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RESUMO

OLIVEIRA, André Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Agosto de 2008.
Co-produtos da extracdo de 6leo de sementes de mamona e de girassol na
alimentacdo de ruminantes. Orientador: José Mauricio de Souza Campos. Co-
orientadores: Edenio Detmann e Rogério de Paula Lana.

A expectativa de crescimento gradual da participacdo do biodiesel na matriz
energética mundial, cria necessidade de estudos sobre a utilizagdo dos co-produtos
gerados pela cadeia produtiva. Neste sentido, propde-se avaliar os co-produtos da
extracdo de Oleo de sementes de mamona (Ricinus communis L.) e de girassol
(Helianthus annuus L.) na alimentacdo de ruminantes, em quatro experimentos. No
experimento | avaliou-se o uso do farelo (FM) ou torta de mamona (TM), tratado ou
nao com 40g de Ca(OH),/kg, sobre o consumo e digestibilidade, fungdo hepatica,
sintese de compostos nitrogenados microbianos no rimen e balanco de nitrogénio em
ovinos. Utilizou-se 19 ovinos sem raca definida com peso inicial médio de 56 kg,
mantidos em gaiolas de metabolismo por 21 dias, sendo 16 dias de adaptacdo e cinco
dias de coleta. Os animais foram distribuidos em cinco tratamentos referentes a fonte
protéica, em 15% da matéria seca (MS) da dieta: farelo de soja, FM, FM tratado com
Ca(OH), (FMT), TM e TM tratado com Ca(OH), (TMT), os quais foram arranjados
num fatorial 2x2+1 (com fator adicional). O tratamento com Ca(OH), reduziu em 62,1
e 64,8% o teor de ricina do FM (773 mg/kg de MS) e da TM (799 mg/kg de MS). O
consumo médio diario de ricina reduziu (P<0,10) com o tratamento alcalino, em média
de 2,43 para 0,96 g/kg de peso corporal. Nao foram observados sintomas clinicos de
intoxicacdo por ricina e os niveis séricos de enzimas relacionados com funcdo hepatica
ndo se alteraram, estando dentro do padrdo normal da espécie. Nao houve efeitos entre
mamona e soja, de interagdes entre fonte e tratamento com Ca(OH), e de fonte de
mamona sobre os consumos de MS e componentes da dieta, exceto para os consumos de
extrato etéreo (EE), maior (P<0,10) para a TM, e de carboidratos nao-fibrosos
corrigidos para cinza e proteina (CNFcp), maior (P<0,10) para dieta com FS. Porém, o
tratamento do FM e TM com Ca(OH), aumentou (P<0,10) o consumo de MS, proteina
bruta e CNFcp. Nao houve efeito no coeficiente de digestibilidade (CD) da dieta entre
mamona e soja (exceto para CDEE, maior (P<0,10) para TM), de interagao entre fonte
de mamona e tratamento com Ca(OH), e de fonte de mamona (exceto para CDEE,

maior (P<0,10) para TM). O tratamento alcalino aumentou (P<0,10) o CD de todos os
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componentes (exceto CDCNFcp). A sintese de compostos nitrogenados microbianos no
ramen e a eficiéncia de utilizagdo dos substratos energéticos e nitrogenados (ECNi) da
dieta aumentaram (P<0,10) apenas com Ca(OH),. Apesar da excre¢do urindria de N-
uréia ter aumentado com o Ca(OH),, a maior (P<0,10) ECNi reduziu (P<0,10) as perda
de N fecal, aumentando-se em 21,3% a retengao de N. O tratamento do FM ou TM com
40g de Ca(OH),/kg, base da matéria natural, apesar de ndo desnaturar completamente a
ricina, amplia a eficiéncia de utilizacdo dos componentes energéticos e nitrogenados em
dietas para ovinos. No experimento Il avaliou-se a capacidade in vitro dos
microrganismos ruminais em destoxificar a ricina do farelo de mamona (FM), bem
como o efeito da desnaturagao de proteinas soluveis do FM por meio de tratamento
alcalino, sobre a taxa de crescimento microbiano (i) e a concentragdo média de amonia
ao longo da incubagdo. Foram avaliadas trés fontes de proteina solivel (tripticase,
extrato bruto de farelo de mamona (EBP) em estado intacto; ¢ EBP em estado
desnaturado com 6xido de calcio) em trés doses de proteina (0,42; 0,84 ¢ 1,64 g/L), em
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes, em esquema fatorial 3x3.
Foram coletadas amostras do meio de cultivo nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas para:
analise de ricina, mediante eletroforese em gel (SDS-PAGE), densitometria ¢ dosagem
de proteina total; avaliagdo do crescimento microbiano (DO-600 nm); e dosagem de
amonia. As sub-unidades de ricina ndo desaparecem na auséncia de inoculo ruminal,
mas foram degradadas a taxas de 0,2725; 0,1504 e 0,0648h'1 com inoculo ruminal nas
concentragdes iniciais de 61, 122 e 243 pg de ricina/mL do meio de cultivo. Estas
concentragdes de ricina representaram uma relacao de 0,15; 0,30 e 0,60 kg de FM por
litro de meio de cultivo ruminal. Houve interagdes (P<0,05) na taxa instantanea de
crescimento microbiano () entre dose e fonte de proteina soluvel e entre dose e
desnaturacdo do EBP de FM. Houve incremento linear (P<0,05) na p com aumento na
dose de tripticase, e reducdo (P<0,05) de forma quadratica com aumento na dose de
EBP intacto de FM, sendo estimando o valor minimo de —0,0038h'1 na pu, na dose de
1,444 g/L.. A p aumenta (P<0,05) com desnaturacao do EBP de farelo de mamona, mas
ndo ¢ afetada pela dose de EBP de mamona em estado desnaturado. A concentragdo
média de amonia foi menor (P<0,05) para o tratamento com EBP de FM em relacao a
tripticase, ndo sendo observado efeitos de desnaturagdo. Os resultados indicam que
apesar da microbiota ruminal ser capaz degradar a ricina, reduzindo sua ag¢do téxica no
animal hospedeiro, a toxina inibe o crescimento microbiano ruminal. Recomenda-se a

completa destoxificagdo do farelo de mamona para seu uso na alimentagdo de
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ruminantes. No experimento Ill, objetivando-se definir o método de destoxificacdo,
avaliou-se a eficidcia de destoxificagdo do FM por meio de tratamento alcalino
(Ca(OH); ou CaO, nas doses de 20, 40 ou 60 g/kg, diluido ou ndo em 4gua) ou térmico
(autoclave com pressido de 1,23 kgf/em® ou 15 psi a 123°C, durante 30, 60 ou 90
minutos) e seus efeitos sobre a composi¢do quimica, cinética de degradagdo ruminal in
situ da proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), matéria seca (MS) ¢
digestibilidade verdadeira intestinal in vitro da proteina ndo-degradada no rimen (DIV-
PNDR). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeti¢des. A eficacia dos tratamentos foi avaliada com base na presenca das sub-
unidades de ricina em gel a 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE) em condi¢do
desnaturante, analise densitométrica e dosagem de proteina total. Observou-se teor 831g
de ricina’kg de MS no FM controle. A eficacia de 100% de destoxificagdo com
Ca(OH), na dose de 40 g/kg de farelo ou com autoclave em 15 psi durante 60 minutos,
observada em pesquisas anteriores, ndo se confirmou no presente estudo. Somente os
tratamentos com Ca(OH), ou CaO, diluidos em é4gua (1:10), na dose de 60 g/kg de
farelo, ou com autoclave (90 minutos) mostram-se eficazes (P<0,05) em destoxificar a
ricina. O tratamento alcalino, independente da fonte, ou térmico reduzem (P<0,05) a
taxa e a degradabilidade ruminal efetiva da PB, mas sem afetar a extensdo de
degradagdo e a DIV-PNDR. Somente o tratamento alcalino promove redugdes (P<0,05)
nas estimativas de replecdo ruminal da fragdo potencialmente degradavel da FDN, em
razdo do aumento na taxa de degradacao ruminal. Estimam-se custos com aquisi¢do do
agente alcalino equivalentes a 6% do preco FOB (livre de frete e imposto) do FM
comercializado como fertilizante. Os tratamentos alcalinos com Ca(OH), ou CaO na
dose de 60g/kg de farelo, ou com 90 minutos de autoclave (1,23 kgf/cm?® 123°C)
poderdo permitir o uso da FM na alimentagdo de ruminantes, mas sua aplicacdo em
escala industrial dependente de estudos sobre viabilidade operacional e economica. No
experimento IV avaliou-se o efeito de quatro niveis de inclusdo de farelo de girassol
(FG) na dieta (0, 7, 14 e 21%, base da MS) de vacas leiteiras com produgdo de 30 kg/dia
sobre o desempenho produtivo e a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes. Utilizou-se 12
vacas da raca Holandesa distribuidas em trés quadrados latinos 4x4. As dietas foram
isonitrogenadas (16,2% de PB, base MS) contendo 55% de silagem de milho, na base da
MS. O FG substituiu a mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 47,37% de farelo de
trigo, na base da MS (FS:FT). Adotou-se o teste de Williams como procedimento de

comparacgoes de médias. O FG apresentou maior valor absoluto para degradabilidade



ruminal efetiva in situ da PB em relagdo a mistura FS:FT (68,68 vs 62,92%). Os
consumos dos nutrientes ndo foram afetados pelo FG, exceto o de EE que reduziu (P<
0,05) a partir de 7% de FG e da FDN que aumentou (P<0,05) a partir de 21% FG. Os
coeficientes de digestibilidade da MS, MO e CT, e o teor NDT reduziram (P<0,05) a
partir de 21% de FG. Os consumos de MS, EE, CT, CNF digestiveis, bem como o
consumo de NDT reduziram (P<0,05) a partir do nivel de 7% de FG. A composi¢ao do
leite ndo foi afetada pelo FG, mas a producdo de leite (PL), produgdo de lactose e
extrato seco total reduziram (P<0,05) a partir de 21% FG. A PL corrigida para 3,5% de
gordura, a produ¢do de gordura, proteina e extrato seco desengordurado, e a eficiéncia
de conversao do N dietético em N secretado no leite (EUNIeite) reduziram (P<0,05) a
partir de 14% de FG. O nivel de FG nao afetou a sintese de proteina microbiana ruminal
(estimada por meio da excrecdo urindria e secre¢do no leite de derivados de purinas) e a
eficiéncia de utilizacdo dos substratos energéticos, mas reduziu (P<0,05) a eficiéncia de
utilizacao do nitrogénio (N) disponivel para sintese de nitrogénio microbiano (ECNd) a
partir de 21% de FG. Nao houve efeito sobre a excre¢do de N urinario. Em razao das
reducdes (P<0,05) na ECNd e EUNIleite, a partir de 21% de FG elevou-se o valor
absoluto de perdas de N na urina e nas fezes. O FG pode ser incluido em até 14% em
dietas de vacas leiteiras com producao de 30 kg/dia, sem afetar a producao de leite, a
composicdo do leite e as eficiéncias de utilizacdo dos componentes nitrogenados e

energéticos da dieta.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, André Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August of 2008.
Co-products of castor seed and sunflower seed oil extraction in ruminant
feeding. Adviser: Jos¢ Mauricio de Souza Campos. Co-advisers: Edenio Detmann
and Rogério de Paula Lana.

The expectation of gradual growth of biodiesel participation in world energetic
matrix creates the needs of studies that generate information about the use of the co-
products generated by the productive chain. This way, it is proposed to evaluate the co-
products of castor (Ricinus communis L.) and sunflower ((Helianthus annuus L.) seeds
oil extraction in ruminant feeding, divided in four experiments. In experiment I, it was
evaluated the use of solvent (SCM) or expeller castor seed meal (ECM) treated or not
with 40 g.kg" of Ca(OH), on intake and digestibility, hepatic function, rumen microbial
nitrogen synthesis and nitrogen balance in sheep. Nineteen sheep, with 56 kg average
initial weight were used, kept in metabolic cages for 21 days, being 16 days for
adaptation and five days of collection. The animals were distributed in five treatments,
relative to the protein source, in 15% in dieta (basis DM): soybean meal (SM); SCM,
SCM treated with Ca(OH), (SCMT), ECM and ECM treated with Ca(OH), (ECMT),
which were arranged in a 2x2+1 factorial (with additional factor). The treatment with
Ca(OH); reduced in 62.1 and 64.8% the SCM ricin content (773 mg.kg" of DM) and of
ECM (799 mgkg"' of DM). The ricin daily average intake reduced (P<0.10) with
alkaline treatment, from the average 2.43 to 0.96 gkg' of body weight. No ricin
intoxication clinical symptoms were observed and serum levels of enzymes related to
hepatic function were not altered, being within the species normal pattern. There was no
effect between castor seed meal and soybean meal, interactions between castor seed
source and treatment with Ca(OH), and, castorseed meal source on DM and components
the diet intake, except for intakes of ether extract (EE) greater (P<0.10) for ECM, and
non-fibrous carbohydrates (NFC) and NFC corretec for ash and protein (NFCap),
greater (P<0.10) for the diet with SM. However, the Ca(OH), treatment of castorseed
meal SCM and ECM increased (P<0.10) the DM, CP and NFCap intakes. There was no
effect in digestibility coefficient between castor seed meal and soybean meal (except for
EEDC, greater (P<0.10) for ECM), interaction between castor seed meal source and
Ca(OH), treatment, and castor seed meal source (except for EEDC, greater (P<0.10) for
ECM). The alkaline treatment increased (P<0.10) all components digestibility
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coefficient (except TCDC and NFCDC). Microbial protein synthesis and diet energetic
and nitrogen substrates utilization efficiency (NUEi) increased (P<0.10) only with
Ca(OH), treatment. Despite the N-urea urinary excretion had increased with Ca(OH),,
the greater (P<0.10) NUEi reduced (P<0.10) fecal N loss, increasing N retention in
21.3%. Treatment of solvent or expeller castor seed meal with 40g of Ca(OH)./kg,
based on natural matter, although not completely desnaturation the ricin, improvement
the efficiency of utilization of energy and nitrogen components in diets for sheep. In
experiment 11, it was evaluated the rumen microorganisms in Vitro capacity to
detoxification the ricin, as an effect of solvent castor seed meal (SCM) soluble proteins
(containing ricin) denaturation on microbial growth rate (1) and ammonium average
concentration. Rumen in vitro incubations containing three soluble protein sources
(tripticase, SCM crude extract protein (CEP) intact or in denaturized state with calcium
oxide) were evaluated in three doses (0.42, 0.84 and 1.64 g.L™), in a completely
randomized design, with three repetitions, in a 3x3 factorial scheme. At the times 0, 3,
6, 12, 24 and 48 hours, culture medium samples were collected to analysis of: ricin, by
gel eletroforesis means (SDS-PAGE), densitometry and total protein dosage; microbial
growth (DO-600 nm); and ammonium dosage. Ricin subunits do not disappear in the
absence of rumen inoculums, but are degraded to rates of 0.2725, 0.1504 and 0.0648 h!
with rumen inoculums initial concentrations of 61, 122 and 243 pg.mL of ricin in
culture medium. These ricin concentrations represent a ratio of 0.15, 0.30 and 0.60 kg of
SCM per liter of rumen culture medium. There were interactions (P<0.05) in
instantaneous rate of microbial growth (1) between dose and soluble protein source and
between dose and CEP of SCM denaturizing. Linear increase (P<0.05) of p is observed
with increase of tripticase dose, but quadratic reduction (P<0.05) with increase of CEP
intact SCM dose, and estimating the minimum value of —0,0038h'1 in Y, at dose of 1,444
g/L. The p increase (P<0.05) with denaturation of CEP of SCM. The average
concentration of ammonium was lesser (P<0.05) in CEP of SCM treatment relative to
tripticase, with no denaturation effect observed. The results indicate that, despite rumen
microorganisms are capable of degrade ricin, reducting its toxic action in host animal,
the toxin inhibits rumen microbial growth. Therefore, castor seed meal complete
detoxication is recommended for used in ruminant feeding.. In experiment I11, With
the objective of defining the detoxification method, detoxification efficacy (DE) of
CSM was evaluated by means of alkaline treatment (Ca(OH), or CaO, in 20, 40 or 60
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g kg doses, diluted or not in water) or heat (autoclave with 1.23 kgf/cm® pressure or 15
psi at 123°C, during 30, 60 or 90 minutes) and its effects on chemical composition, in
situ rumen degradation kinetics of crude protein, neutral detergent fiber, dry matter
(DM) and in vitro true intestinal digestibility of rumen undegradable protein (RUP-
IVD). The experiment was carried out in a completely randomized design, with five
repetitions. Treatments efficacy was evaluated based on the presence of ricin subunits in
15% policramida gel (SDS-PAGE) in denaturizing condition, densitometric analysis
and total protein dosage. It was observed 831 g of ricina.kg” of DM in CSM control.
The 100% detoxification efficacy with Ca(OH), in 40 gkg' dose of meal or with
autoclave at 15 psi during 60 minutes, observed in previous researches, was not
confirmed in the present study. Only the treatments with Ca(OH), or CaO, diluted in
water (1:10), in 60 g.kg'1 dose of meal, or with autoclave (90 minutes) are efficient
(P<0.05) in detoxify ricin. The alkaline treatment, independent of the source, and
thermal treatment reduce (P<0.05) the rate and CP effective ruminal degradability, but
without effect on degradation extension and RUP-IVD. Only the alkaline treatment
promotes reductions (P<0.05) in ruminal repletion estimates of NDF potentially
digestible fraction, because of the rumen degradation rate increase. The costs with
alkaline agent acquisition are estimated to be equivalent to 6% of the CSM FOB price
commercialized as fertilizer. The alkaline treatments with Ca(OH), or CaO in 60 g.kg™
dose of meal, or with 90 minutes of autoclave (1.23 kgf/cm?, 123°C) can permit the use
of CSM in ruminant feeding, but its application in industrial scale dependent of studies
on operational and economic viability. In experiment 1V, it was evaluated the effect of
four sunflower meal (SFM) levels in the diet (0, 7, 14 and 21%, DM basis) of dairy
cows with 30 kg.day™' production on the productive performance na nutrients utilization
efficiency. Twelve Holstein breed cows were distributed in three 4x4 Latin squares. The
diets were isoprotein (16.2% CP, DM basis), containing 55% corn silage, DM basis.
The SFM substituted the mixture containing 53.57% of soybean meal and 47.37% of
wheat meal, DM basis (FS:FT). Williams test was adopted as the average comparison
procedure. The SFM presented greater absolute value for CP in situ ruminal effective
degradability relative to FS:FT mixture (68.68 vs 62.92%). The nutrients intake was not
affected by SFM, except that of EE, which reduced (P<0.05) from 7% of SFM, and of
NDF, which increased (P<0.05) from 21% of SFM. The DM, OM and TC digestibility
coefficients, and the TDN content reduced (P<0.05) from 21% of SFM. The DM, EE,
TC, digestible NFC, as well as TDN intake reduced (P<0.05) from 7% of SFM. Milk
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composition was not affected by SFM, but milk production (PL), lactose and total solids
production reduced (P<0.05) from 21% of SFM. The 3.5% fat corrected PL, fat, protein
and solids non-fat production, and the conversion efficiency of dietetic N into milk
secreted N (EUNmilk) reduced (P<0.05) from 14% of SFM. The level of SFM did not
affect rumen microbial protein (estimated by the derivatives in purine urinary excretion
and secretion of milk) and energetic substrates utilization efficiency, but reduced
(P<0.05) the degradable nitrogen (N) utilization efficiency for microbial N synthesis
(NUEAQ) from 21% of SFM.There was no effect on the N urinary excretion. Because of
the ECNd and EUN milk reductions (P<0.05), from 21% of SFM the urine and feces N
losses absolute value increased. The SFM can be included in up to 14% in diets of dairy
cows with production of 30 kg/day, without affecting the milk production, milk

