excecdo do trabalho de Rocha e colaboradores (2022), os
demais tratamentos foram realizados em escala laboratorial. Poder assegurar que processos
em escala industrial possam inativar o maior nimero de compostos antinutricionais da
mamona possibilitaria 0 uso mais seguro desse subproduto, seja durante seu manuseio na
industria, no preparo de racdes ou no uso continuo como alimento para animais mono ou
poligastricos.

Fernandes et al. (2012), Andrade et al. (2019) e Araujo et al. (2020) conseguiram
inativar os fatores toxicos por meio de tratamentos quimicos, e conforme descrito na Tabela 2,
os melhores resultados obtidos foram com CaO, Ca(OH), e NaOH, onde houve a inativacédo
de lectinas citotdxicas. Rocha et al. (2022), embora tenha evidenciado a inativacdo das
lectinas tdxicas da mamona durante o processo, 0s autores nao avaliaram o subproduto quanto
a atividade dos demais compostos antinutricionais, como os inibidores de tripsina.

E possivel observar nas metodologias apresentadas na Tabela 2, que sdo
necessarias elevadas temperaturas e tempo de aquecimento para inativar as lectinas toxicas e
albuminas 2S, sugerindo que ajustes no processo industrial quanto a temperatura e tempo de
aquecimento possa favorecer a inativacdo do maior nimero de compostos antinutricionais da
mamona. Também é mostrada a eficiéncia do tratamento quimico com éxido de célcio (CaO)
na concentracdo de 8 a 9% na inativacdo das lectinas citotoxicas e das albuminas 2S, podendo

tambem ser eficiente em inativar os inibidores de tripsina.
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Tabela 2 — Tratamentos realizados para inativagao das proteinas toxicas e antinutricionais da

mamona (R. communis L.)

Proteina Tratamento _Inativacdo r)atlvagzio Referéncia
Sim  Né&o
205°C a seco X
cozimento Umido com X
2% de NaOH e 10% de HCHO
- cozimento Gmido com 0,9% de HCI e 3% de
Alblfllr(;:azl 25 HCHO 2 Gardner et al. (1960)
cozimento Umido com 2% de NaOH a 20 X
psi/1,40614 kgf/cm?
cozimento Umido com 1% de NaOH X
. Autoclave a 15 psi/1,0546 kgf/cm? (121°C/1 h) X
Ricina/ Jenkins (1963)
Albumina 2S Fervura /2 min X
80°C/mais de 40 min X .
Ricina 140°C/ 20 min X DLl O AN (EET)
Autoclave a 15 psi/1,0546 kgf/cm? (121°C/1 h) X
Ricina Ca0 4% % Anandan et al. (2005)
. Jackson, Tolleson e
Ricina SOeUrClE s ez 5 5 Chirtel (2006)
Fermentacdo no estado sélido (SSF) com X
Aspergillus niger
Ricina/ 4% Ca(OH), ou CaO X
Albumina 2S 8% Ca(OH), ou CaO X Fernandes et al. (2012)
4 0u 8% CaCO3 X
RcTI 100°C/2 h X Silva et al. (2015)
6 ou 9% NaOH; 9% CaO X
Aglutinina/ Ca(H2PO4)2; CaHPOy4; Ca(OH)2; CaCOg;
Ricina CaCO4/MgCOs; CHN20; KCI; NaCl X Andradeetal. (2019)
Agétijtt:lir:]?a/ 9% Ca(OH), ou 6% NaOH X Aratijo et al. (2020)
Pré-umedecida 30% - Autoclave a 15 psi/1,0546 X
Ricina kgf/cm? (121°C/15 min) Herrera et al. (2021)
- Processo industrial: 100-110°C/1 h + 60°C/
AgF';i’;'irr‘]g‘a/ 2 h 30 min + 100-110°C/2 h X Rocha et al. (2022)

Fonte: Autoria propria.
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3. JUSTIFICATIVA

A mamona (Ricinus communis L.) possui grande relevancia econdmica,
principalmente pela remocéo de seu 6leo, amplamente utilizado nos setores farmacéutico,
cosmético e industrial. Contudo, a torta e o farelo gerados como subprodutos apresentam
fatores toxicos e antinutricionais, como lectinas, alcaldides e inibidores de tripsina, que
limitam sua aplicacdo na alimentacdo animal. A presenca desses compostos impacta em niveis
de digestibilidade das proteinas e pode inviabilizar o reaproveitamento desses residuos,
desperdicando um recurso de potencial biotecnoldgico significativo. Apesar dos avangos em
tratamentos quimicos e térmicos para destoxificacdo de subprodutos, poucos estudos
avaliaram a eficdcia na inativacdo de inibidores de tripsina, importantes fatores
antinutricionais presentes no farelo de mamona. Assim, torna-se essencial explorar métodos
eficientes para reduzir ou eliminar a atividade desses inibidores, agregando valor aos
subprodutos da mamona e tornando-o0s seguros para uso na alimentacdo animal, aléem de

contribuir para a sustentabilidade e a economia.
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4. HIPOTESES

Inibidores de tripsina estao ativos nas trés Gltimas etapas do processamento industrial
das sementes de mamona (torta e farelo) e sua atividade pode ser reduzida pelo

tratamento térmico.

O tratamento quimico com ¢xido de calcio (CaO) inativa os inibidores de tripsina
presentes nas trés Ultimas etapas do processamento industrial das sementes de

mamona (torta e farelo).
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Inativar os inibidores de tripsina presentes nas trés Ultimas etapas do
processamento industrial das sementes de mamona utilizando protocolos de tratamento
térmico e quimico e caracteriza-los quanto ao perfil de massa molecular e solubilidade em

solucdes salinas.