composition and the efficiencies of using nitrogen and energy components of the diet.
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INTRODUCAO GERAL

A expectativa de crescimento gradual da participacdo do biodiesel na matriz
energética mundial criou oportunidades para a producdao de ruminantes através da oferta
potencial de farelos ou tortas obtidos apds a extragdo do dleo de sementes de
oleaginosas, constituindo os principais co-produtos da cadeia produtiva do biodiesel.
Desta forma, permite-se integrar as cadeias de agroenergia e pecuaria, otimizando a
geracao de emprego e renda e minimizando os passivos ambientais. Neste sentido,
estudos que permitem gerar informagdes sobre a melhor forma de utilizagao dos co-
produtos na alimentacdo de ruminantes fazem-se necessarios, para garantir a
sustentabilidade desta integragao.

O valor nutritivo dos co-produtos da extragdo de 6leo de sementes de oleaginosas
depende basicamente do método de extracao, da espécie, do grau de decorticagao da
semente e do processamento do produto resultante (Pierce, 1970).

Os processos de extracao podem ser divididos em sistemas mecanico € quimico.
No sistema mecanico, as prensas hidraulicas consistiram no processo industrial pioneiro
de extracao de oleo. Em razao da baixa eficiéncia de extragdo foram gradualmente
substituidas por prensas tipo expeller, desenvolvidas no final da década de 1900, os
quais constituem atualmente no processo majoritario de extragdo mecanico de 6leo. O
processo quimico utiliza solventes organicos que possibilita maximizar a extracao de
0leo das sementes (Hayward, 1937; Gallup et al., 1950; Evangelista et al., 2004).

Denomina-se de torta o produto resultante da extragdo mecanica e farelo
resultante da extracdo quimica. A torta obtida da extracdo por prensa hidraulica
apresenta maior teor oleo e, conseqiientemente, menor teor de proteina em relagao
aquela resultante da extragao por prensa tipo expeller, além de maior variabilidade. O

farelo, por ser obtido de um processo mais eficiente de extragdo de 6leo, contém menor



teor de extrato etéreo e, conseqiientemente, maior teor de proteina bruta (Hayward,
1937; Gallup et al., 1950; Pierce, 1970; Evangelista et al., 2004).

Entre as diversas opc¢des de oleaginosas disponiveis para produgao de biodiesel, as
culturas da mamona (Ricinnus communis L.) e do girassol (Helianthus annuus L) se
caracterizam pelo potencial de exploracdo em regides marginalizadas do processo de
desenvolvimento e pela alta produtividade potencial de 6leo por unidade de superficie
comparada as oleaginosas de ciclo anual (Barros et al., 2006; Ferreira et al., 2006;
CONAB, 2008). No entanto, as informac¢des dos seus respectivos co-produtos da
extragdo de 6leo de sementes na alimentacdo de ruminantes ainda s3o escassas, o que
impede, até o0 momento, recomendagdes exatas para suas utilizagoes.

As sementes de mamona apresentam altos teores de extrato etéreo (entre 39,6 a
48,4%, com base na MS) (Anthonisen et al., 2006). O produto resultante da extragdo do
6leo constitui alimento concentrado protéico, com teores de proteina bruta (base da MS)
entre 30,8 a 40,7%, dependendo do processo de extragdo do 6leo (Moreira et al., 2003;
Evangelista et al., 2006), e degradabilidade ruminal efetiva da proteina bruta
intermediaria entre o farelo de soja e o farelo de algodao (Moreira et al., 2003). Em
razao das induastrias comumente nao utilizarem decortica¢des das sementes de mamona,
os produtos contém alto teor de fibra em detergente (FDN) e sdo ricos em cutina (Van
Soest, 1994). Assim, o uso de tortas ou farelos de mamona na alimentagdo de animais
ndo-ruminantes ¢ limitado, o que praticamente impede a concorréncia com os animais
ruminantes.

Apesar do potencial de utilizagdo dos co-produtos da semente de mamona na
alimentagdo de ruminantes como substitutos de fontes tradicionais de proteina, esses,
atualmente, sdo utilizados somente como fertilizantes organicos controladores de

nematoides, reduzindo a agregagdo de valor e a renda da cadeia produtiva. A presenca



de um composto toxico (ricina), de um alcaldide (ricinina) e de complexos alergénicos
(albuminas 2S), bem como a caréncia tecnoldgica que propicie a obtencdo de um
alimento seguro com pregos competitivos, foram comumentes apontados como
principais fatores que impedem a sua adoc¢ao na alimentacao animal (Severino, 2005).

A ricina ¢ uma proteina soltivel encontrada principalmente no endosperma da
mamona, nao sendo detectada em outras partes da planta, como raizes, folhas e caules
(Bandeira et al., 2004). Apesar da alta toxidade da semente, o 6leo de mamona ndo é
toxico, pois a ricina ndo € solivel em lipidios, permanecendo todo o componente toxico
na torta ou no farelo (Gaillard & Pepin, 1999).

A toxidade da ricina é conhecida ha mais de um século, mas somente no final da
década de 1980 seu mecanismo de agdo em células cucaridticas foi melhor elucidado
(Endo & Tsuguri, 1987; Endo et al., 1987; Endo & Tsuguri, 1988). A ricina se classifica
como uma lecitina, componente do grupo das “proteinas inativadoras de ribossomos”,
compostas por duas subunidades de fungdes biologicas distintas. A subunidade A
inativa especificamente e irreversivelmente os ribossomos eucaridticos, impedindo a
sintese protéica. Ja a subunidade B encontra-se ligada a membrana celular e a
subunidade A, e permite a entrada desta por endocitose para o citosol (Olnes, et al.,
1974; Endo & Tsurugi, 1988). Assim, se quebradas as ligacdes entre as duas sub-
unidades, as partes resultantes ndo sdo toxicas em células eucaridticas (Audi et al.,
2005).

Em organismos procaridticos, a ricina nas formas intacta ou com as sub-unidades
isoladas ndo apresentaram efeitos toxicos, mas polipeptidios ativos obtidos da hidrolise
da ricina por tripsina foram capazes de inibir a sintese protéica e o crescimento

microbiano de Escherichia coli (Hass-Kohn, 1980).



A ricinina € um alcaloide encontrado em todas as partes da planta, podendo ser
detectado desde as fases iniciais de desenvolvimento. Seu teor varia em funcdo dos
componentes da planta, sendo maior nas folhas; caracteristicas genéticas; estresses
ambientais; e teor de ricina nas sementes, sendo negativamente correlacionado com o
teor de ricinina (Severino, 2005). Assim, em razao da baixa atividade téxica associado a
pequena concentragdo nas sementes a ricinina ndo ¢ considerado fator limitante para o
uso de farelos ou tortas de mamona na alimentacdo animal (Anandan et al., 2005).

As albuminas 2S compreendem classe distinta de proteinas de reserva
amplamente distribuidas em sementes de espécies oleaginosas (Youle et al., 1981).
Além da fung¢do de reserva de nutrientes para a semente, apresentam atividade inibitoria
sobre enzimas o-amilase salivar humana e de insetos, propriedades antifiingicas e
alergénicas em humanos (Nascimento & Machado, 2006). Para o uso do farelo na
alimentagdo animal, as propriedades alergénicas, at¢é o momento, ndo representam
grande entrave, pois somente se manifestam quando estes compostos sdo injetados ou
absorvidos pela respiragdo, o que sO6 acontece se houver exposi¢do a grandes
quantidades do produto em ambiente pouco ventilado (Bandeira et al., 2004). Todavia, a
inativagdo destes componentes deve ser considerada no processo de eliminagdo de
compostos indesejaveis do farelo de mamona, de forma a garantir a obtengdo de um
produto seguro ao homem.

Diante do exposto a ricina é considerado o principal fator limitante para o uso dos
co-produtos da extragdo de 6leo de sementes de mamona na alimentacdo animal
(Anandan et al., 2005). Os principais sintomas clinicos observados em ruminantes
intoxicados por sementes de mamona foram: anorexia, fraqueza muscular, salivagdo
intensa, diarréia, desidratacdo, midriase, hipotermia, recumbéncia, elevagdo dos niveis

séricos de nitrogénio-uréico, creatinina, creatina kinase e asparato aminotransferase 24-



30 horas apos a ingestdo e morte até 3 dias apds a ingestdo (Armién et al., 1996;
Tokarnia & Dobereiner, 1997; Aslani et al., 2007). Todavia, possiveis efeitos de
confundimentos sobre as alteragdes gastrintestinais podem ter ocorrido nos trabalhos
que avaliaram somente o efeito de ingestdao de sementes de mamona, em razao do seu
alto teor de extrato etéreo.

Considerando-se o intenso e continuo processo de degradagdo protéica que ocorre
no ambiente ruminal, especula-se que parte ou totalidade da ricina presente no farelo de
mamona seja inativada pela microbiota ruminal, o que poderia explicar algumas
observagoes de tolerancias em animais ruminantes alimentados com dietas contendo
farelo de mamona ricos em ricina (Albin et al., 1969; Santana et al., 1971). No entanto,
ainda ndo ha comprovagoes desse comportamento.

A utilizagdo de procedimentos adequados para quantificacdo de ricina ¢
fundamental para o desenvolvimento de pesquisas e aplicacdo do farelo de mamona na
alimentagdo animal. Diversos métodos quimicos, ensaios bioldgicos e imunoldgicos
podem ser utilizados de acordo com o objetivo e o material a ser analisado.

Em estudo objetivando definir a técnica mais acurada, conduzidos por
Wannemacher Jr. Et al., 1992), comparou-se a detec¢do de ricina em extrato de
sementes de mamona por métodos de diferentes sensibilidades (a sensibilidade ¢
informada entre parénteses): toxicidade em ratos (0,4 ppm), citotoxidade em células
“Vero” (0,01 ppm), ELISA (0,002 ppm), HPLC (5 ppm), eletroforese em gel (20 ppm) e
eletroforese capilar de alta performance (25 ppm); cujos resultados obtidos foram: 4,1
ppm pela toxidez de ratos, 4,9 ppm pela citotoxidade em células “Vero”, 1,3 ppm por
ELISA, 9,3 ppm por HPLC, 3,3 ppm por eletroforese em gel e 2,9 ppm por eletroforese

capilar. Os autores concluiram que todos os métodos podem ser utilizados para detectar



ricina em um extrato bruto de ricina, mas os resultados obtidos podem ter grande
variagdo (Wannemacher Jr. et al., 1992).

Em pesquisas recentes, as andlises de ricina no farelo de mamona utilizou-se
eletroforese em gel de dodecil sulfato de sédio e poliacrilamida (SDS-PAGE) (Anandan
et al. 2005). Este procedimento apresenta a vantagem econdmica e operacional frente
aos outros métodos, notadamente ELISA e HPLC, que exigem a utilizagdo de padrdes
de ricina.

A eletroforese em gel (SDS-PAGE) consiste em ferramenta analitica amplamente
utilizada na separacao e identificagcdo de proteinas, devido a relativa simplicidade,
rapidez e alto valor informativo. O principio da técnica consiste na separagao de fragdes
protéicas de diferentes massas moleculares, previamente carregadas negativamente,
mediante migracdo em campo elétrico desenvolvido em géis de poliacrilamida
(Mandarino & Almeida, 2004). A quantificagdao de proteinas separadas por eletroforese
pode ser realizada mediante analise densitométrica das imagens do gel (SDS-PAGE) e
dosagem de proteina total (Retamal et al., 1999).

Em razdo destas caracteristicas, a eletroforese em gel (SDS-PAGE) tem sido
extensivamente utilizada para avaliacdes de proteodlise e degradagdo ruminal de grupos
especificos de proteinas de alimentos em sistemas in Vvitro ou in situ, permitindo ainda
estimacdes dos pardmetros de cinética de proteodlise e degradacdo dos mesmos (Nugent
et al., 1983; Spencer et al., 1988; Tanner et al., 1994; Romagnoto et al., 1994; Chiou et
al., 1999; Sadeghi & Shawrang, 2008).

Tratamentos que possibilitem transformar o farelo de mamona num produto
destoxificado foram estudados, tendo-se obtido alguns resultados, embora ndo

conclusivos, utilizando-se vapor, etanol e hidroxidos (Borchers, 1949; Kodras et al.,



1949; Gardner et al., 1960). No entanto, nesses trabalhos nao foram avaliados a
viabilidade operacional e econdmica do processo de destoxificacao.

Na década de 1960, a Sociedade Algodoeira do Nordeste Brasileiro (SANBRA)
desenvolveu processo de destoxificacdo do farelo de mamona, aplicavel em escala
industrial, que proporcionou a obtencdo de produto considerado seguro para a
alimentagdo animal (Matos, 1976). Este produto, apresentado como “Lex Protéico”, era
resultante do aquecimento do farelo de mamona em autoclave especial, com
temperatura méaxima de processamento de 125 °C e pressio méxima de 2 kg/cm®
(Matos, 1976).

Em razdo da elevada oferta de “Lex Protéico”, nas décadas de 1960 e 1970
desenvolveram-se diversos trabalhos sobre a utilizagdo do farelo de mamona
destoxificado na alimentagdo de vacas em lactagdo com producdo abaixo de 10 kg/dia
de leite (Assis et al., 1962a; Assis et al., 1962b; Robb et al., 1974; Matos, 1976),
novilhas leiteiras (Miranda et al., 1961) e de bovinos de corte em confinamento
(Marion, 1967; Albin et al., 1968; Albin et al., 1969; Albin et al., 1970). No entanto,
observa-se, no presente momento, escasses de pesquisas sobre o uso do farelo de
mamona destoxificado na alimentagdo animal.

Em investigagio realizada na India compararou-se a eficacia de diferentes
métodos fisicos (autoclave, cozimento, aquecimento, fervura e embebigdo) e quimicos
(tratamento com hidroxido de calcio, hidréoxido de s6dio, amonia, cloreto de sodio,
formaldeido ou tanino) de destoxificagdo da ricina do farelo de mamona (Anandan et
al., 2005). Dos métodos avaliados, somente o autoclave (15 psi, 60 min) e o tratamento
com hidroxido de calcio (40 g/kg de farelo de mamona) provocaram completa
desnaturacdo da toxina, avaliado mediante analise quantitativa (método de Lowry) e

qualitativo (visualizag¢ao das bandas de proteina em gel de eletroforese).



Nota-se neste trabalho, que os procedimentos de destoxificagdo com hidroxido de
calcio sdo operacionalmente simples e com potencial de viabilidade econdmica. O
hidréxido de célcio em solucdo aquosa ¢ misturado ao farelo de mamona na dose de 40
g/kg, base da matéria natural. Apods permanecer por uma noite (12-18 horas) para
ocorrer o processo de destoxificagdo o material tratado ¢ seco para posterior
armazenamento ¢ utilizagdo (Anandan et al, 2005). Sob o prisma de que o 6xido de
calcio em solugdo se transforma em hidroxido de calcio, a substitui¢do do hidroxido de
calcio por oxido de célcio no tratamento alcalino do farelo de mamona pode ser
interessante devido ao menor custo e menor poder corrosivo o que reduz riscos de
acidentes de trabalho.

Destarte, vislumbra-se o emprego deste processo de destoxificagdo nas proprias
unidades de producdo de mamona, ou mesmos nos sistemas de produ¢do de animais
ruminantes, com potencial de geracdo de renda e emprego. Este cendrio podera trazer as
seguintes conseqiiéncias: eliminacdo da desvantagem competitiva do 6leo de mamona
em relag@o aos obtido por outras oleaginosas como a soja, algodao, girassol, dendé, que
por utilizarem os farelos e tortas na alimentacdo animal, agregam maior valor nas
cadeias produtivas, impactando em pregos mais competitivos ao biodiesel (Barros et al.,
2006); maior leque de opgdes em concentrados protéicos na alimentagdo de ruminantes,
permitindo amenizar os danos causados pelas oscilagdes de pregos dos alimentos
tradicionalmente utilizados.

No entanto, antes de recomendar os métodos de destoxificagdo do farelo de
mamona para utilizacdo na alimentagdo de ruminantes, necessita-se de validagdes sob a
oOtica da nutrigdo de ruminantes, contemplando avaliagdes de consumo, eficiéncia de

utilizagdo de nutrientes e de satide animal, bem como sobre a eficicia de destoxificagdo



em razao da variabilidade na concentragdo de ricina entre cultivares de mamona
(Pinkerton et al., 1999)

Sementes de girassol contém entre 35 a 45% de extrato etéreo e 25 a 30% de
casca (Finn et al., 1985; Economides, 1998; NRC, 2001). Durante o processo de
extracdo de oleo obtém-se co-produtos protéicos com teor de proteina bruta (PB) entre
28 a 50%, base da MS (Anderson, 2002), cujo valor nutritivo depende da cultivar, do
processo de extragdo do o6leo e do grau de decorticagdo (Hesley, 1994; Canibe et al.,
1999). A casca da semente de girassol contém baixo teor de PB (5%, base da MS), altos
teores de fibra em detergente neutro (73,5%, base da MS) e de lignina (26,5%, base da
MS) (Arija et al., 1998). Desta forma, o grau de decorticacdo apresenta-se como
principal fator de variagdo no valor nutritivo de farelos ou tortas de girassol.

Em diversos estudos caracterizou-se o farelo de girassol (FG) como fonte de alta
degradabilidade ruminal e digestibilidade intestinal da proteina bruta em relacdo a
fontes tradicionais como o farelo de soja, farelo de algoddo e farelo de amendoim
(Erasmus et al., 1994, Branco et al., 2006; Rodriguez et al., 2008). No entanto, devido a
presenga de casca, observou-se menor degradabilidade ruminal da MS do FG em
relag@o ao farelo de soja (Rodrigues et al., 2008). Em pesquisas in vitro demonstrou-se
que a fragdo protéica nao-degradada no rumen do FG (29% de PB, base da MS)
apresenta alta digestibilidade intestinal verdadeira (Branco et al., 2006). Analises do
perfil de aminoacidos essenciais permitiram indicar semelhangas ao farelo de soja,
exceto para lisina (menor) e metionina (maior) (NRC, 2001).

Estudos sobre desempenho de vacas em lactagdo demonstraram viabilidade da
inclusao de 11 a 15% de farelo ou torta de girassol, base da matéria seca, em
substitui¢do ao farelo de soja e milho grdo, mas para animais com producao abaixo de

20 kg/dia (Schingoethe et al., 1977; Silva et al., 2005). Todavia, os mesmos estudos



foram insuficientes para elaborar recomendagdes de niveis adequados de farelo de
girassol em dietas para vacas de maior potencial de producdo de leite, como também
para avaliar efeito de niveis mais elevados sobre o desempenho produtivo e a eficiéncia
de utilizacao de nutrientes.

Diante do exposto, desenvolveu-se este trabalho em quatro experimentos com os

seguintes objetivos gerais:

Experimento 1

Avaliar o efeito da utilizagdo de 15%, base da MS da dieta, do farelo ou torta de
mamona tratado com 40g/kg de Ca(OH), sobre o consumo e digestibilidade dos
nutrientes, funcao hepatica, sintese de compostos nitrogenados microbianos no rimen e

balango de nitrogénio em ovinos.

Experimento 2
Avaliar o efeito da fermentagdo ruminal in vitro sobre a degradacdo da ricina, bem
como o efeito da desnaturacdo de proteinas soliveis de mamona sobre o de crescimento

microbiano ¢ a concentracao média de amdnia no meio.

Experimento 3

Avaliar a eficacia de destoxificacdo da ricina do farelo de mamona por meio
tratamento alcalino (hidréxido de célcio ou 6xido de calcio) ou térmico (autoclave) e
seus efeitos sobre a composi¢do quimica, degradagdo ruminal in situ e digestibilidade

intestinal in vitro da proteina ndo-degradada no rimen.
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Experimento 4
Avaliar o efeito de quatro niveis de farelo de girassol (0, 7, 14 e 21%, base da

MS) na dieta sobre o desempenho produtivo de vacas em lactacdo de alta producao.

Os capitulos desta tese, relativos a cada experimento, estdo descritos em forma de
artigo técnico-cientifico, elaborados conforme normas da Revista Brasileira de

Zootecnia.
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Eficiéncia de utiliza¢io de nutrientes e fungdo hepatica de ovinos alimentados com
dietas contendo farelo ou torta de mamona tratado com hidroxido de calcio

RESUMO - Objetivou-se avaliar o farelo (FM) ou torta de mamona (TM)
tratado ou ndo com 40g de Ca(OH),/kg sobre o consumo e digestibilidade, fun¢ao
hepatica, sintese de compostos nitrogenados microbianos no rimen e balanco de
nitrogénio em ovinos. Utilizou-se 19 ovinos sem raga definida com peso inicial médio
de 56 kg, mantidos em gaiolas de metabolismo por 21 dias, sendo 16 dias de adaptagdo
e cinco dias de coleta. Os animais foram distribuidos em cinco tratamentos referentes a
fonte protéica, em 15% da matéria seca (MS) da dieta: farelo de soja, FM, FM tratado
com Ca(OH), (FMT), TM e TM tratado com Ca(OH), (TMT), os quais foram
arranjados num fatorial 2x2+1 (com fator adicional). O tratamento com Ca(OH),
reduziu em 62,1 e 64,8% o teor de ricina do FM (773 mg/kg de MS) e da TM (799
mg/kg de MS). O consumo médio didrio de ricina reduziu (P<0,10) com o tratamento
alcalino, em média de 2,43 para 0,96 g/kg de peso corporal. Nao foram observados
sintomas clinicos de intoxicacao por ricina e os niveis séricos de enzimas relacionados
com funcao hepética ndo se alteraram, estando dentro do padrao normal da espécie. Nao
houve efeitos entre mamona e soja, de interagdes entre fonte e tratamento com Ca(OH),
e de fonte de mamona sobre os consumos de MS e componentes da dieta, exceto para os
consumos de extrato etéreo (EE), maior (P<0,10) para a TM, e de carboidratos nao-
fibrosos corrigidos para cinza e proteina (CNFcp), maior (P<0,10) para dieta com FS.
Porém, o tratamento do FM e TM com Ca(OH), aumentou (P<0,10) o consumo de MS,
proteina bruta e CNFcp. Nao houve efeito no coeficiente de digestibilidade (CD) da
dieta entre mamona e soja (exceto para CDEE, maior (P<0,10) para TM), de interagdo
entre fonte de mamona e tratamento com Ca(OH), e de fonte de mamona (exceto para
CDEE, maior (P<0,10) para TM). O tratamento alcalino aumentou (P<0,10) o CD de
todos os componentes (exceto CDCNFcp). A sintese de compostos nitrogenados
microbianos no rimen e a eficiéncia de utilizacdo dos substratos energéticos e
nitrogenados (ECNi) da dieta aumentaram (P<0,10) apenas com Ca(OH),. Apesar da
excre¢do urinaria de N-uréia ter aumentado com o Ca(OH),, a maior (P<0,10) ECNi
reduziu (P<0,10) as perda de N fecal, aumentando-se em 21,3% a retencdo de N. O
tratamento do FM ou TM com 40g de Ca(OH),/kg, base da matéria natural, apesar de
ndo desnaturar completamente a ricina, amplia a eficiéncia de utilizagdo dos
componentes energéticos e nitrogenados em dietas para ovinos.

Palavras-chave: biodiesel, co-produtos, destoxificagao, ricina, Ricinus communis L.
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Nutrients utilization efficiency and hepatic function of sheep fed with diets
containing solvent or expeller castor seed meal treated with calcium hydroxide

ABSTRACT - It is proposed to evaluate the use of solvent (SCM) or expeller
castor seed meal (ECM) treated or not with 40 gkg' of Ca(OH), on intake and
digestibility, hepatic function, rumen microbial nitrogen synthesis and nitrogen balance
in sheep. Nineteen sheep, with 56 kg average initial weight were used, kept in metabolic
cages for 21 days, being 16 days for adaptation and five days of collection. The animals
were distributed in five treatments, relative to the protein source, in 15% in dieta (basis
DM): soybean meal (SM); SCM, SCM treated with Ca(OH), (SCMT), ECM and ECM
treated with Ca(OH), (ECMT), which were arranged in a 2x2+1 factorial (with
additional factor). The treatment with Ca(OH), reduced in 62.1 and 64.8% the SCM
ricin content (773 mg.kg"' of DM) and of ECM (799 mg.kg™' of DM). The ricin daily
average intake reduced (P<0.10) with alkaline treatment, from the average 2.43 to 0.96
gkg! of body weight. No ricin intoxication clinical symptoms were observed and
serum levels of enzymes related to hepatic function were not altered, being within the
species normal pattern. There was no effect between castor seed meal and soybean
meal, interactions between castor seed source and treatment with Ca(OH), and,
castorseed meal source on DM and components the diet intake, except for intakes of
ether extract (EE) greater (P<0.10) for ECM, and non-fibrous carbohydrates (NFC) and
NFC corretec for ash and protein (NFCap), greater (P<0.10) for the diet with SM.
However, the Ca(OH), treatment of castorseed meal SCM and ECM increased (P<0.10)
the DM, CP and NFCap intakes. There was no effect in digestibility coefficient between
castor seed meal and soybean meal (except for EEDC, greater (P<0.10) for ECM),
interaction between castor seed meal source and Ca(OH), treatment, and castor seed
meal source (except for EEDC, greater (P<0.10) for ECM). The alkaline treatment
increased (P<0.10) all components digestibility coefficient (except TCDC and NFCDC).
Microbial protein synthesis and diet energetic and nitrogen substrates utilization
efficiency (NUEI) increased (P<0.10) only with Ca(OH), treatment. Despite the N-urea
urinary excretion had increased with Ca(OH),, the greater (P<0.10) NUEi reduced
(P<0.10) fecal N loss, increasing N retention in 21.3%. Treatment of solvent or expeller
castor seed meal with 40g of Ca(OH),/kg, based on natural matter, although not
completely desnaturation the ricin, improvement the efficiency of utilization of energy
and nitrogen components in diets for sheep.

Key Words: biodiesel, co-produtcs, detoxification, ricin, Ricinus communis L.
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Introducgéo

A expectiva de crescimento da participagdo de biodiesel na matriz energética
mundial, criou oportunidades para a producdo de ruminantes pela possibilidade de
utilizacao de co-produtos resultantes do processo de extragdo do 6leo de sementes de
oleaginosas. Dentre as culturas disponiveis, a mamona (Ricinus communis L.) se
destaca pelo potencial de exploracdo em regides marginalizadas do processo de
desenvolvimento econdmico e pela maior intensidade no uso de mao-de-obra.

Apesar do potencial de utilizacdo na alimentacdo de ruminantes (Miranda et al.,
1961; Albin et al., 1969; Santana et al., 1971; Robb et al., 1974; Matos, 1976), o farelo
ou a torta de mamona tém sido utilizados exclusivamente como fertilizantes organicos,
devido a presenga de uma potente toxina (ricina) o que reduz a competitividade em
relacdo as outras oleaginosas (Severino, 2005).