5.2. Objetivos Especificos

e Submeter amostras secas e hidratadas das farinhas finas das trés Ultimas etapas do
processamento industrial das sementes de mamona a tratamento térmico Umido sob

pressdo (1,10 kg/cm?) em autoclave, a 121°C por 20 e 60 min.

e Submeter amostras secas da farinha fina da ultima etapa do processamento industrial
das sementes de mamona a tratamento térmico seco em estufa a 150°C, por 60, 120 e
180 min.

e Submeter amostras secas da farinha fina das trés Ultimas etapas do processamento
industrial das sementes de mamona a tratamento quimico com CaO na propor¢do de
1:0,09 (p/p).

e Determinar a atividade especifica dos inibidores de tripsina nos extratos proteicos
obtidos das diferentes amostras de farinhas finas das etapas do processamento

industrial das sementes de mamona, tratadas ou néo.

e Caracterizar parcialmente os inibidores de tripsina no extrato proteico obtido da
farinha fina da ultima etapa do processamento industrial das sementes de mamona
guanto a sua solubilidade em sulfato de aménio e faixa de massa molecular com o

intuito de mapear os inibidores.
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1 INTRODUCAO

A mamona é um fruto obtido da mamoneira, que tem origem afro-asiatica, e
supostamente foi trazida para o Brasil por escravos no periodo colonial. E largamente
cultivada nos trépicos e subtrépicos sendo facilmente encontrada no Brasil, onde ¢é
popularmente conhecida como ricino, carrapateira e palma-de-cristo (Matos et al., 2011).
Pertence a familia Euphorbiaceae e seu nome cientifico é Ricinus communis L. (Martius;
Eichler; Urban, 1840-1906).

O Brasil é o terceiro maior produtor de mamona do mundo (FAOSTAT, 2023) e,
no ultimo levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2025), a
producdo nacional de mamona da safra 2024/2025 contabilizou 64,2 mil hectares (ha) de area
plantada, gerando uma colheita de 87,7 mil toneladas. Essa produgédo se concentra na regiao
Nordeste do pais, mais precisamente no Estado da Bahia (CONAB, 2025).

Da semente da mamona é extraido o 6leo de ricino, que tem o &cido ricinoleico
como um de seus principais componentes quimicos, entre 89-92%, sendo bastante utilizado
nos setores farmacéutico, oleoquimico, de cosméticos, medicamentos, polimeros
biodegradaveis, lubrificantes, revestimentos, adesivos e na sintese de nanoparticulas (Nitbani
et al., 2022). Com o crescimento da indUstria ricinoquimica no pais, cresce também a geracao
de residuos da extracdo do 6leo impulsionando as pesquisas para agregar valor ao subproduto,
que por ser rico em proteina tem sido avaliado para uso na alimentagdo animal, seja o

subproduto torta (Araujo et al., 2020) ou o farelo de mamona (Rocha et al., 2022).
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No entanto, sabe-se da presenca de fatores toxicos e antinutricionais na semente e
no subproduto da mamona, em especial as lectinas citotoxicas e o alcaldide ricinina (Mondal;
Bera; Das, 2019). Fernandes et al. (2012), Andrade et al. (2019) e Aradjo et al. (2020)
sugeriram tratamentos com compostos quimicos para inativar os fatores tdxicos presentes.
Mais recentemente, Rocha et al. (2022) relataram um processo industrial de extracdo do 6leo
capaz de destoxificar o subproduto durante a etapa de dessolventizagéo.

Mas muito embora os estudos de Rocha et al. (2022) tenham mostrado bons
resultados no uso do farelo de mamona na alimentacdo de pequenos ruminantes, ndo lograram
éxito na alimentacdo de aves, animais monogastricos, mesmo apds 0s ensaios bioquimicos
terem demonstrado inativacdo das lectinas citotoxicas durante o processamento industrial.
Esses achados levam a cogitar a presenca ativa de fatores antinutricionais neste subproduto. A
atividade de inibidores de tripsina ja foi identificada nas sementes (Salles et al., 2014) e na
torta de mamona (Silva et al., 2015), e sabe-se que alimentos ricos em inibidores de tripsina
podem afetar negativamente a digestdo de proteinas ao longo do sistema digestorio de animais
superiores, podendo restringir ou até inviabilizar sua aplicacdo como ingrediente alimentar
para racdo animal (Lima et al., 2014).

Partindo da hipdtese que inibidores de tripsina estdo ativos no farelo de mamona
industrialmente processado e que sua atividade possa ser reduzida ou até mesmo inativada
apos tratamento térmico ou quimico, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade de inibidores de tripsina da mamona nas trés Gltimas etapas do processamento
industrial, torta de mamona (E3), farelo de mamona com solvente hexano (E4) e farelo de
mamona dessolventizado (E5), bem como testar protocolos de tratamento térmico e quimico

para inativa-los.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo e preparo da amostra

As amostras coletadas ao longo das trés Gltimas etapas do processo industrial de
extracdo do 6leo de ricino foram cedidas pela Industria Azevedo Oleos LTDA, localizada em
Itupeva, S&o Paulo, Brasil.

Como ja descrito no trabalho de Rocha et al. (2022) o processo industrial,
utilizado pela Azevedo Oleos LTDA, consiste em cinco etapas, sendo as trés Gltimas etapas,
respectivamente, a etapa 3, onde, apds aquecimento a 95°C por uma hora ¢ realizada a
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primeira extracdo de 6leo através da passagem do material por prensa extrusora, gerando um
residuo com as caracteristicas da torta de mamona (E3); a etapa 4, onde ocorre nova extracdo
de dleo, agora com o solvente hexano a 60°C (E4); e, por fim, a etapa 5 onde é recuperado o
solvente por aquecimento a 125°C por 50 minutos, sendo o residuo final o farelo de mamona
dessolventizado (E5).