A ricina ¢ uma proteina encontrada principalmente no endosperma de sementes de
mamona ¢ inativa irreversivelmente ribossomos eucaridticos, inibindo a sintese protéica
(Olsnes et al., 1974; Endo & Tsurugi, 1988). E composta por duas subunidades de
funcdes biologicas distintas. A subunidade A (36 kDa) inativa especificamente e
irreversivelmente os ribossomos eucaridticos, impedindo a sintese protéica. Ja a
subunidade B (29 kDa) encontra-se ligada a membrana celular e a subunidade A, ¢
permite a entrada desta por endocitose para o citosol (Olnes, et al., 1974; Endo &
Tsurugi, 1988).

Apesar de em estudos com bovinos de corte confinados, por periodos acima de
100 dias, ndo se ter observado efeitos toxicos e sobre o desempenho dos animais
recebendo dietas contendo farelo de mamona com alto teor de ricina (Albin et al., 1969;

Santana et al., 1971), ingestdes entre 2,5 a 6 g de sementes esmagadas de mamona/kg de
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peso corporal sdo reconhecidas como téxicas para ruminantes (Armién et al., 1996;
Tokarnia & Dobereiner, 1997; Aslani et al., 2007).

Os principais sintomas clinicos observados em ovinos intoxicados por sementes
de mamona foram: anorexia, fraqueza muscular, salivagcdo, diarréia, desidratagdo,
midriase, hipotermia, recumbéncia, elevacdo dos niveis séricos de nitrogé€nio-uréico,
creatinina, creatina kinase e aspartato aminotransferase 24 a 30 horas apds a ingestao, e
morte até 3 dias apos a ingestdo (Armién et al., 1996; Aslani et al., 2007).

Apesar dos resultados inconsistentes sobre intoxicagdo por ricina em ruminantes,
destoxificagcdes dos co-produtos de sementes de mamona foram recomendados para
viabilizar seu uso na alimenta¢do animal (Severino, 2005). Embora alguns métodos de
destoxificacdo sejam conhecidos desde o final da década de 1940 (Borchers, 1949;
Kodras et al., 1949; Gardner et al.,1960) somente recentemente foi desenvolvido
trabalho mais conclusivo, em que somente o uso de autoclave (15 psi, 60 min) ou o
tratamento com hidroxido de calcio (40g/kg de farelo de mamona) provocaram
completa desnaturagdo da toxina (Anandan et al., 2005).

E interessante que os procedimentos de destoxificagdo com hidréxido de calcio
sdo operacionalmente simples e com potencial de viabilidade economica. No entanto,
antes de recomendar seu uso para alimentacdo animal ha necessidade de estudos de
validacdo, contemplando-se avaliacdo de indicadores de eficiéncia nutricional e de
saude animal relacionados com intoxicac¢ao clinica por ricina.

Desta forma, desenvolveu-se este trabalho com objetivo de avaliar o efeito da
utilizacdo de 15%, base da matéria seca da dieta, do farelo ou torta de mamona, tratado
ou ndo com 40 g/kg de Ca(OH),, sobre o consumo e digestibilidade, fungdo hepatica,
sintese de compostos nitrogenados microbianos no rimen e balango de nitrogénio em

0ovIinos.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Nutricao
Animal do Departamento de Zootecnia, na Universidade Federal de Vicosa (UFV),
entre dezembro de 2005 e janeiro de 2006. Foram utilizados 19 ovinos machos
castrados, sem raca definida, com peso médio inicial de 5648 kg, mantidos em gaiolas
de metabolismo por um periodo de 21 dias, sendo 16 dias de adaptacdo e cinco dias de
coleta, durante os quais se registraram o consumo de alimentos e realizadas coleta total
de fezes e urina e amostra em sangue.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e
adotado-se o peso inicial dos animais como covariavel. Foram utilizados cinco
tratamentos referentes a fonte protéica: farelo de soja - controle (FS), farelo de mamona
(FM), farelo de mamona tratado com Ca(OH), (FMT), torta de mamona (TM) e torta de
mamona tratado com Ca(OH), (TMT), os quais foram arranjados num fatorial 2 x 2 + 1.

O farelo e torta de mamona foram adquiridos de agroindustrias localizadas na
regido metropolitana de Salvador-BA e no Norte de Minas Gerais, respectivamente. O
farelo de mamona foi obtido apds a extracdo do Oleo de sementes de mamona
utilizando-se solventes orgénicos, enquanto a torta de mamona foi obtida por extragdo
do tipo expeller. Ambos os co-produtos foram comercializados exclusivamente como
fertilizantes organicos e, segundo os fabricantes, improprios para a alimentacdo animal.

O tratamento do farelo e torta mamona foi realizado utilizando solucao de
Ca(OH), (1 kg para 10 litros de agua), na quantidade de 40 gramas de Ca(OH),/ kg de
farelo ou torta, na base da matéria natural, conforme descrito por Anandan et al. (2005).
Apobs a mistura do farelo ou torta com a solucdo de Ca(OH), (pH acima de 12), o
material permaneceu por um periodo de 12 a 18 horas (uma noite), sendo logo apds seco

por 5 horas a 60°C. Utilizou-se como fonte de Ca(OH), cal hidratada destinada a
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construgdo civil e, segundo o fabricante, contendo minimo de 88% de 6xidos totais
(ICAL).

As dietas foram isonitrogenadas (14,5% de proteina bruta, na base da matéria
seca), fornecidas uma vez ao dia, as 08 horas, permitindo-se sobras de 5 a 10% (base da
matéria natural). A mistura uréia:sulfato de amodnio (9:1) foi utilizada para ajustar o teor
de proteina bruta da dieta em razdo das diferencas entre os alimentos protéicos
utilizados. A propor¢ao dos ingredientes da dieta estd apresentada na Tabela 1. Mistura
mineral foi fornecida a vontade aos animais em cochos separados.

Tabela 1 - Propor¢ao dos ingredientes das dietas experimentais, em porcentagem na

matéria seca

Dietas”

Ingredientes FS FM FMT ™ TMT
Silagem de milho 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
Milho 25,00 24,39 24,39 24,02 24,02
Farelo de soja (FS) 15,00
Farelo de mamona (FM) 15,00
Farelo de mamona tratado (FMT) 15,00
Torta de mamona (TM) 15,00
Torta de mamona tratado (TMT) 15,00
Uréia/sulfato de amonio’ 0,61 0,61 0,98 0,98

! relagdo de 9:1. YFS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40
g de Ca(OH)y/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.

A coleta total de fezes foi realizada utilizando bolsas coletoras de couro adaptadas
aos animais do 17° ao 21° dia do experimento. Apds a coleta e pesagem das fezes,
realizadas sempre as 08:00 e 17:00 h, foram retiradas amostras equivalentes a 5% do
peso total excretado, congeladas a -20°C para posterior secagem e analise quimica.

As amostras de silagens de milho e de fezes foram secas em estufa com

ventilagdao forcada e, juntamente com as dos demais alimentos, foram processadas em
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moinho de faca com peneira de 1 mm para analise quimica. Aliquotas de amostras secas
dos alimentos foram moidas com peneira de 2 mm para incuba¢do ruminal in situ. Apos
a secagem das amostras didrias de fezes, de cada animal, foram feitas amostras
compostas para posterior analise quimica.

As analises dos teores de MS, proteina bruta (nitrogénio total x 6,25), fibra em
detergente acido (FDA), lignina (H,SO4 72% p/p) foram realizadas segundo métodos
descritos em Silva & Queiroz (2002). A quantificacdo de cutina foi realizada mediante
hidrolise do residuo de FDA com H,SO4 72% p/p, seguido de oxidacdo do residuo da
hidrolise com KMnOy4 ¢ queima em mulfla a 550°C, segundo decrito por Van Soest
(1994). Para analise da concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN), as amostras
foram tratadas com alfa amilase termo-estaveis sem uso de sulfito de sodio, corrigidas
para o residuo de cinzas (Mertens, 2002) e para o residuo de compostos nitrogenados
(Licitra et al., 1996). As analises de FDN e FDA foram realizadas em sistema Ankon®,
utilizando sacos de TNT (tecido-nao-tecido), com dimensdes de Scm x Scm, mantendo-
se relagdes média de 14 mg de MS /cm® de tecido e 100 mL de detergente neutro/g de
amostra seca ao ar. A quantificagdo de nitrogénio nao protéico (NNP) dos alimentos foi
realizada segundo Licitra et al. (1996).

A solucdo mineral para determinacdo dos macroelementos minerais dos
alimentros foi preparada por via imida, mediante digestdo nitro-perclérica, conforme
descrito em Silva & Queiroz (2002). Apds as diluigdes, o teor de P foi determinado por
colorimetria, os de Ca e Mg em espectrofotometro de absor¢ao atdmica, e os de Na e K
em espectrofotometro de chama.

Os teores de carboidratos ndo-fibrosos corrigidos para cinzas e proteina (CNFp)
foram calculados conforme proposto por Hall (2000) adaptado, sendo: CNF, = 100 -

[(%PB - %PB derivada da uréia + %uréia) + %FDN,, + %EE + %Cinzas]. Os nutrientes
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digestiveis totais (NDT) foram calculados com adaptagdes ao descrito por Weiss (1999),
pela seguinte equagdao: NDT (%)= PBD + FDNcpD + CNFcpD + 2,25EED, em que:
PBD = proteina bruta digestivel; FDNcpD = fibra em detergente neutro digestivel;
CNFcpD = carboidratos nao-fibrosos digestiveis; e EED = extrato etéreo digestivel. A
composi¢ao quimica dos alimentos utilizados estd descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢ao quimica dos alimentos

| Alimentos’

Itens

SM Milho FS FM FMT ™ TMT
MS (%) 33,04 85,36 87,12 88,09 89,44 89,00 86,28
MO? 94,26 97,87 92,56 90,18 85,77 93,08 88,37
PB? 7,89 9,13 51,52 37,32 37,83 33,70 34,03
NNP? 69,19 19,12 15,03 22,27 23,25 29,61 30,20
NIDN® 17,87 6,46 8,11 17,60 28,95 12,49 18,90
NIDA’® 7,98 9,64 3,86 4,85 5,52 6,77 6,94
EE’ 2,77 3,60 0,99 3,14 2,00 7,98 5,48
FDN? 52,59 10,62 18,39 55,80 56,70 55,15 56,41
FDNcp® 50,72 9,96 13,95 46,50 41,33 48,30 45,51
CNFcp® 32,88 75,18 26,10 3,22 4,61 3,10 3,35
FDA? 24,67 3,18 7,77 41,12 38,02 43,89 43,34
Lignina2 3,64 0,94 0,77 4,52 3,97 4,29 3,86
Lignina/FDNcp 7,18 9,40 5,50 9,71 9,62 8,87 8,48
Cutina’ 0,25 0,05 0,09 25,26 24,94 27,39 26,48
Cutina/FDNcp 0,50 0,49 0,66 54,33 60,34 56,70 58,19
Ca’ 0,19 0,04 0,22 0,78 1,95 0,72 2,14
p? 0,24 0,19 0,64 0,68 0,65 0,84 0,80
K? 1,01 0,36 2,39 0,96 0,86 1,11 0,97
Na? 0,05 0,06 0,07 0,04 0,06 0,05 0,07
Mg2 0,17 0,09 0,29 0,43 0,38 0,53 0,44

"MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; NNP = nitrogénio ndo-protéico; NIDN
= nitrogénio insolivel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoliivel em detergente acido; EE =
extrato etéreo, FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = fibra em detergente neutro corrigido para
cinza e proteina; CNFcp = carboidrato ndo-fibroso corrigido para cinza e proteina; FDA = fibra em
detergente acido (FDA).

204 base da MS; *% do nitrogénio total.

3SM = silagem de milho, FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado
com 40 g de Ca(OH),’kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de
Ca(OH),/kg.
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Amostras de sangue foram obtidas no 21° dia, 4 horas apds a alimentag¢do matinal,
por puncao da veia jugular, utilizando-se frasco contendo acelerador de coagulagdo.
Apos a coleta, o material foi centrifugado a 2.300 x g por 15 minutos e o soro resultante
congelado a -20°C para posterior andlise dos niveis séricos de uréia, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransfase (ALT). Amostras de soro foram
enviadas para laboratdério comercial de andlise clinica humana para quantificacdo dos
niveis séricos de AST e ALT, utilizando-se o método cinético otimizado ultra-violeta.

As amostras de urina foram obtidas em 16 animais a partir de coleta total de urina
em recipientes (baldes) no piso, contendo 100 mL de solugdo de acido sulftrico a 20%
v/v, durante 72 horas, do 19° ao 21° dia do experimento. Utilizaram-se trés repeti¢des
para cada tratamento, exceto o tratamento com FMT, com quatro repeti¢des. Apos o
periodo de 24 horas, determinou-se o volume total excretado, sendo as amostras
homogeneizadas e, em seguida, retiradas aliquotas de 10 mL de urina adicionadas com
40 mL de 4cido sulfurico 0,072N, congeladas a -20°C para posterior andlise de
nitrogénio total, uréia, alantoina, acido urico, xantina ¢ hipoxantina.

As analises de uréia nas amostras de urina e de soro foram realizadas por meio de
sistema enzimatico-colorimétrico pelo método urease, utilizando-se Kits comerciais
(Labtest Diagndstica S.A.). A andlise de acido Urico na urina foi realizada por meio do
método enzimatico-Trinder, utilizando-se Kits comerciais (Labtest Diagnostica S.A.) O
N-uréico foi obtido multiplicando-se o teor de uréia por 0,466. As andlises de alantoina
na urina diluida foram realizadas pelo método colorimétrico, enquanto as analises de
xantina e hipoxantina pelo método enzimatico, ambos descrito em Chen & Gomes
(1992).

As purinas microbianas absorvidas (PA, mmol/dia) foram calculadas a partir das

excregdes dos derivados de purinas (Y, mmol/dia), utilizando-se a formula Y = 0,84 *
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PA + 0,150 * pVO7s 0257 PA, utilizando o método iterativo Newton-Raphson, onde 0,84
¢ a recuperacao das purinas absorvidas como derivados urinarios de purinas e 0,150 *
PVO73 023 PA 4 excrecdo endogena de derivados de purinas na urina (Chen & Gomes,
1992).

A sintese ruminal de compostos nitrogenados microbianos (Nmic, gN/dia) foi
calculada em fung¢do das purinas microbianas absovidas (PA, mmol/dia), utilizando-se a
equacgdo Nmic = (70 * PA)/(0,83 * 0,116 * 1000), em que 70 representa o conteudo de
N nas purinas (mg N/mmol), 0,83 a digestibilidade intestinal das purinas microbianas e
0,116 a relagdo N-purina:N-total nas bactérias (Chen & Gomes, 1992).

O teor de proteina degradada no rimen das dietas foi calculado utilizando-se a
fragdo efetivamente degradada quantificada para cada um dos ingredientes dietéticos,
conforme descri¢ao a seguir: utilizaram-se sacos de poliéster medindo 20x10 cm, com
porosidade de 60 p, onde se adicionaram 6 g de amostra seca ao ar de silagem de milho,
milho grao moido, FS, FM, FMT, TM e TMT. Os tempos de incubag¢ao utilizados para
avaliagdo da cinética de degradagdo da PB foram de 0, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72 ¢ 96 horas.
Para analise da cinética de degradacdao ruminal da FDN utilizou-se os tempos de 0, 2, 4,
8, 16, 24, 48, 72, 96 e 240 horas. Utilizou-se esquema de incubagdo seqiliencial e
remocao simultanea. As amostras foram incubadas em duplicata no rimen de uma vaca
leiteira em lactacdo, 550 kg de peso corporal e produgdo de leite proxima a 20 kg/dia,
por intermédio de fistula ruminal. Foi fornecido ao animal silagem de milho a vontade e
racdo concentrada (contendo milho grao moido, farelo de soja, farelo de trigo e uréia) na
quantidade de com 1 kg para cada 3 kg de leite produzido, base da matéria natural.
Decorrido o tempo de incubagdo, os sacos foram lavados em agua corrente e levados a
estufa com ventilzagao forgada (65°C) por 72 horas, sendo posteriormente avaliados os

teores de MS, PB e FDN dos residuos de incubacao.
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Os parametros da dinamica de degradagcdo da PB foram estimados utilizando o
modelo de crescimento assintdtico de primeira ordem reparametrizado por Orskov &
McDonald (1979) descrito pela fungdo: Y; = a + b* (1-e *kd*t); em que: Y; = fragdo
degradada no tempo “t” (%); a = fracdo soluvel (%); b = fracdo insolavel
potencialmente degradavel (%); kd = taxa de degradagio de b (h™); e t = variavel
independente tempo (h). Os pardmetros da dinamica de degradagdo da FDN foram
estimados utilizando o modelo apresentado por Mertens & Loften (1980), descrito pela
funcio: Yi= b * ¢ D 4 1: em que: Y, = residuo ndo degradado no tempo “t” (%); b
= fra¢io potencialmente degradavel da FDN (%); kd = taxa de degradagdo de b (h); e t
= variavel independente tempo (h); L = laténcia discreta (h); I = fragdo indegradavel da
FDN (%). A degradacdo ruminal efetiva (DE) da PB e FDN foram calculadas pelo
modelo: DE = a + b*[kd/(kd+kp)]; em que: a = fragdo soluvel, aplicavel apenas a PB;
kp = taxa de passagem do alimento pelo ramen (h™).

A taxa de passagem (kp) foi calculada de acordo com Cannas et al. (2004),
utilizando-se as equacdes: kp para silagem de milho = 1.82 * CFDN’0 # ¢(0-046 ™ %PB)
em que CFDN = consumo diario de FDN da dieta, expresso em % do peso corporal,
%PB = teor de proteina bruta da dieta em % da MS; Kp para os alimentos concentrados
= 1,572 * Kp da silagem de milho — 0,925. O consumo de proteina bruta degradada no
ramen foi calculado pelo produto do consumo de MS e o teor de PDR da dieta.

Como indicadores de eficiéncia de utilizagdo de compostos nitrogenados (N)
foram utilizados a eficiéncia de conversdo do N ingerido em N microbiano ruminal
(ECNi) e a eficiéncia de conversdo do N dietético disponivel no rimen em N
microbiano ruminal (ECNd), a partir das seguintes equagdes; ECNi = sintese de N
microbiano ruminal (g/dia) /consumo de N total (g/dia); ECNd = sintese de N

microbiano ruminal (g/dia) /consumo de N degradados no ramen (g/dia).
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A avaliacdo da concentragcdo de ricina no FM, FMT, TM e TMT foi realizada
através da separacao das fracoes A (36 kDa) e B (29 kDa) por eletroforese em gel de
15% de poliacrilamida em condi¢do desnaturante (SDS-PAGE), de acordo com o

método proposto por Laemmli (1970) e por analise densitométrica.

Inicialmente, 250 mg de farelo ou torta de mamona foram colocados em tubos
““eppendorf” de 2 mL, adicionando-se 1 mL de tampao de extragdao TRIS 0,5 M (pH
3,8 ajustado com acido sulfurico 37%) e centrifugados a 9.739 xg durante 20 minutos.

Retirou-se o sobrenadante, adicionou em outro tubo “eppendorf” o qual foi armazenado

entre 2 a 6°C para analise imediata, sendo este denominado de extrato bruto protéico.

Para realizar a corrida eletroforética, foram retirados aliquotas de 30 pL do
extrato bruto protéico, colocados em tubos “eppendorf” e adicionado 10 pL de tampao
de amostra (4X), contendo solu¢do tampao Tris HCL 60 mM pH 6,8 (10% de glicerol,
2% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,025% de azul de bromofenol e 0,025% de B-
mercaptoetanol). Em seguida submeteu-se o material a temperatura de 100°C por 5
minutos a sendo entdo aplicado 20 pL desta mistura em cada pogo do gel. A corrida
eletroforética foi inicialmente conduzida a 50 Volts, até a banda do corante atingir a
superficie do gel de separagdo, quando foi aumentada para 140 Volts, permanecendo
assim até o final da corrida, definido quando o corante se aproximou da extremidade
inferior do gel. Terminada a corrida, os géis foram retirados da placa e colocados em
solugdo corante (1,5 g de Coomassie Brilliant Blue G, 90 mL de 4cido acético glacial,
450 mL de metanol e 460 mL de agua deionizada) por 24 horas e logo depois em
solugdo descorante (100 mL de acido acético glacial, 500 mL de metanol e 400 mL de
agua deionizada) por 12 horas. Os géis foram entdo scaneados, sendo as imagens

utilizadas para andlise de densitometria. A identificacdo das fracdes de ricina foi
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realizada utilizando-se marcadores de massa molecular entre 14 a 66 KDa (Sigma,
USA).

Outra aliquota do extrato bruto protéico foi retirada para avaliacdo de proteina
total utilizando-se o método descrito por Bradford (1976). A anélise de densitometria
dos géis foi realizada nas dependéncias do Laboratério de Biologia Celular e Tecidual
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, obtendo-se as areas
totais e aquelas correspondentes as fragcdes da ricina, segundo procedimentos descritos
por Retamal et al. (1999). O teor de ricina no FM ou TM foi estimado conforme a
equacdo: teor de ricina (mg/kg de MS) = [((V1 x PTN total) * (4rea ricina/drea total)) /
peso da MS da amostra em contato com a solu¢do tampdo de extragdo (gramas)] *
1.000, em que: V; = volume utilizado da solugdo tampao de extragdao (1 mL); PTN total
= concentracdo de proteina total no extrato bruto (mg/mL); 4rea ricina = 4rea
correspondente as fracdes A e B da ricina presente no extrato bruto, obtida por analise
densitométrica; area total = area total de proteinas presentes no extrato bruto obtida por
analise densitométrica.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia utilizando-se o programa
Statistical Analisys System (SAS, 1989), utilizando nivel critico de 10% de
probabilidade para o erro tipo I. As variaveis foram analisadas segundo o modelo
estatistico:

Yij=p+ T+ ﬂ(Xij—i) + ejj, sendo:

Y ;= observacdo no animal i, submetido ao tratamento j;

| = constante geral;

T; = efeito do tratamento 1, sendo1=1, 2, 3, 4, 5;

p = relagdo funcional para a covariancia;

X = valor observado para a covaridvel peso corporal inicial do animal 1

submetido ao tratamento j;
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X= valor médio para a covariavel peso corporal inicial.

eij = aleatorio, associado a cada observagao,pressuposto NID (0; o°).

Foram aplicados quatro contrastes ortogonais: controle - C (FS vs. FM + FMT +
TM + TMT); fonte de mamona — F (FM + FMT vs. TM + TMT); tratamento da
mamona com hidroxido de calcio — H (FM + TM vs. FMT + TMT) e interacao fonte de

mamona e tratamento com hidréxido de calcio - F x H (FM + TMT vs TM + FMT).
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Resultados e Discussao

A composi¢ao quimica das dietas experimentais estd apresentada na Tabela 3. A
principal modificagdo quimica observada com a substitui¢do do farelo de soja (FS) pelo
FM ou TM ocorreu sobre a composicdo dos carboidratos, com aumento da fragdo

insolivel em detergente neutro (FDN), bem como aumento da participacdo de cutina na

FDN.

Tabela 3 — Composi¢ao quimica das dietas experimentais

Dietas®
Itens' FS FM FMT ™ TMT
MS (%) 54,23 54,47 54,67 54,66 54,25
MO? 94,91 94,56 93,90 95,01 94,30
PB’ 14,74 14,18 14,25 14,58 14,63
NNP? 33,05 34,91 35,23 35,61 35,80
NIDN? 10,99 13,94 18,47 11,11 13,35
NIDA® 6,08 6,10 6,36 6,39 6,45
EE’ 2,71 3,01 2,84 3,72 3,35
FDN? 36,97 42,51 42,65 42,38 42,57
FDNcp® 35,02 39,84 39,06 40,07 39,65
CNFcp® 42,44 38,55 38,75 37,64 37,68
FDA? 15,32 15,29 15,33 15,36 15,37
Lignina® 2,53 3,09 3,01 3,05 2,99
Cutina’ 0,18 3,95 3,91 4,27 4,14
Cutina/FDNcp 0,51 9,93 10,00 10,66 10,43
Ca’ 0,16 0,24 0,42 0,23 0,44
p’ 0,29 0,30 0,29 0,32 0,31
K? 1,06 0,84 0,83 0,86 0,84
Na® 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05
Mg’ 0,17 0,19 0,18 0,20 0,19

'MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; NNP = nitrogénio ndo-protéico; NIDN
= nitrogénio insolivel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoliivel em detergente acido; EE =
extrato etéreo; FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = fibra em detergente neutro corrigido para
cinza e proteina; CNFcp = carboidrato ndo-fibroso corrigido para cinza e proteina; FDA = fibra em
detergente acido (FDA). *% base da MS; *% do nitrogénio total. “FS = farelo de soja; FM = farelo de
mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de Ca(OH),/kg; TM = torta de mamona; TMT =
torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.
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A alta relacdao cutina/FDN dos ingredientes FM e TM (Tabela 2) indica elevada
presenca de casca da semente de mamona no material (Van Soest, 1994). A cutina ¢ a
principal fracdo ndo-fenolica da lignina bruta, composta por polimeros de ésteres de
hidroxi-acidos graxos de cadeia longa e alcoois, presente na epiderme de tecidos de
plantas, conferindo protecdo superficial. Embora ndo forme ligagdes com carboidratos,
por ser indigestivel, apresenta-se como barreira a entrada de microorganismos ruminais
reduzindo a extensao da degradacgao (Van Soest, 1994).

Percebe-se, contudo, que o tratamento do FM ou da TM com Ca(OH); nao alterou
a composicao dos carboidratos. Em diversos estudos demonstrou-se que o tratamento
alcalino de materiais ricos em parede celular lignificada remove ligagdes tipo ésteres
entre lignina e hemicelulose por saponificagdo, tornando a hemicelulose e parte da
lignina soliiveis em meio neutro. Todavia, a eficacia do tratamento depende da presenca
de ligacdes tipo ésteres entre carboidratos e lignina, as quais s3o minoritirias em
dicotiledoneas (Fahey et al., 1993; Van Soest, 1994). Desta forma, a baixa presenca de
interagdes carboidratos-lignina do tipo ésteres na parede celular do FM e TM,
possivelmente apresenta-se como um dos fatores que explica a auséncia de efeito do
tratamento com Ca(OH), (40g/kg) sobre os teores de FDN e e lignina.

Observa-se que, apesar do aumento nos teores de calcio nas dietas com o
tratamento alcalino da TM e FM, a relacdo calcio/fosforo (Ca/P) de 1,45:1 manteve-se
dentro da faixa considerada adequada para utilizagdo de ambos os nutrientes (Van
Soest, 1994). Todavia, a relagdo Ca/P ¢é considerada importante pelos sistemas
nutricionais vigentes, somente em dietas deficientes em fosforo. Quando a dieta supre
adequadamente a demanda de fosforo, grandes variagdes na relagdo Ca/P sdo toleradas
(1:1 até 8:1) sem afetar o desempenho de animais ruminantes (NRC, 2001). Por outro

lado, salienta-se que o célcio adicionado pelo tratamento do FM ou TM com Ca(OH),,
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apresenta baixo coeficiente de absor¢ao (55%) em relagdo as fontes tradicionais, como o
carbonato de célcio (coeficiente de absor¢do de 75%) e o fosfato bicélcico (coeficiente
de absor¢do de 95%) (NRC, 2001).

O resultado da avaliagdao do efeito do tratamento com 40g de CaOHy/kg de farelo
de mamona (FM) ou torta de mamona (TM) no desaparecimento das duas sub-unidades
de ricina (A com 35 KDa e B com 29KDa), em gel (SDS-PAGE), para encontra-se na

Figura 1.
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Figura 1 — Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para avaliac¢do da efic4cia do tratamento
do farelo de mamona (FM) ou torta de mamona (TM) com 40g de CaOH,/kg
(FMT e TMT) no desaparecimento das duas sub-unidades de ricina (A com
35 KDa e B com 29 KDa). MM = marcador de massa molecular (14 a 66
KDa).

Verifica-se a presenca das duas sub-unidades da ricina e de outras proteinas
soltveis em tampao pH 3,8 no FM e TM, indicando que ap6s o processo de extragdo do
0leo ainda apresenta residuos de ricina, necessitando de procedimentos para
destoxificacdo. A eficacia do tratamento pode ser avaliada pela diferenca na intensidade

das sub-unidades de ricina. Neste sentido observa-se que o tratamento com 40g de
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Ca(OH),/kg nao provocou completo desaparecimento das sub-unidades de ricina tanto
no FM quanto na TM e, portanto, ndo confirma os resultados obtidos por Anandan et al.
(2005). Esses autores ao compararem a eficacia de destoxificacdo da ricina de diferentes
métodos fisicos (autoclave, cozimento, aquecimento, fervura e embebicao) e quimicos
(tratamento com hidroxido de calcio, hidroxido de sédio, amdnia, cloreto de sodio,
formaldeido ou tanino) observaram que somente o autoclave (15 psi, 60 min) e o
tratamento com hidroxido de calcio (40 g/kg de farelo de mamona) provocaram
completa desnaturagdo da toxina.

O teor de ricina no FM ¢ TM e a eficacia de destoxificagdo do tratamento com
com 40g de Ca(OH),/kg constam na Tabela 4. Observa-se que a eficacia de
destoxificacdo do FM foi de 62,1% e 64,8% para a TM. O teor de ricina observado para
o FM (773 mg/kg de MS) e TM (799 mg/kg) foi o dobro do valor determinado por
Anandan et al. (2005), o que pode explicar a menor eficacia do tratamento no presente
trabalho. Porém salienta-se que o método utilizado por Anandan et al. (2005) para medir
o teor de ricina (purifica¢do da ricina seguido por dosagem de proteina total) difere-se
do utilizado no presente trabalho (eletroforese e densitometria), o que pode implicar em
diferengas nas estimativas (Wannemacher Jr. et al., 1992). Além disso, diferencas na
pureza do Ca(OH), utilizado (produto comercial destinado a pintura contendo minimo
de 88% oxidos totais) e por Anandan et al. (2005) (ndo reportado) também pode ter

contribuido para a menor eficacia de destoxificagdo do tratamento alcalino.

Tabela 4 — Teor de ricina no farelo de mamona (FM) e torta de mamona (TM) e eficacia

de destoxificacdo do tratamento com 40g de Ca(OH),/kg

Item FM FMT ™ TMT
Ricina (% da area total) 13,75 5,60 13,65 5,15
Proteina total' (mg/kg de MS) 5.623 5.239 5.837 5.465
Ricina (mg/kg de MS) 773 293 799 281

Eficacia de destoxificagio” (%) 62,1 64,8

'soltivel em pH 3,8; *((teor de ricina controle — teor ricina tratado) / teor de ricina controle) x 100.
FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de Ca(OH),/kg; TMT = torta de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH)y/kg
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O consumo de ricina e os niveis séricos de ALT (alaninoaminotransferase) e AST
(aspartatoaminotransferase) constam na Tabela 5. Observa-se que apesar do maior
(P<0,10) consumo de ricina para os ovinos que receberam dietas com FM ou TM sem
tratamento alcalino, durante o periodo experimental ndo foram observados sintomas
clinicos de intoxicacdo nos animais e, os niveis sé€ricos de ALT ¢ AST nao foram
afetados pelo tratamento alcalino, estando os mesmos dentro dos padrdes normais para a
espécie (22 a 28 UI/L para ALT e 60 a 280 UI/L para AST) (Radostits et al., 2002). Os
niveis séricos de ALT e AST constituem em indicadores de fun¢do hepatica, os quais se
elevam na ocorréncia de lesdo hepatica e estdo associados com ocorréncia de
intoxicacao por ricina em ratos e ovinos (Kumar et al., 2003; Aslani et al., 2007).