ApoGs coleta e transporte, as amostras foram encaminhadas ao laboratorio de
Bioquimica da Embrapa Caprinos e Ovinos, em Sobral — Ceara onde foram acondicionadas
sob refrigeracdo a — 4°C. As amostras referentes ao processamento industrial (E3, E4 e E5)
foram moidas em moinhos de corte, passadas em peneira com malha de 0,5 mm de didmetro
(ABNT 32), gerando uma farinha fina, e novamente mantidas sob refrigeracdo a — 4°C até

tratamentos.
2.2 Tratamentos Térmicos
2.2.1 Tratamento térmico Umido sob pressdo (TUP)

As farinhas finas, previamente moidas e peneiradas descritas no topico anterior,
provenientes das etapas E3, E4 e E5, na granulometria de 0,5 mm, farinhas secas (apenas
moidas e peneiradas) ou hidratadas com agua na proporc¢do de 1:1,5 (p/v), foram submetidas a
tratamento térmico imido sob pressdo (TUP) em autoclave vertical (121°C, a 1,10 kgf/cm?)
por 20 ou 60 min (Jenkins 1963; Anandan et al., 2005). Ao término, as amostras foram para
estufa de secagem a 55°C, por 72 horas. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

2.2.2 Tratamento térmico seco (TS)

Para o tratamento térmico seco (TS) somente foram utilizadas as amostras do
farelo de mamona dessolventizado (E5) na granulometria de 0,5 mm, recebendo calor térmico
seco a 150°C, em estufa de secagem e esterilizagdo (FANEM — MODELO 315 SE), durante
trés tempos: 60; 120 e 180 minutos (FIGURA 2).

Ao fim dos tratamentos térmicos, umido sob pressdo ou seco, ao atingirem a
temperatura ambiente, as farinhas tratadas termicamente e o grupo controle (farinhas nao
tratadas) foram armazenados a -26°C até a extracdo de proteinas. Todos os tratamentos e 0

grupo controle foram realizados em triplicata.
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2.3 Tratamento quimico

Para o tratamento quimico foi utilizado 6xido de célcio (CaO) a 9,0% (p/p) em
relacdo as farinhas E3, E4 e E5, previamente moidas, conforme metodologia utilizada por
Andrade et al. (2019), porém com a mistura na proporcao de 1:1,5 (p/v), farinha:agua.

Descrevendo brevemente, foram pesadas 10 g da farinha referente as amostras E3,
E4 e E5, com granulometria de 0,5 mm, e adicionado 0,9 g de CaO. Em seguida,
acrescentados 15 mL de &gua Milli-Q® previamente aquecida a 55°C e homogeneizado. A
farinha tratada quimicamente foi submetida a secagem em estufa a 55°C por 72 h, depois
macerada em almofariz para retornar a granulometria inicial. O tratado foi realizado em

triplicata e armazenado a -26°C até a extracdo de proteinas.

2.4 Extracdo de proteinas

As farinhas das trés etapas do processo industrial, tratadas termicamente ou nao
(grupo controle), foram submetidas a extracdo de proteinas em &gua, na proporcao de 1:3
(p/v), sob agitacdo constante por 1 h, a temperatura ambiente (£ 25°C). Em seguida,
centrifugadas a 10.000 x g por 30 min, a 4°C. O sobrenadante obtido foi filtrado em papel
qualitativo e o filtrado, chamado de extrato bruto, foi armazenado a — 26°C até as andlises
bioquimicas.

As farinhas tratadas quimicamente foram inicialmente transferidas para membrana
de diélise com cut off de 2 kDa, acrescentado agua Milli-Q® a 55°C na proporcdo 1:3 (p/v) e
dialisadas contra dgua a 55°C até o pH baixar de 14 para 7,5. Quando atingido o pH 7,5, o
material foi transferido para tubos de centrifuga de 15 mL, o volume foi ajustado para 10 mL
para permitir a proporc¢do de extracdo 1:10 (p/v) e o material ficou sob agitacéo constante por
1 h, a temperatura ambiente (£ 25°C). Apds centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min, a 4°C, o
sobrenadante obtido foi filtrado, chamado de extrato bruto, e armazenado a —26°C até as

analises bioquimicas.

2.5 Fracionamento por membranas

Para realizar o fracionamento por membranas, 20 mL de extrato bruto (ExB) do
farelo de mamona dessolventizado (E5) (FIGURA 2), foram transferidos para membrana com
cut off de 2 kDa e submetidos & diélise. A diélise consistiu em quatro trocas de 4gua Milli-Q®,

com intervalos de quatro horas entre cada troca, utilizando 200 mL de 4gua Milli-Q® por
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etapa. Em seguida, o conteldo externo & membrana, contendo as moléculas menores que 2
kDa (x<2), foi concentrado por liofilizacdo. J& o conteddo interno a membrana, com
moléculas maiores que 2 kDa foi transferido para uma membrana de cut off de 12 kDa, e
novamente submetido & dialise com quatro trocas de 200 mL de 4gua Milli-Q®. O contelido
externo a membrana de 12 kDa, contendo as moléculas entre 2 e 12 kDa (2<x<12) foi
concentrado por liofilizagdo. Ao final, o volume obtido dentro da membrana de 12 kDa
continha as moléculas maiores que 12 kDa (12<x). As fra¢cdes foram armazenadas a —26°C até

as analises bioquimicas.