Tabela 5 — Consumo diario de ricina e concentragdo no soro sanguineo de alanino

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) em ovinos

alimentados com farelo ou torta de mamona tratados com Ca(OH),

Contrastes”
ens Dietas' (efeito) ov
FS FM FMT TM TMT C F H %)
Ricina (mg) 0,0 2672 117,3 2124 1169 ¥ ons ** ns 14,99
Ricina (mg/kg de PC’) 0,0 2,37 1,09 248 0,83 ¥ ns ** ns 17,73
ALT (UI/L) 31,43 27,25 31,18 29,77 28,73 ns ns ns ns 2487
AST(UI/L) 69,47 53,85 59,00 71,90 63,33 ns ** ns ns 1845

'FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH),/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.
’C = controle (FS vs FM + FMT + TM + TMT); F = fonte de mamona (FM + FMT vs TM + TMT); H =
tratamento com Ca(OH), (FM + TM vs FMT + TMT); F x H = intera¢do fonte de mamona e tratamento
com Ca(OH), (FM + TMT vs TM + FMT);
*PC = peso corporal.

Dose letal para a ingestdo de sementes de mamona esmagadas de 2,5 g/kg de
peso corporal para ovinos com peso corporal entre 32 a 42 kg, com quadro de diarréia

acentuada e mortes com menos de trés dias apos a ingestdo foi descrita por Armién et

al., 1996.
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Neste sentido, durante os 21 dias de periodo experimental esperar-se-ia a
ocorréncia de sintomas clinicos de intoxicagdo por ricina nos animais recebendo as
dietas contendo 15% de FM ou TM, pois corresponde ao fornecimento de 3g/kg peso
corporal e 3,1g/kg de peso corporal de FM e TM. Considerando a insolubilidade da
ricina em lipideos e o rendimento tedrico de 56% em farelo durante a extragdao do 6leo
de sementes de mamona (Anthonisen et al., 2006), estima-se fornecimento médio
equivalente a 5,4g/kg de peso corporal de sementes de mamona, mais que o dobro da
dose letal observada por Armién et al. (1996). Em adi¢do, considerando a dose letal por
ingestao de seis sementes de mamona em humanos (Jones, 1947), teores de ricina entre
1,9 a 16 mg/g de sementes (Pinkerton et al., 1999) e peso por semente entre 0,35 a
0,67g (Milani et al., 2006), estimam-se doses letais entre 57 a 919 pg de ricina/kg de
peso corporal em humanos adultos (70 kg). Desta forma, o valor estimado de ingestao
de ricina nos tratamentos com TM e FM (média de 2.425 pg de ricina/kg) superam os
valores acima descritos como letais em humanos.

Albin et al. (1969) e Santana et al. (1979) também nd3o obervaram sintomas
clinicos de intoxicag¢ao de bovinos de corte confinados por periodos acima de 100 dias,
alimentados com dietas contendo farelo de mamona com alto e baixo teor de ricina.

Embora nao existam comprovagdes, ¢ possivel que as moléculas de ricina sejam
quebradas por proteases microbianas ruminais inativando sua acdo, pois somente a
molécula intacta (fragdes A e B ligadas) inibe a sintese protéica em células eucarioticas
(Audi et al., 2005). Desta forma, possivelmente apresenta-se como um dos fatores
responsaveis pela auséncia de efeitos clinicos agudos de intoxicagdo nos animais.

Na Tabela 6 encontram-se as estimativas dos pardmetros da dinamica de
degradagdo ruminal da proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN) dos

alimentos usados nas dietas experimentais. A fragdo efetivamente degradada da PB
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(DEPB) média entre FM e TM (62,09%) representou 94% do valor obtido para o FS.
Observa-se que houve similaridade entre os valores para DEPB entre FM e TM.
Tabela 6 - Parametros da dindmica de degradacao ruminal estimados para proteina bruta

(PB) e fibra em detergente neutro (FDN) dos alimentos utilizados, obtidos por

meio de incubagao in situ

1 Alimentos”
Itens

SM Milho FS M FMT ™ TMT

PB
Fracdo a, % 48,68 17,33 26,20 25,30 30,13 28,47 32,97
Fragao b, % 27,29 60,78 73,80 65,76 61,34 63,57 58,88

Kd, % h 0,0469 0,0264  0,0514  0,0535 0,0348 0,0506 0,0324
DE, % 64,58 40,28 66,15 61,53 57,35 62,64 58,08
FDN

Fragdo b, % 76,57 97,66 98,85 32,99 33,84 35,09 35,23

Fracao I, % 23,43 2,34 1,15 67,01 66,16 64,91 64,77
Kd, % h 0,0197 0,0206 0,0519 0,0386 0,0401 0,0434 0,0478
Laténcia, h 1,064 0,726 0,1000  0,10024  0,10030 0,10080 0,10050
DE, % 28,33 31,35 53,73 15,49 16,22 17,52 18,43

" Fragdo a = fragio solGvel; fragdo b = fragdo insoluvel potencialmente degradavel; Kd = taxa de
degradagdo da fragdo b; DE = fragdo efetivamente degradada, adotando-se valor de taxa de passagem
(Kp) de 0,03587 h™' para silagem de milho (SM) e 0,04355 h™' para os alimentos concentrados, segundo
equacdes preditivas descritas em Cannas et al. (2004); fragdo I = fragdo indegradavel.

2SM = silagem de milho; FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado
com 40 g de Ca(OH),/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de
Ca(OH)y/kg.

A principal alteracdo sobre a cinética de degradacdo da PB ocorreu com o
tratamento alcalino do FM ou TM, com redu¢dao média de 35,5% na taxa de degradacdo
da fracdo insoluvel potencialmente degraddvel, os quais reduziram a DEPB. Redugdes
nas taxas de degradagdo ruminal de alimentos protéicos tratados com agentes alcalinos
tém sidos descritos na literatura (Waltz & Loerch, 1986; Stern et al., 1994). O
mecanismo pelo qual o tratamento alcalino reduz a degradacao ruminal esta relacionado

com mudangas na estrutura das proteinas causadas pelo processo desnaturagdao (NRC,
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2001). Conforme apresentado anteriormente, as sub-unidades protéicas soluveis em pH
3,8 do FM e TM desapareceram parcialmente com o tratamento de 4% de Ca(OH),,
indicando a ocorréncia de desnaturacao (Figura 1).

A partir dos valores de fracdo efetivamente degradada PB obtidos de cada
alimento e considerando a PB da mistura uréia:sulfato de amoénio da dieta totalmente
degradada no rumen, os teores de proteina degradavel no ramen (PDR) foram estimados
em 9,09, 9,02, 8,83, 9,70 ¢ 9,50%, base da MS, para as dietas com FS, FM, FMT, TM e
TMT.

O FM e TM apresentaram alta fragdo indigerivel da FDN (em média 66% da
FDN), possivelmente devido aos elevados teores de cutina. Em termos absolutos o
tratamento com Ca(OH), do FM e TM nao afetou a fracdo indegradavel da FDN, mas
aumentou em média 7% a taxa de degradacdo ruminal (kd) da fragdo potencialmente
degradavel da FDN (FDNpd). Embora os teores de cutina ¢ de lignina nao foram
alterados pelo tratamento alcalino, é possivel que o mesmo tenha rompido parte das
ligacdes tipo ésteres entre os componente da cutina (Van Soest, 1994), facilitando o
acesso dos microrganismos ruminais a fragdo potencialmente degradavel do alimento.

As médias para o consumo de constituintes da dieta sdo apresentadas na Tabela
7. Apesar da maior fra¢ao indigestivel da FDN do FM e TM em relagdo ao FS, ndo
houve diferenca sobre o consumo de MS e dos nutrientes entre as dietas com mamona e
farelo de soja, exceto (P<0,10) para os consumos de CNF e CNFcp. A rapida
degradagdo da fragdo potencialmente degradavel da FDN e o pequeno tamanho de
particula da FDN indigestivel facilitam os processos de desaparecimento ruminal da
FDN do FM e TM, os quais podem explicar a auséncia de efeito sobre o consumo de

MS e FDN, em relagdo ao farelo de soja. Os menores (P<0,10) consumos de CNF e
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CNFcp para as dietas contendo co-produtos de mamona em relagao ao farelo de soja

ocorreram devido @ menor composicao destas fragdes (Tabelas 2 e 3).

Tabela 7 - Consumo de constituintes da dieta em ovinos alimentados com farelo ou torta

de mamona tratados com Ca(OH),

L Contrastes’
Dietas
. (efeito) Cv
Itens
Fx (%)
FS FM FMT ™ T™MT C F H c
g/dia
CMS 1.363,2 1.152,4 1.334,0 1.181,4 1.386,8 ns ns ** ns 16,83
CMO 1.293,0 1.089,4 1.253,6 1.119,2 1.307,0 ns ns ns ns 1695
CEE 39,6 35,7 40,5 45,6 48,2 ns ** ns ns 17,95
CPB 205,7 165,4 191,9 170,9 203,2 ns ns ** ns 17,05

CPDR 123,9 103,9 117,8 114,6 131,7 ns ns ns ns 16,78
CFDN 4442 4437 516,9 4477 537,0 ns ns ns ns 20,61
CFDNcp  440,5 4356 491,8 442.5 519,8 ns ns ns ns 18,93
CCNFcp  607,1 452.7 5293 460,2 535,7 ** ns ** ns 15,66

g/kg de peso corporal
CMS 24,5 20,4 24,9 20,7 26,3 ns ns ** ns 17,43
CFDN 8,0 7,9 9,7 7,9 10,1 ns ns ns ns 20,54
CFDNcp 7,9 7,7 9,2 7,8 9,8 ns ns ns ns 18,85

'CMS = consumo de matéria seca; CMO = consumo de matéria organica; CEE = consumo de extrato
etéreo; CPB = consumo de proteina bruta; CPDR = consumo de proteina bruta degradavel no rimen;
CFDN = consumo de fibra em detergente neutro, CFDNcp = consumo de fibra em detergente neutro
corrigida para cinza e proteina; CNFcp = consumo de carboidrato ndo-fibroso corrigido para cinza e
proteina;

’FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH),/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.

3C = controle (FS vs FM + FMT + TM + TMT); F = fonte de mamona (FM + FMT vs TM + TMT); H =
tratamento com Ca(OH), (FM + TM vs FMT + TMT); F x H = intera¢do fonte de mamona e tratamento
com Ca(OH), (FM + TMT vs TM + FMT); “néo significativo (P>0,10). **(P<0,10).

Nao houve efeito de interacdes entre fonte e tratamento alcalino e de fonte de
mamona sobre o consumo de matéria seca e de nutrientes (exceto para consumo de EE).
Porém, o tratamento do FM ¢ TM com Ca(OH), aumentou (P<0,10) o consumo de MS,

PB e CNFcp. Apesar de ndo ter sido observado efeito significativo para os consumos
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(em g/dia) de MO, CT, FDN e FDNcp com o tratamento alcalino, em termos absolutos,
verificou-se aumentos de 15,9, 14,2, 18,2 ¢ 15,2% nos tratamentos FMT ¢ TMT em
relagdo aos tratamentos FM e TM. Redug¢des dos teores de ricina (Figura 1) e o aumento
na taxa de degradag@o ruminal in situ da FDNpd do FM e TM (Tabela 4) apresentam-se
como fatores que podem explicar o aumento (P<0,10) no consumo de MS com o
tratamento com Ca(OH),.

Apesar do quadro de auséncia de intoxicagdo clinica observado no presente
trabalho (Tabela 5), ndo se descarta a possibilidade de efeitos subclinicos nos animais
alimentados com FM e TM, os quais podem explicar, pelo menos parcialmente, o
aumento no consumo de MS com a redugdo da toxidade da ricina promovida pelo
tratamento alcalino (Figura 1 e Tabela 4).

O maior (P<0,10) consumo de EE nas dietas com torta em relagdo ao farelo de
mamona deve-se ao maior teor de extrato etéreo presente na torta de mamona, pois o
processo de extracdo de o6leo expeller utilizado para obtenc¢do da torta de mamona ¢é
menos eficiente que a extragao por solventes organicos (Gallup et al., 1950).

Aumentos (P<0,10) no consumo de PB e CNFcp com o Ca(OH); ocorreram em
razdo do aumento (P<0,10) no consumo de MS, pois a composi¢ao de PB ¢ CNFcp das
dietas nao foi alterada (Tabela 3).

As médias para os coeficientes de digestibilidade da MS, MO, PB, EE, FDN,
FDNcp, CNFcp e teor dietético de NDT sdo apresentadas na Tabela 8. Observa-se que o
coeficiente de digestibilidade (exceto para EE) das dietas com mamona nao diferiram da
dieta com farelo de soja, embora o FM e TM apresentem menor estimativa de extensao
da degradagdo ruminal da FDN in situ em relagdo ao FS (Tabela 6). O alto valor

observado para taxa de degradacdo ruminal da FDNpd e principalmente a baixa

40



contribuicdo da FDNcp do FM e TM na FDNcp das dietas (média de 17,2%) explicam a

auséncia de efeito ente mamona e soja.

Tabela 8 — Coeficiente de digestibilidade total (CD) e teor de nutrientes digestiveis
totaos (NDT) em dietas de ovinos contendo farelo ou torta de mamona

tratados com Ca(OH),

., Contrastes’
Dietas ]
X (efeito) Cv
Itens
Fx (%)
FS FM FMT ™ TMT C F H
%
CDMS 69,24 65,11 70,22 65,70 6831 ns ns ns ns 6,67
CDMO 71,22 67,44 72,51 67,58 70,48 ns ns **  ns 6,19
CDEE 84,12 91,29 96,16 86,73 92,10 RaooRk ok ng 7,28
CDPB 67,88 66,49 71,04 64,79 71,16 ns ns ** ns 3,56

CDFDN 43,56 39,97 4825 41,98 47,73 ns ns ** ns 19,20
CDFDNcp 46,93 44,65 50,73 46,07 54,46 ns ns  ** ns 16,30
CDCNFcp 89,08 87,51 91,40 87,14 83,68 ns ns ns ns 3,42
NDT 71,70 68,40 73,43 68,51 71,43 ns ns ** ns 591

'CDMS = CD da matéria seca; CDMO = CD da matéria organica; CDEE = CD do extrato etéreo; CDPB
= CD da proteina bruta; CDFDN = CD da fibra em detergente neutro; CDFDNcp = CD da fibra em
detergente neutro corrigida para cinza e proteina; CDCNFcp = CD do carboidrato ndo-fibroso corrigido
para cinza e proteina;

’FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH)y/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.

3C = controle (FS vs FM + FMT + TM + TMT); F = fonte de mamona (FM + FMT vs TM + TMT); H =
tratamento com Ca(OH), (FM + TM vs FMT + TMT); F x H = intera¢do fonte de mamona ¢ tratamento
com Ca(OH), (FM + TMT vs TM + FMT); ™n#o significativo (P>0,10). **(P<0,10).

O maior (P<0,10) CDEE das dietas com mamona em relagdo a dieta com farelo
de soja possivelmente esteja relacionado a maior composi¢do de 4cidos graxos (AG)
polinsaturados na mamona. Em sementes de mamona o acido graxo monoinsaturado
ricinoléico C18:1 (n-9) representa mais de 90% do total de AG, enquanto em sementes
de soja os AG polinsaturados representam 80% do total de AG (Moshkin, 1986;
Palmquist & Mattos, 2006). Apesar do 4cido ricinoléico apresentar caracteristica

laxativa devido a presenga de uma hidroxila no carbono 12, os resultados permitem
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demonstrar que respeitando os limites de EE na dieta (6% base da MS), o mesmo nao se
constitui num impedimento para uso da torta de mamona na alimentagao de ruminantes.

Nao houve efeito de interacao entre fonte de mamona e tratamento com Ca(OH),
e entre fonte de mamona (exceto para CDEE) sobre os coeficientes de digestibilidade. O
maior (P<0,10) CDEE nas dietas com torta de mamona em relagao ao farelo de mamona
possivelmente deve-se ao maior (P<0,10) consumo de EE, o qual reduziu a participacao
da fracao endégena de EE em relagdo ao consumo de EE (Van Soest, 1994).

O tratamento do farelo e torta de mamona com Ca(OH), aumentou (P<0,10) o
coeficiente de digestibilidade (exceto CDCNF). Considerando que o coeficiente de
digestibilidade efetivo do alimento ¢ determinado pelas caracteristicas intrinsecas do
mesmo (potencialidade) e pela capacidade de atuagdo dos sistemas enzimaticos
microbiano e animal (Detmann et al., 2008), o aumento observado pode estar
relacionado com alteragdes nestes dois fatores, dependendo do nutriente especifico.

Sob esta Otica, apesar do ensaio in situ ter demonstrado redugdes na
degradabilidade ruminal da PB ao tratar o FM ¢ TM com Ca(OH), (redu¢dao na
potencialidade), a maior disponibilidade de nutrientes essenciais proporcionado pelo
tratamento com Ca(OH), do FM e TM mais que compensou, ampliando a capacidade de
degradagdo dos compostos nitrogenados (N) disponiveis pelos sistemas enzimaticos
microbianos. Neste sentido, elevou a conversdo de N dietético em N microbiano,
reduzindo perdas fecais de N e, consequentemente, aumentando (P<0,10) o CDPB.
Comportamento semelhante foi observado por Waltz & Loerch (1986), que ao incluirem
13,8% de farelo de soja tratado com NaOH (0,5N) em dietas de ovinos, observaram
aumento da retencdo de N ingerido em relacdo ao tratamento controle, apesar da

degradabilidade ruminal in situ do farelo de soja ter reduzido com o tratamento alcalino.
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O aumento (P<0,10) no CDEE na dieta ao tratar o FM ¢ TM com Ca(OH), pode
estar associado ao maior (P<0,10) consumo de EE, por mecanismos discutidos
anteriormente.

O aumento (P<0,10) no CDFDN e CDFDNcp nas dietas com o tratamento do
FM e TM com Ca(OH) ; esté relacionado com aumento na taxa de degradacao (Kd) da
FDNpd (Tabela 6). Conforme discutido anteriormente, ¢ possivel que o tratamento
alcalino tenha rompido parte das ligagdes tipo ésteres entre os componente da cutina no
FM e TM, reduzindo efeitos de barreira fisica, facilitando o acesso dos microrganismos
ruminais a FDNpd (Van Soest, 1994). Salienta-se que o aumento médio na
digestibilidade in vivo da FDN (17,1%) foi maior que o aumento estimado in situ (5%),
indicando que outros fatores relacionados a atividade enzimatica, como maior
disponibilidade de nutrientes essenciais para a microbiota ruminal, também podem ter
contribuido para a ampliacao (P<0,10) do CDFDN e CDFDNcp.

Além disso, ndo podem ser descartados possiveis efeitos da ricina sobre a
atividade enzimatica digestiva animal e microbiana, bem como sobre a absor¢do
intestinal de nutrientes. A ricina é reconhecida como potente inibidor da sintese protéica
em organismos eucarioticos, através da clivagem de ligacdes N-glicosidicas de adeninas
na posicao 4324 em RNA ribossomal 28S (Endo & Tsurugi, 1988). Considerando a
mucosa gastrintestinal como tecido animal de pioneiro contato da ricina ingerida (Audi
et al., 2005), ¢ possivel que a presenga de ricina em niveis subclinicos nos tratamentos
FM e TM causaram lesdes celulares na mucosa intestinal reduzindo a capacidade de
sintese de enzimas digestivas e de absor¢ao de nutrientes (Armién et al., 1996).

As médias para os consumos de MS, MO, PB, EE, FDN, FDNcp e CNFcp
digeridos e consumo de NDT sdo apresentadas na Tabela 9. Verifica-se que ndo houve

efeito entre mamona e soja, de interacdo entre fonte de mamona e tratamento com
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Ca(OH); e de fonte de mamona sobre o consumo, exceto para o consumo de CNFcp
digerido, maior (P<0,10) na dieta com FS, e para o consumo de EE digerido, maior

(P<0,10) nas dietas dietas contendo torta em relagdao ao farelo mamona.

Tabela 9 - Consumo de componentes digeridos em ovinos alimentados com farelo ou

torta de mamona tratados com Ca(OH),

Dietas” Contrastes (efeito)’
X Cv
Itens F x
FS FM FMT TM TMT C F H H (%)
kg/dia
CMSD 943,9 750,3 936,7 776,2 9473 ns ns  ** Ns 16,81
CMOD 920,9 734,7 909,0 7564 921,2 ns ns @ ** Ns 16,71
CEED 33,3 32,6 38,9 395 444 ns ** ns Ns 18,05
CPBD 139,6 110,0 136,3 110,7 144,6 ns ns @ ¥* Ns 15,34

CFDND 193,5 177,3 2494 1879 2563 ns ns k¥ Ns 30,36
CFDNcpD  206,7 194,5 249,5 203,9 283,1 ns ns ¥ Ns 25,40
CCNFcpD  540,8 396,2 483,8 401,0 4483 ¥ nps k* Ns 15,30
CNDT 962,1 774,0 957,2 804,6 9758 ns ns @ ** Ns 16,63

'CMSD = consumo de matéria seca digerida; CMOD = consumo de matéria organica digerida; CEED =
consumo de extrato etéreo digerido; CPBD = consumo de proteina bruta digerida; CFDND = consumo de
fibra em detergente neutro digerida; CFDNcpD = consumo de fibra em detergente neutro corrigida para
cinza e proteina digerida; CNFcpD = consumo de carboidrato ndo-fibroso corrigido para cinza e proteina
digerido; CNDT = consumo de nutrientes digestiveis totais.

’FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH)y/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.

3C = controle (FS vs FM + FMT + TM + TMT); F = fonte de mamona (FM + FMT vs TM + TMT); H =
tratamento com Ca(OH), (FM + TM vs FMT + TMT); F x H = intera¢do fonte de mamona e tratamento
com Ca(OH), (FM + TMT vs TM + FMT); ™n#o significativo (P>0,10). **(P<0,10).

O tratamento com Ca(OH), aumentou (P<0,10) o consumo de todos os
componentes digeridos, exceto para o EE. O consumo de cada componente digerido
representa o produto do consumo do nutriente e do coeficiente de digestibilidade total
do mesmo. Neste sentido, verifica-se que aumentos (P<0,10) no consumo representaram
73,8, 73,0, 67,8 e 98,2% do aumento (P<0,10) no consumo de MS, MO, PB, e CNFcp
diferidos. Por outro lado, aumentos no consumo de FDN e FDNcp digeridos tiveram

maior influéncia do coeficiente de digestibilidade (51,7 e 56,7%), o que era esperado,
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pois o tratamento alcalino exerce efeito direto positivo somente sobre os componentes
quimicos do alimento insoliiveis em meio neutro (Berger et al., 1994).

Na Tabela 10 sao apresentados as médias para a excre¢ao urinaria de derivados de
purina, sintese e eficiéncia de sintese de nitrogénio microbiano ruminal (Nmic) em
ovinos alimentados com farelo ou torta de mamona tratados com Ca(OH),.

Tabela 10 — Excregdo urinaria de purinas, sintese e eficiéncia de sintese de nitrogénio
microbiano ruminal em ovinos alimentados com farelo ou torta de mamona

tratados com Ca(OH),

., Contrastes’
Dietas ) CcvV
Item' (efeitos)
(%)
FS FM FMT TM  TMT c F H FHX
AU (mmol/d) 1,47 0,82 1,77 1,04 1,72 ns ns ** ns 28,96

AL (mmol/d) 12,05 9,07 12,60 8,07 11,01 ns ns *F ns 2341
X +H (mmol/d) 0,62 0,87 1,90 0,90 1,42 ¥ ns % ns 26,85

PT (mmol/d) 14,14 10,76 16,27 10,01 14,15 ns ns ** ns 2255
PA (mmol/d) 16,72 12,65 19,33 11,67 16,78 ns ns ** ns 23,13
Nmic (g/d) 12,16 9,19 14,05 8,48 12,20 ns ns ** ns 23,13
PBmic (g/d) 75,98 57,47 87,81 53,01 76,25 ns ns ** ns 23,13

CNDT (g/d)’ 915,68 776,30 956,90 802,54 905,13 ns ns ** ns 15,51
gPBmic/kgNDT 81,31 75,85 92,06 66,00 86,57 ns ns ** ns 22,33

Ni (g/d) 31,94 26,58 30,70 27,35 30,14 ns ns ns ns 17,46
ECNi 0,38 0,35 0,46 0,31 0,40 ns ns ** ns 21,81
NDRing (g/d) 19,69 16,90 19,01 1820 19,58 ns ns ** ns 17,26
ECNd 0,62 0,54 0,74 0,47 0,62 ns ns ** ns 21,62

'AU = 4cido trico; AL = alantoina; X + H = xantina e hipoxantina; PT = purinas totais excretadas na
urina; PA = purinas absorvidas no intestino delgado; Nmic = nitrogénio microbiano ruminal; PBmic =
proteina bruta microbiana ruminal; CNDT = consumo de NDT; Ni = nitrogénio ingerido; ECNi =
eficiéncia de conversdo do Ni em Nmic; NDRing = consumo de N (g/d) x PDR (% PB) da dieta obtido a
partir da incubagdo ruminal in Situ dos alimentos; ECNd = eficiéncia de conversdo do NDRing em Nmic.
’FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH),/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.

3C = controle (FS vs FM + FMT + TM + TMT); F = fonte de mamona (FM + FMT vs TM + TMT); H =
tratamento com Ca(OH), (FM + TM vs FMT + TMT); F x H = intera¢do fonte de mamona e tratamento
com Ca(OH), (FM + TMT vs TM + FMT); ™n#o significativo (P>0,10). **(P<0,10).

Verifica-se que nao houve efeitos entre mamona e soja, de interagdo entre fonte de
mamona e tratamento com Ca(OH), e de fonte de mamona sobre a sintese de nitrogénio
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microbiano e eficiéncia de utilizagdo dos substratos energéticos e nitrogenados pelos
microrganismos ruminais. Porém, a sintese de nitrogénio microbiano aumentou
(P<0,10) com o tratamento do FM e TM com Ca(OH), em razdo da maior (P<0,10)
disponibilidade de nutrientes essenciais (Tabela 9) e da maior (P<0,10) eficiéncia de
utilizacao dos nutrientes disponiveis pela microbiota ruminal.

A eficiéncia microbiana ¢ comumente medida pela eficiéncia de uso dos
substratos energéticos e nitrogenados dietéticos, os quais constituem em indicadores
complementares (Bach et al., 2005). Observa-se que o tratamento com Ca(OH),
aumenta (P<0,10) tanto a eficiéncia da microbiota ruminal na utilizagdo de substratos
dietéticos energéticos (gPBmic/kg de NDT) quanto nitrogenados (ECNi, Nmic/Ning).
A eficiéncia energética ¢ afetada pela quantidade de carboidratos disponiveis, tipo de
carboidrato, pH, taxa de passagem e disponibilidade sincronizada de substratos
essenciais (ATP, carbono, N, AGVCR, S, P, ect) (Valadares Filho & Pina, 2006). Desta
forma, o aumento na disponibilidade sincronizada dos substratos essenciais com o
tratamento alcalino do FM e TM, pode ter contribuido para o aumento (P<0,10) da
eficiéncia energética.

O processo de conversdo do nitrogénio dietético ingerido em N microbiano
ruminal (ECNi) pode ser divido em dois eventos: conversdo do N dietético ingerido em
N disponivel para a microbiota ruminal, medida pela propor¢do de proteina degrada no
ramen; conversdo do N disponivel em N microbiano (ECNd). O primeiro evento ¢
afetado principalmente por fatores intrinsecos da fonte protéica, tais como:
concentragdo proporcional de proteina verdadeira; solubilidade; estrutura terciaria e
quaternaria; presenca de barreiras inertes, como a parede celular; presenca de ligagdes
peptidicas mais resistentes a degradagdo e fatores antinutricionais (NRC, 2001; Bach et

al., 2005). O segundo evento, por sua vez depende principalmente do tipo de composto
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nitrogenado disponivel, da disponibilidade de outros nutrientes essenciais (carboidratos,
enxofre, acidos graxos volateis de cadeia ramificada), da taxa de passagem e pH
ruminal (Nocek & Russell, 1988; NRC, 2001; Bach et al., 2005).

O ensaio de degradacdo in situ dos alimentos indicou que o tratamento com
Ca(OH); reduziu a conversao de N dietético ingerido em N disponivel (degradagao
efetiva da PB) do FM e TM (Tabela 6) e, portanto, ndo explica o aumento da ECNi.
Assim, aumentos (P<0,10) da ECNd apresenta-se como principal evento responsavel
pelo aumento (P<0,10) da ECNi. O maior (P<0,10) consumo de carboidratos digeridos
(Tabela 9) aumentou a disponibilidade de esqueleto de carbonos e de energia,
aumentando (P<0,10) a conversdo de N disponivel em N microbiano, reduzindo
(P<0,10) as perdas de N fecal e possivelmente as perda de N na urina.

Além do aumento no suprimento de nutrientes essenciais, o tratamento com
Ca(OH), possivelmente reduziu o efeito inibitdrio da ricina sobre a sintese protéica
microbiana ruminal. Apesar da ricina intacta ou com as fragdes A e B isoladas ndo
apresentarem atividades em ribossomos intactos de organismos procaridticos (Haas-
Kohn et al., 1980; Endo & Tsurugi, 1988), Haas-Kohn et al. (1980) verificaram que dois
fragmentos (18 e 22 KDa) de ricina hidrolisada por tripsina digestiva inibiram a sintese
protéica de Escherichia coli . Assim, é provavel que nos tratamentos FM e TM, a maior
quantidade desses fragmentos polipeptidicos de ricina hidrolisadas por proteases
microbianas extracelulares provocaram inibigdes na sintese protéica dos
microrganismos ruminais, reduzindo a capacidade de degradacdo dos nutrientes
digestiveis. Desta forma, a desnaturagdo parcial da ricina pelo tratamento com Ca(OH),
reduziu a quantidade destes fragmentos polipeptidicos (Haas-Kohn et al., 1980),

reduzindo seus efeitos inibitorios sobre a sintese protéica dos microrganismos ruminais
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,contribuindo para o aumento (P<0,10) da eficiéncia de conversdo dos substratos
dietéticos energéticos e nitrogenados em nitrogénio microbiano.

As médias para excre¢ao urindria de N-uréia (EUNU), concentragao de
nitrogénio-uréico no soro (NUS) e balanco de nitrogénio (BN) em ovinos alimentados
com farelo ou torta de mamona tratados com Ca(OH), sao apresentadas na Tabela 11.
Verifica-se auséncia de efeitos entre mamona e soja, de interacdo entre fonte de
mamona ¢ tratamento com Ca(OH), e de fonte de mamona sobre a EUNU, NUS,
excrecdo de N nas fezes, urina e balango de nitrogénio.