2.6 Fracionamento com Sulfato de Amonio

Para o fracionamento com sulfato de amonio ((NH4),SQO,4) foram utilizados 50 mL
de extrato bruto (ExB) do farelo de mamona dessolventizado (E5) (FIGURA 2), sendo
adicionados 8,8 g de sulfato de amonio para precipitar as proteinas na faixa de 0-30% de
saturacdo. A mistura foi incubada e deixada em repouso overnight a 8°C. No dia seguinte, foi
centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O precipitado obtido correspondeu a fracdo
de 0 — 30% e o sobrenadante foi utilizado para preparar a fracdo de 30 — 60%. Ao
sobrenadante (46 mL) da primeira centrifugacdo foram acrescidos 9,11 g de sulfato de
amonio, seguindo o mesmo procedimento de incubacdo e centrifugacdo. Em seguida, ao
sobrenadante da fracdo de 30 — 60% (49 mL), foram adicionados 11,12 g de sulfato de amonio
para obter a fracdo de 60 — 90%, repetindo os mesmos passos de incubacdo e centrifugacdo
utilizados nas fracGes anteriores. As fracdes obtidas foram exaustivamente dialisadas contra
4gua Milli-Q® em membrana de cut off de 2 kDa, até a retirada total do sulfato de aménio.
Para atestar a auséncia de sulfato de aménio, uma aliquota da dgua da dialise foi adicionada a
uma solucdo a 0,1 M de cloreto de bario dihidratado (BaCl,.2H,0) na proporcédo de 1:1 (v/v).
Na presenca de sulfato amonio é formado sulfato de bario que deixa a solucdo turva, a
auséncia de turbidez indicou auséncia de sulfato de amonio na agua da didlise e,
indiretamente, na fragcdo dialisada. As fragfes foram armazenadas a —26°C até as analises

bioquimicas.
2.7 Quantificacdo de Proteinas

Os extratos e fragbes armazenados a —26°C foram retirados da refrigeragédo e
descongelados a temperatura ambiente para quantificar a concentracdo de proteina soltvel

pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina como padrao, e leitura a



33

595 nm em espectrofotometro (BIOCHROM — MODELO LIBRA S12).

2.8 Ensaio de Atividade Antitripsina

O ensaio de atividade antitripsina nas amostras de extratos brutos foi conduzido
conforme metodologia de Kakade et al. (1970) com algumas adaptac6es, usando Cloridrato
de N-a-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) como substrato, para os volumes de
enzima e de amostras vegetais. Inicialmente, foram realizados testes para determinar volume
correspondente a %2 da velocidade maxima da enzima tripsina, que ficou em torno de 50 pL.
Em seguida, foi realizado o ensaio de inibicdo da enzima utilizando 50 pL da solucdo de
tripsina (0,1 mg/mL em HCI 1 mM), incubando por 15 minutos a 37°C, juntamente com o
volume de 700 pL de tampdo Tris/HCI 50 mM pH 7,5 com CaCl, 20 mM e 50 pL dos
diferentes extratos brutos e fragdes. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 500 puL de uma
solugdo com 1,25 mM de BApNA previamente dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO),
respeitando a solubilidade do BApNA de 50 mg/mL de DMSO. Apéds 15 minutos a 37°C,
foram adicionados 200 pL de acido acético 30% a fim de parar a reacdo. Para ter um
monitoramento dos dados foram preparados tubos controle da enzima tripsina, feitos na
auséncia dos extratos vegetais, e tubos controles do substrato (brancos), onde o substrato foi
acrescentado ap0s a reacao ter sido encerrada. A leitura das absorbancias foi imediatamente
realizada em espectrofotdometro a 410 nm.

2.9 Analise estatistica

Utilizando o software IBM SPSS Statistics 21, os dados foram submetidos a
Anaélise de Variancia, e quando o efeito dos tratamentos foi significativo (p < 0,05), as médias
foram comparadas pelo Teste t de Student (p < 0,05). Para todas as medidas feitas com

repeticdes, o intervalo de + erro padrédo foi informado apds as médias.

3. RESULTADOS

3.1. Atividade antitripsina especifica (Ul/mg de proteina) ao longo das trés ultimas

etapas do processamento industrial das sementes de mamona

Na Tabela 1 é apresentada a concentracdo de proteinas (mg/mL) e a atividade
antitripsina especifica (Ul/mg de proteina) presentes nos extratos proteicos das trés ultimas

etapas do processamento industrial das sementes de mamona, denominadas de controle etapa
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3 (E3), controle etapa 4 (E4) e controle etapa 5 (E5), ou seja, as farinhas que ndo sofreram
tratamento algum, apenas o processamento da industria. Observa-se uma reducdo na
quantidade de proteina extraida por mililitro de extrato proteico na ultima etapa (E5), ao
mesmo tempo em que a atividade especifica de inibicdo da tripsina é maior (p<0,05) em
relacdo as outras etapas. Duas informacbes importantes sdo colocadas em evidéncia: a
primeira é que o processo industrial de extracdo do 6leo de ricino ndo inativa os inibidores de
tripsina presentes nas sementes de mamona; e a segunda & que, além de ndo inativar, 0
processo industrial potencializou essa atividade, possivelmente por desnaturar outras
proteinas ao longo dele. Assim, o processo melhorou a extracdo dos inibidores e os tornou
mais evidentes dentre as demais proteinas solGveis do farelo de mamona dessolventizado
(E5).

Tabela 1 - Concentracdo de proteinas (mg/mL) e atividade antitripsina especifica (Ul/mg de
proteina) nos extratos proteicos das trés ultimas etapas do processamento industrial (E3, E4 e
E5) das sementes de mamona.

Extratos proteicos Concentracao de proteina Atividade antitripsina
mg/m especifica mg de proteina
P (mg/mL) ffica (Ul/mg d ina)
Controle E3 2,49+0,16% 218,48+11,71°
Controle E4 7,120,18" 133,31+4,63"
Controle E5 1,73+0,02° 416,12+22,72°

ab¢Médiaterro padrdo seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, so estatisticamente
diferentes (p<0,05) pelo teste t de Student.

3.2 Concentracao de proteinas e atividade especifica apds tratamento térmico tmido sob
pressdo (TUP) em amostras das trés Gltimas etapas do processamento industrial das

sementes de mamona secas ou hidratadas

Pode-se observar na Figura 1 que submeter as amostras secas ao tratamento
térmico umido sob pressdo (TUP), independente do tempo de aquecimento, 20 ou 60 minutos,
potencializou a atividade dos inibidores de tripsina, especialmente nas amostras da etapa 5.
Ainda na Figura 1, observa-se que os menores valores de atividade especifica dos inibidores
de tripsina na E5 foram obtidos apos realizar a hidratacdo das amostras e submeté-las ao TUP
por 20 minutos. Mas, mesmo reduzindo a atividade dos inibidores, esse tratamento ndo foi
capaz de inativa-los. Embora a estratégia adotada com o tratamento TUP nas amostras ndo

seja capaz de inativar os inibidores, ela mostra um caminho promissor para purificar os
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inibidores de tripsina da mamona, em especial a partir do subproduto gerado na Gltima etapa
do processamento industrial, ou seja, a partir do farelo de mamona dessolventizado (E5), pois

s80 nessas amostras que se observa a maior atividade especifica dos inibidores de tripsina.

Figura 1 — Atividade antitripsina especifica (Ul/mg) de extratos proteicos das trés ultimas
etapas do processamento industrial sem (Controle) e com tratamento térmico sob pressao
(TUP) por 20 e 60 min.
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Atividade Antitripsina Especifica (Ulfmg)

Controle Controle Controle TUE TUE TUE T TUE TUP
E3 E4 E3 20min  20min  20min  60min  60min  60min
E3 E4d E5 E3 E4 E3

!Legenda: Atividade antitripsina especifica (Ul/mg de proteina) de extratos proteicos de amostras de farelo de
mamona nao hidratadas () ou hidratadas previamente () das trés ultimas etapas do processamento industrial
das sementes de mamona, etapa 3 (E3), etapa 4 (E4) e etapa 5 (E5), antes (Controle) e ap6s tratamento térmico
Umido sob pressdo (TUP) por 20 ou 60 min. Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3. Tratamento térmico seco (TS) do farelo de mamona dessolventizado proveniente da

ltima etapa do processamento industrial (E5) das sementes de mamona.

O uso do tratamento térmico seco (TS) teve como objetivo verificar se 0 aumento
da temperatura, associado ao aumento do tempo do tratamento, poderia interferir
negativamente na atividade dos inibidores de tripsina presentes e ativos na Ultima etapa do
processamento industrial das sementes de mamona (E5). Conforme os resultados apresentados
na Tabela 3, a estratégia além de ter sido ineficiente em inativar os inibidores, potencializou
sua atividade. Isso pode ser constatado quando a atividade especifica da etapa 5 tratada

termicamente a seco a 150°C, por 180 min, foi significativamente maior (p<0,05) do que o
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controle E5 sem tratamento térmico, bem como em relacdo aos grupos com 0S menores
tempos de tratamento (TS60min E5 e TS120min E5). Em adigédo, quando comparado ao grupo
controle E5, esse aumento da atividade especifica no TS180 min E5 foi acompanhado de uma

reducdo significativa (p<0,05) na concentracdo de proteinas solUveis extraidas (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragdo de proteinas (mg/mL) e atividade antitripsina especifica (Ul/mg de
proteina) nos extratos proteicos da Ultima etapa do processamento industrial das sementes de

mamona, (E5), apds tratamento térmico seco (TS) a 150°C por 60, 120 e 180 minutos.

Extratos proteicos Concentracao de proteina Atividade antitripsina
(mg/mL) especifica (Ul/mg de proteina)
Controle E5 2,31+0,32% 83,19+36,42°
TS 60min E5 1,15+0,05" 142,61+14,98°
TS 120min E5 1,21+0,07° 194,29+17,31°
TS 180min E5 1,02+0,01° 265,43+ 8,41°

*PMédias+erro padréo seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, sdo estatisticamente diferentes
(p<0,05) pelo teste t de Student. Fonte: Autoria propria.

3.4. Caracterizacdo bioquimica dos inibidores de tripsina presentes no farelo de
mamona dessolventizado proveniente da ultima etapa (E5) do processamento industrial

das sementes de mamona.

Diante do potencial biotecnoldgico dos inibidores de tripsina da etapa 5 como
moléculas termorresistentes, buscou-se maior conhecimento sobre o perfil de massa molecular
e de solubilidade dessas moléculas. Na Figura 2 é apresentado esse perfil, onde se evidencia
que sdo moléculas de baixa massa molecular, entre 2 e 12 kDa (Figura 2A). Em adicdo, 0s
inibidores de tripsina presentes no farelo de mamona dessolventizado sdo tratados no plural,
pois os resultados também mostraram a presenca de varias moléculas com atividade inibitéria
de tripsina, sendo detectada atividade antitripsina nas trés faixas de saturacdo com sulfato de
amonio (Figura 2B), ou seja, ha moléculas com diferentes sequéncias de aminoacidos
presentes no material. Moléculas com elevada porcentagem de aminoacidos polares, que
precipitaram com pouca concentragdo de sal (0-30% e 30-60%) e outras formadas com maior
porcentagem de aminoacidos hidrofobicos, precisando de maior quantidade de sal (60-90%)
para sairem de solucdo e precipitarem.

Ainda na Figura 2A e B, é possivel observar que as fracbes com maior

porcentagem de atividade inibitria ndo séo as fragdes com maior porcentagem de proteina. O
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fato revela que, mesmo o processo industrial favorecendo a concentracdo dos inibidores de
tripsina, muitas moléculas sem atividade inibitdria ainda estdo presentes no material,

necessitando de protocolos futuros para purificacao e isolamento desses.
Figura 2 — Porcentagem (%) de Atividade Inibitéria e Concentracdo de Proteina do extrato

bruto e fragdes proteicas de farelo de mamona dessolventizado (Etapa 5) por fracionamento

de membranas de dialise e fracionamento por precipitacdo com sulfato de amoénio

((NH4),S0,).
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Legenda: Porcentagem (%) de proteina e da inibi¢éo de tripsina distribuida entre as fragGes proteicas de farelo de
mamona dessolventizado (E5 do processamento industrial): A - Fracionamento com membranas de diélises
gerando fragfes menores de 2 kDa (x<2); entre 2 e 12 kDa (2<x<12); e maiores que 12 kDa (12<x). B -
Fracionamento com diferentes concentracfes de sulfato de amdnio gerando fragdes proteicas com precipitacdo
entre 0-30%; 30-60%; e 60-90% de sulfato de aménio. Fonte: Autoria propria.

3.5. Tratamento quimico com oOxido de célcio (CaO) do farelo de mamona
dessolventizado proveniente das trés ultimas etapas do processamento industrial das

sementes de mamona.

O tratamento quimico com 6xido de célcio (CaO) foi a Unica estratégia capaz de

zerar a atividade antitripsina no subproduto industrial (Tabela 3).
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Tabela 3 — Concentragdo de proteinas (mg/mL) e atividade antitripsina especifica (Ul/mg de
proteina) nos extratos proteicos das trés Ultimas etapas do processamento industrial das
sementes de mamona, etapa 3 (E3), etapa 4 (E4) e etapa 5 (E5) apds tratamento com CaO
9,0% (p/p).

. Concentracéo de proteina Atividade antitripsina
Extratos proteicos » )
(mg/mL) especifica (Ul/mg de proteina)
CaO E3 1,64+0,24° NR*
CaO E4 3,29+0,02" NR
CaO E5 2,14+0,12° NR

*PMédias+erro padrdo seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, séo estatisticamente diferentes
(p<0,05) pelo teste t de Student.
*NR: N&o reagiu

4. DISCUSSAO

Disponibilizar ingredientes alternativos seguros para uso na alimentacdo animal é
etapa prioritaria para reduzir os custos de producdo sem afetar a qualidade nutricional dos
alimentos produzidos e das dietas formuladas (Pompeu et al., 2020).

O presente estudo buscou investigar a presenca e inativacdo de inibidores de
tripsina ao longo das Ultimas etapas do processamento industrial das sementes de mamona,
uma vez que essas moléculas constituem fatores antinutricionais com impacto significativo na
utilizacdo do farelo de mamona como suplemento proteico para animais.

Dentre os principais compostos antinutricionais de origem proteica presentes nas
sementes de mamona estdo as albuminas 2S, que sdo proteinas sollveis em agua, onde estdo
incluidos os inibidores bifuncionais de tripsina ¢ de a-amilase (Souza, 2020), justificando o
uso do solvente dgua na extracdo de proteinas com atividade inibitoria de tripsina no presente
trabalho.

A busca por outras moléculas ativas com atividade antinutricional ou toxica no
farelo de mamona dessolventizado, além das lectinas citotoxicas, foi respaldada por resultados
de nosso grupo em que mesmo atestando a inativacdo das lectinas citotoxicas na Ultima etapa
do processamento industrial das sementes de mamona, animais monogastricos arragoados
com dieta rica nesse subproduto desenvolveram sintomatologia de intoxicagdo e morte,
(Rocha et al., 2022).

O processo industrial que gerou o subproduto utilizado no trabalho de Rocha et al.
(2022), e no presente trabalho, adota temperaturas elevadas (95 e 125°C) por um longo

periodo (60 e 50 min, respectivamente), sendo capaz de inativar as lectinas citotoxicas que
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sdo termolabeis a partir de temperaturas maiores que 121°C sob pressdo por 60 min (Jenkins,
1963; Anandan et al., 2005). No entanto, Silva et al. (2015) relataram atividade de inibidores
de tripsina termoressistentes na torta mamona apés 100 °C/2 h).

Sendo a torta um subproduto equivalente a etapa 3 do processamento industrial
para obtencdo do farelo de mamona dessolventizado (Etapa 5), o presente trabalho buscou
mapear a atividade dos inibidores de tripsina ao longo das Ultimas trés etapas, etapa 3, 4 e 5,
da mesma forma que Rocha et al. (2022) mapearam para atividade das lectinas citotoxicas.

No trabalho de Rocha et al. (2022) as lectinas citotoxicas foram inativadas apenas
ap6s a dessolventizacdo do farelo de mamona, gerando um subproduto da etapa 5
destoxificado. O presente trabalho, no entanto, mostra que esse processamento industrial foi
incapaz de inativar os inibidores de tripsina, e que além de se manterem ativos ao longo de
todo o processo, sua atividade foi potencializada pelo mesmo processo (Tabela 1). Esse
achado reforcou a termorresisténcia dessas moléculas como observado por Silva et al. (2015).

Hé trabalhos que sugerem o calor imido como alternativa para inativar compostos
antinutricionais em sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), podendo
aumentar a eficiéncia se essas forem previamente umedecidas (Carvalho et al., 2023). Herrera
et al. (2021) também aumentaram a eficiéncia de inativacdo ao elevarem a umidade da torta
de mamona para 30% pela adicdo de agua destilada (p/p) seguida de tratamento em autoclave
a 121°C por 15 min e 15 psi/1,0546 kgf/cm?® O uso dessa estratégia para o farelo de mamona
reforcou que os inibidores de tripsina presentes no farelo de mamona dessolventizado séo
altamente termorresistentes, pois mesmo apdés 60 minutos em calor Umido sob pressdo
(121°C/1,1 kgficm?), e independente das amostras terem sido previamente hidratadas (150%
de umidade) ou n&o, todas as amostras apresentaram atividade antitripsina especifica (Figura
1).

A ineficiéncia do tratamento térmico Umido sob pressdo trouxe o questionamento
se seria possivel inativar os inibidores aumentando a temperatura a seco para 150°C, bem
acima da utilizada pelo processo industrial (125°C), associado ao aumento do tempo de
exposicdo para até 180 minutos. No entanto, ndo se logrou éxito com esse protocolo, a
atividade antitripsina especifica foi potencializada (Tabela 2).

Embora as estratégias térmicas adotadas no presente trabalho tenham sido
ineficientes em inativar os inibidores, elas criaram uma oportunidade e poderdo guiar o
desenvolvimento de protocolos para purificagdo de inibidores de tripsina do farelo de
mamona dessolventizado. Silva et al. (2015) utilizaram o aquecimento do extrato proteico a

100°C por 30 minutos como estratégia para purificar um inibidor de 14 kDa da torta de
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mamona, com atividade biol6gica para controlar a germinacdo do fungo fitopatogénico
Colletotrichum gloeosporioides e o desenvolvimento de larvas do inseto Aedes aegypti.

Hé& ainda a possibilidade de serem novas moléculas, ou melhor, moléculas ainda
ndo caracterizadas, pois, pelo nosso conhecimento, ndo encontramos relato na literatura da
presenca de inibidores de tripsina termorresistentes no farelo de mamona dessolventizado, e
o0s resultados aqui apresentados sugerirem inibidores ativos com massa molecular diferente
dos inibidores de R. communis ja caracterizados na literatura, um de 14 kDa, o RcTI (Silva et
al., 2015), e outro de 75 kDa, 0 Rc-2S-Alb (Souza et al., 2016). Possivelmente, esses
inibidores de 14 e 75 kDa foram desnaturados ao longo do processamento, ja que ndo foi
detectada atividade na fragcdo acima de 12 kDa na ultima etapa (E5) do processamento
industrial (Figura 2A).

O uso de processo quimico para inativacdo das lectinas citotdxicas ja havia sido
relatado na literatura (Fernandes et al., 2012; Andrade et al., 2019, Aradjo et al., 2020), assim
como para inativar inibidores de a-amilase (Fernandes et al., 2012). Mas, pela primeira vez, é
mostrado que o processo quimico com o uso de 6xido de célcio a 9% também ¢é eficiente para
inativar os inibidores de tripsina termorresistentes presentes no farelo de mamona
dessolventizado.

A ado¢do pela indistria da tecnologia do tratamento quimico com CaO
desenvolvida até entdo por Andrade et al. (2019), estava limitada pelo elevado volume de
agua necessario para inativar as lectinas citotoxicas, 1:3 (p/v). Araujo et al. (2020) utilizando
hidroxido de célcio (Ca(OH),) conseguiram éxito reduzindo a proporcdo de agua para 1:2
(p/v). No protocolo descrito no presente trabalho reduziu-se para 1:1,5 (p/v) a relacdo
quantidade de farelo, com volume de agua, otimizando-se ainda mais o processo. Com essa
relacdo Araujo et al. (2020) ndo obtiveram sucesso em inativar lectinas citotdxicas na torta de
mamona.

Essa otimizacdo com a reducdo de volume pode ter sido possivel devido a
granulometria de 0,5 mm utilizada para o farelo de mamona dessolventizado nos ensaios,
proporcionando maior superficie de contato entre a solugdo com CaO e as particulas do
material tratado, repercutindo diretamente em sua acdo na desnaturagdo das proteinas do
farelo de mamona. No trabalho de Andrade et al. (2019) e de Aradjo et al. (2020) ndo é
destacada a granulometria da torta de mamona utilizada, pressupondo ter sido utilizada a
granulometria da torta de mamona in natura fornecida pela industria, que ndo chega a
didmetros menores que 5 mm, ou seja, material com granulos 10 vezes superior a utilizada

nos ensaios aqui reportados.
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Outro ponto a ser destacado é com relacdo a solubilidade do CaO em &gua, ela é
dependente da temperatura, da concentracdo e do didmetro das particulas, sendo baixa a
temperatura ambiente (25°C), atingindo valores maximos de solubilidade na temperatura ao
redor de 74°C, e quando esta na concentragdo proxima de 175 g/L e didmetro médio das
particulas de 0,144 mm (Silva et al., 2008). No presente trabalho o CaO foi adicionado ao
farelo e em seguida adicionada a agua, ficando na concentracdo de CaO final de 60 g/L, bem
abaixo do limite para solubilidade. Em adicdo, a agua utilizada foi previamente aquecida a
55°C, o que deve ter facilitado a solubilizacdo do CaO e sua maior interagdo com as particulas
vegetais, contribuindo para eficiéncia do protocolo com um reduzido volume de agua.

Souza et al. (2018) reportaram as mudancas observadas na proteina toxica ricina
desnaturada ap0s tratamentos com solucdo com CaO 0,6%. Os autores destacaram que a
solucdo aquosa de CaO tinha um pH maior que 12, e esse pH alcalino afetou a estrutura
terciaria da ricina, causando deaminagdo nos residuos de asparagina, glutamina, serina e
glicina, e provocando a clivagem de ligacBes peptidicas, preferencialmente, nos residuos de
asparagina, gerando peptideos com diferentes massas moleculares. Essas alteracdes, portanto,
desnaturaram e degradaram a ricina eliminando sua atividade citotoxica. A¢do semelhante
pode ter ocorrido com os inibidores de tripsina do farelo de mamona dessolventizado. Em
2012, Fernandes et al. haviam reportado a eficiéncia do CaO na inativacdo, ndo somente da
ricina, mas também de inibidores de alfa-amilase, o que colabora para eficacia do 6xido de
calcio em desnaturar proteinas.

Vale ressaltar, no entanto, que o material utilizado para inativar os inibidores de
tripsina, ou seja, o farelo de mamona dessolventizado pela indUstria, ja ndo possuia atividade
hemaglutinante das lectinas citotoxica como reportado por Rocha et al. (2022). Dessa forma,
pode-se atestar que essa quantidade de agua é eficiente para inativar os inibidores de tripsina,
porém, pode ndo ser efetiva em inativar materiais ainda com lectinas citotoxicas ativas.

Realizar a caracterizagdo dos inibidores de tripsina no farelo de mamona
dessolventizado possibilitou avancar nos testes com o tratamento quimico com 6xido de
calcio. Isso porque o éxido de calcio na concentracdo utilizada (0,9%, p/p) alcalinizou o
material, atingindo o pH 14 quando solubilizado para a extracdo de proteina na proporcéo
1:10 (p/v). Esse pH inviabiliza o ensaio de atividade pois inativa a enzima tripsina,
necessitando que as amostras sejam dialisadas antes do ensaio de atividade, objetivando
retirar o 6xido de célcio e baixar o pH para proximo de 7,5. Na avaliagdo da massa molecular
das proteinas com atividade antitripsina especifica foi possivel atestar atividade apenas na

faixa de massa molecular entre 2 e 12 kDa (Figura 2A). De posse dessas informacdes pode-se,
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de forma assertiva, escolher a membrana de 2 kDa para realizar a dialise das amostras de
farelo de mamona dessolventizado tratado com CaO, sem perder os inibidores presentes nas
amostras, caso tivesse sido escolhida, erradamente, a membrana de 12 kDa, sem saber dessa
informacao.

Analisando a solubilidade dos inibidores de tripsina nas fragdes com diferentes
concentragOes de sulfato de amonio, observa-se que uma grande porcentagem dos inibidores
presentes no farelo de mamona dessolventizado, mais de 80%, pode ser extraida com solucdes
salinas, ja que é nas fracdes 30-60% e 60-90% de sulfato de amdnio que se concentram as
moléculas com atividade antitripsina (Figura 2B).

Outra caracteristica dos inibidores de tripsina do farelo de mamona
dessolventizado pode ser observada apos tratamento quimico com CaO, uma vez que esses
inibidores ndo resistem ao tratamento alcalino extremo (pH 14), sendo desnaturados de forma
irreversivel, pois, apos a didlise com &gua e retorno ao pH 7,5, os inibidores ndo recuperaram
sua atividade. Silva et al. (2015) observaram que o RcTI foi estavel em uma ampla faixa de
pH (pH 2-6), com perda de 20% da atividade inibitoria em pH alcalino (pH 8-11), mas néo

avancaram para extremos de pH maiores que 12.

5. CONCLUSAO

O trabalho evidenciou pela primeira vez a presenca de elevada atividade de
inibidores de tripsina ao longo das etapas do processamento industrial das sementes de
mamona, e no subproduto final, o farelo de mamona dessolventizado.

Os tratamentos térmicos utilizados, embora tenham sido ineficientes em inativar
os inibidores de tripsina, contribuiram para caracterizar os inibidores de tripsina presentes no
subproduto industrial farelo de mamona dessolventizado. Hoje se sabe que sdo moléculas
altamente termorresistentes, o que os tornam, por um lado, vildes como fatores
antinutricionais, e por outro, moléculas com um elevado potencial biotecnolégico, para, por
exemplo, serem utilizados no desenvolvimento de produtos de uso no controle de pragas e
patdgenos.

A caracterizacdo dos inibidores, conduzida apo6s a ineficiéncia dos protocolos
térmicos, revelou a presenca de mais de um inibidor de tripsina ativo na ultima etapa do
processamento industrial das sementes de mamona. Os inibidores identificados foram
classificados como proteinas de baixa massa molecular, o que é consistente com outros

estudos sobre inibidores de protease em oleaginosas. A baixa massa molecular possivelmente
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contribui para a maior estabilidade estrutural e funcional desses compostos, mesmo em
condigdes extremas de processamento.

O uso de técnicas como fracionamento com membranas e com sulfato de amonio
foi essencial para compreender o tamanho e o comportamento dos inibidores de tripsina,
fornecendo informacg@es cruciais para o desenvolvimento de estratégias eficazes de inativagéo.

N&o foi encontrado na literatura um tratamento quimico que fizesse uso do 6xido
de célcio, semelhante ao sugerido, para inativacdo dos inibidores de tripsina presentes na torta
ou farelo de mamona dessolventizado, sendo ele o Unico tratamento, dentre 0os demais
avaliados na pesquisa, com 100% de eficiéncia na inativacdo. Essa abordagem representa um
avanco significativo em relacdo aos meétodos térmicos, mostrando-se promissora para a
neutralizacdo dos fatores antinutricionais das sementes de mamona, e abrindo novas

perspectivas para o uso do subproduto.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os achados deste estudo demonstram que, mesmo ap0s 0 processamento
industrial, as sementes de mamona ainda contém inibidores de tripsina com atividade
funcional. Tais compostos apresentam elevada estabilidade térmica e baixa massa molecular,
dificultando a inativagdo por métodos convencionais. No entanto, o tratamento quimico com
CaO mostrou-se uma estratégia eficaz, destacando-se como uma solucdo viavel para a
neutralizacdo desses fatores antinutricionais, com potencial para melhorar a qualidade e a
seguranca dos produtos derivados das sementes de mamona para uso na alimentagdo animal.
Futuras investigagdes podem explorar a aplicabilidade desta abordagem em larga escala e

avaliar os impactos sobre outros componentes bioativos presentes no material industrial.
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