Tabela 11 — Excre¢do urinaria de N-uréia (EUNU), concentragdo de nitrogénio-uréico
no soro (NUS) e balango de nitrogénio (BN) em ovinos alimentados com

farelo ou torta de mamona tratados com Ca(OH),

., Contrastes’
Dietas . Cv
Item' (efeitos)
(%)
FS FM  FMT TM  TMT cC F H FHX
EUNU (g/d) 7,51 7,34 9,23 5,92 8,52 ns ns ** ns 18,61

EUNU (mg/kg) 125,83 12536 164,55 113,02 148,20 ns ns ** ns 17,93

EUNU (% NU) 70,49 6643 7423 60,62 72,89 ns ns  **  ns 17,77
NUS (mg/dL) 1927 1922 2146 1615 22,92 ns ns  **ons 12,63
NI (g/d) 31,94 26,58 30,70 27,35 30,14 ns ns ns ns 17,46
NF (g/d) 10,72 8,90 8,90 9,78 8,36 ns ns @ ¥*¥ ns 27,45
NU (g/d) 10,66 11,06 12,44 9,776 11,68 ns  ns  *f ns 14,75
BN (g/d) 1057 6,62 935 7,80 10,09 ns ns ns ns 41,20
NF (% NI) 32,62 33,82 2896 3521 27,66 ns ns  **  ns 13,92
NU (%NI) 34,54 42,54 4138 3627 38,97 ns ns ns ns 24,01
BN (% NI) 32,83 23,64 29,66 2852 33,37 ns ns ns ns 34,12

'NI = nitrogénio ingerido; NF = nitrogénio excretado nas fezes; NU = nitrigénio excretado na urina.

’FS = farelo de soja; FM = farelo de mamona; FMT = farelo de mamona tratado com 40 g de
Ca(OH),/kg; TM = torta de mamona; TMT = torta de mamona tratada com 40 g de Ca(OH),/kg.

3C = controle (FS vs FM + FMT + TM + TMT); F = fonte de mamona (FM + FMT vs TM + TMT); H =
tratamento com Ca(OH), (FM + TM vs FMT + TMT); F x H = intera¢do fonte de mamona e tratamento
com Ca(OH), (FM + TMT vs TM + FMT); ™n#o significativo (P>0,10). **(P<0,10).

O tratamento do FM e TM com Ca(OH), ampliou (P<0,10) a EUNU e NUS, em

razdo do aumento no consumo de proteina bruta digerida (Tabela 9), os quais refletem
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maior o pool de amonia circulante. Todavia, a maior (P<0,10) EUNU (g/d) nao refletiu
maior perda de N urinario em relagdo ao N ingerido. Além disso, apesar do aumento de
12,5% na ingestdo de N, o BN (% NI) aumentou 21,3% com Ca(OH),, em razao da
maior (P<0,10) eficiéncia de conversao de N ingerido em N microbiano (ECNi) (Tabela
10), refletindo em menor (P<0,10) perda de N nas fezes. Salienta-se que nao ocorreu
valor negativo para o BN em todos os tratamentos, indicando que o consumo de

nitrogénio atendeu as exigéncias de compostos nitrogenados dos animais.

Concluso6es
O tratamento com hidroxido de calcio do farelo ou torta de mamona, na dose de
40g/kg, apesar de ndo desnaturar completamente a ricina, amplia a eficiéncia de

utilizagdo dos componentes energéticos e nitrogenados em dietas para ovinos.
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Degradacao ruminal da ricina e seu efeito sobre o crescimento microbiano

RESUMO - A ricina ¢ uma proteina toxica presente no endosperma de sementes
de mamona (Ricinnus Communis L.). Conjecturou-se que a microbiota ruminal seja
capaz de destoxificar a ricina, mas ndo se conhece seu efeito sobre o crescimento
microbiano ruminal. Nesse sentido, avaliou-se a capacidade in vitro dos
microrganismos ruminais em destoxificar a ricina do farelo de mamona (FM), bem
como o efeito da desnaturagao de proteinas soluveis do FM por meio de tratamento
alcalino, sobre a taxa de crescimento microbiano (i) e a concentragdo média de amonia
ao longo da incubagdo. Foram avaliadas trés fontes de proteina solivel (tripticase,
extrato bruto de farelo de mamona (EBP) em estado intacto; e EBP em estado
desnaturado com 6xido de calcio) em trés doses de proteina (0,42; 0,84 ¢ 1,64 g/L), em
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes, em esquema fatorial 3x3.
Foram coletadas amostras do meio de cultivo nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas para:
analise de ricina, mediante eletroforese em gel (SDS-PAGE), densitometria ¢ dosagem
de proteina total; avaliagdo do crescimento microbiano (DO-600 nm); e dosagem de
amonia. As sub-unidades de ricina ndo desaparecem na auséncia de indculo ruminal,
mas foram degradadas a taxas de 0,2725; 0,1504 e O,O648h'1 com inoculo ruminal nas
concentragdes iniciais de 61, 122 e 243 pg de ricina/mL do meio de cultivo. Estas
concentragdes de ricina representaram uma relacao de 0,15; 0,30 e 0,60 kg de FM por
litro de meio de cultivo ruminal. Houve interagdes (P<0,05) na taxa instantanea de
crescimento microbiano () entre dose e fonte de proteina soluvel e entre dose e
desnaturacdo do EBP de FM. Houve incremento linear (P<0,05) na p com aumento na
dose de tripticase, ¢ reducdo (P<0,05) de forma quadratica com aumento na dose de
EBP intacto de FM, sendo estimando o valor minimo de —0,0038h'1 na pu, na dose de
1,444 g/L.. A p aumenta (P<0,05) com desnaturagdo do EBP de farelo de mamona, mas
ndo ¢ afetada pela dose de EBP de mamona em estado desnaturado. A concentracdo
média de amonia foi menor (P<0,05) para o tratamento com EBP de FM em relacao a
tripticase, ndo sendo observado efeitos de desnaturagdo. Os resultados indicam que
apesar da microbiota ruminal ser capaz degradar a ricina, reduzindo sua agdo tdxica no
animal hospedeiro, a toxina inibe o crescimento microbiano ruminal. Recomenda-se a
completa destoxificagdo do farelo de mamona para seu uso na alimentagao de
ruminantes.

Palavras-chave: destoxificagao, eletroforese
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Ruminal degradation of ricin and its effect on microbial growth

ABSTRACT - Ricin is a toxic protein present in castor seed (Ricinnus
communis L.) endosperm. It was thought that rumen microbion population is capable to
detoxify ricin, but its effect on rumen microbial growth is not known. So, it was
evaluated the rumen microorganisms in Vitro capacity to detoxification the ricin, as an
effect of solvent castor seed meal (SCM) soluble proteins (containing ricin)
denaturation on microbial growth rate (u) and ammonium average concentration.
Rumen in vitro incubations containing three soluble protein sources (tripticase, SCM
crude extract protein (CEP) intact or in denaturized state with calcium oxide) were
evaluated in three doses (0.42, 0.84 and 1.64 g.L™"), in a completely randomized design,
with three repetitions, in a 3x3 factorial scheme. At the times 0, 3, 6, 12, 24 and 48
hours, culture medium samples were collected to analysis of: ricin, by gel eletroforesis
means (SDS-PAGE), densitometry and total protein dosage; microbial growth (DO-600
nm); and ammonium dosage. Ricin subunits do not disappear in the absence of rumen
inoculums, but are degraded to rates of 0.2725, 0.1504 and 0.0648 h! with rumen
inoculums initial concentrations of 61, 122 and 243 pug.mL of ricin in culture medium.
These ricin concentrations represent a ratio of 0.15, 0.30 and 0.60 kg of SCM per liter
of rumen culture medium. There were interactions (P<0.05) in instantaneous rate of
microbial growth (1) between dose and soluble protein source and between dose and
CEP of SCM denaturizing. Linear increase (P<0.05) of p is observed with increase of
tripticase dose, but quadratic reduction (P<0.05) with increase of CEP intact SCM dose,
and estimating the minimum value of -0,0038h™ in p, at dose of 1,444 g/L. The p
increase (P<0.05) with denaturation of CEP of SCM. The average concentration of
ammonium was lesser (P<0.05) in CEP of SCM treatment relative to tripticase, with no
denaturation effect observed. The results indicate that, despite rumen microorganisms
are capable of degrade ricin, reducting its toxic action in host animal, the toxin inhibits
rumen microbial growth. Therefore, castor seed meal complete detoxication is
recommended for used in ruminant feeding.

Key Words: detoxification, electrophoresis
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Introducgéo

O principal fator limitante ao uso dos co-produtos da extragdo de oleo de
sementes de mamona (Ricinnus communis L.) na alimentagdo animal ¢ a presenga de
uma potente glicoproteina toxica no endosperma das sementes, denominada ricina. A
toxina ¢ constituida por duas sub-unidades, com 36 KDa (A) e 29KDa,
aproximadamente (Audi et al., 2005). A sub-unidade A ¢ uma enzima que inativa
irreversivelmente os ribossomos eucarioticos, enquanto a subunidade B ¢ uma lecitina
que se encontra ligada a subunidade A através de pontes dissulfidicas, e permite a
entrada desta ultima, por endocitose, para o citosol. Assim, se forem quebradas as
ligacdes entre as duas sub-unidades, as partes resultantes ndo sdo toxicas em células
eucarioticas (Audi et al., 2005). Em organismos procaridticos, a ricina nas formas
intacta ou com as sub-unidades isoladas ndo apresentaram efeitos toxicos, mas
polipeptidios ativos obtidos da hidroélise da ricina por tripsina foram capazes de inibir a
sintese protéica e o crescimento microbiano de Escherichia coli (Hass-Kohn, 1980).

Sintomas toxicos ¢ mortes de animais por ingestdes de sementes de mamona
foram descritos em espécies de ndo-ruminantes ¢ ruminantes (Armién et al., 1996;
Tokarnia & Dobereiner, 1997; Kumar et al.; 2003; Aslani et al., 2007). Por outro lado,
em diversos estudos foram observados tolerancia de animais ruminantes recebendo
dietas contendo entre 10 a 15% de farelo ou torta de mamona nao destoxificados (Albin
et al., 1969; Santana et al., 1971; Oliveira et al., 2008). Em razao da intensa atividade
proteolitica microbiana ruminal (Wallace et al., 1997) especula-se que a ricina seja total
ou parcialmente hidrolisada no ramen, reduzindo seu efeito toxico no animal hospedeiro
quando ingerida (Oliveira et al., 2008).

Adicionalmente, aumentos na sintese ¢ eficiéncia de sintese de proteina

microbiana ruminal com a destoxificagdo do farelo de mamona foram observados em
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ovinos, mas confundimentos provocados pelo maior consumo de componentes
digestiveis da dieta nao permitiram avaliagdes do efeito isolado da inativacao da ricina
sobre a microbiota ruminal (Oliveira et al., 2008). A elimina¢do de confudimentos desta
natureza, por sua vez, pode ser alcangada utilizando-se sistemas in vitro de crescimento
microbiano. Especula-se que a hidrolise da ricina por proteases microbianas possa
disponibilizar polipeptidios ativos de ricina, reduzindo a sintese protéica microbiana,
semelhante aos efeitos observados dos hidrolisados por tripsina em Escherichia coli
(Hass-Kohn, 1980).

Para avaliacdo da atividade proteolitica ruminal sobre proteinas especificas faz-se
necessario o uso de técnicas que permitam separar, identificar e quantificar proteinas.
Entre as técnicas disponiveis, a eletroforese em gel de dodecil sulfato de sdédio e
poliacrilamida (SDS-PAGE) seguidos por andalise densitométrica e dosagem de proteina
total se destacam pela relativa simplicidade, rapidez e alto valor informativo. Em funcdo
destas caracteristicas, esta tem sido extensivamente utilizada para avaliacdes de
proteodlise e degrada¢do ruminal de grupos especificos de proteinas de alimentos em
sistemas in vitro ou in situ, permitindo ainda estimagdes dos parametros de cinética de
protedlise e degradacdo dos mesmos (Nugent et al., 1983; Spencer et al., 1988;
Romagnoto et al., 1994; Tanner et al., 1994; Chiou et al., 1999; Sadeghi & Shawrang,
2008).

Em razdo da auséncia de comprovagdes sobre a capacidade de protedlise ruminal
da ricina bem como seus efeitos sobre a microbiota ruminal, avaliou-se o efeito da
incubag@o de indculo ruminal in vitro com proteinas soliveis de mamona sobre a
degradacgdo da ricina por meio de andlise eletroforética e densitométrica, bem como o
efeito da desnaturacdo de proteinas soluveis de mamona sobre a taxa instantdnea de

crescimento microbiano (DO-600nm) e a concentragdo média de amonia no meio.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticoes, em esquema fatorial 3x3 referente a trés fontes de proteina solavel
(tripticase, farelo de mamona em estado intacto ou em estado desnaturado com 6xido de
calcio) e trés doses de proteina soluvel (0,42, 0,84 e 1,64 g/L). Foram realizadas
incubagdes ruminais in vitro em frascos de vidro de 50 mL hermeticamente fechados.
As proporgdes de tampdo, inoculo ruminal, solu¢des nutritivas e fontes de proteina
estdo apresentadas na Tabela 1. Para andlise da degradacdo ruminal da ricina, ainda
avaliou-se branco (sem inoculo) do tratamento com extrato bruto de proteina intacta de
FM na dose de 0,83g/L e tratamento com indculo, mas sem fonte de proteina.

A solucdo tampao de McDougall constituiu-se de 9,80 g de NaHCOs3; 4,65 g de
Na,HPO4*2H,0; 0,57 g de KCI; 0,12 g de MgSO4*7H,0 e 0,04g de CaCL,, diluidos
com agua destilada até o volume de 1.000 mL, cujo valor de pH foi ajustado para 6,7,
imediatamente antes da incubagao, utilizando-se CO,. Foi utilizado liquido de ramen de
um bovino em crescimento fistulado no rimen, recebendo dieta contendo, com base na
MS, 70% de silagem de milho e 30% de ragdo concentrada (77,90% de milho grao
moido, 18,31% de farelo de soja, 0,80% de uréia + sulfato de amonio, 1% de cloreto de
sodio, 1% de fosfato bicalcico, 0,66% de bicarbonato de sodio e 0,34% de 6xido de
magnésio). Apos a coleta, o liquido foi filtrado em quatro camadas de gaze,
acondicionado em garrafa térmica com fechamento hermético e transportado
imediatamente para o laboratorio, aonde foi mantido a 39°C por 30 minutos.
Posteriormente, com a separacao das particulas, foi obtido o liquido da fase mediana do

frasco, sendo esse utilizado como inoculo.
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Tabela 1 — Quantidades (mL) de tampao McDougall, in6culo ruminal, solu¢des nutritivas e fontes de proteina utilizadas nos meios de

cultivo in vitro dos tratamentos experimentais

Fontes de proteina soluveis (g/L)

Extrato bruto de farelo de mamona solavel em pH 3,8 (EBP)

Tripticase
Intacto Desnaturado'
0,42 0,83 1,67 0,42 0,83 1,67 0,42 0,83 1,67
Solugdao McDougall 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Liquido ruminal 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Solugao de 5%glicose 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Tripticase (10g/L) 1,25 2,50 5,00
EBP intacto (10g/L) 1,25 2,50 5,00
EBP desnaturado (10g/L)" 1,25 2,50 5,00
Agua deionizada 3,75 2,50 3,75 2,50 3,75 2,50
Total 30,0 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00

Vobtido de farelo de mamona tratado com 60g de CaO/kg.
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Para obtengao do extrato bruto protéico, duas amostras contendo 300 gramas cada
de farelo de mamona foram submetidas ao tratamento com 0 (proteina intacta) ou com
60g (proteina desnaturada) de CaO/kg de farelo. O produto alcalino foi diluido em 4agua
na relacdo 1:10, misturado ao farelo de mamona, permanecendo por um periodo de 18
horas (uma noite), sendo entdo seco em estufa ventilada a 65°C durante 72 horas. Apds
este procedimento foram retiradas 30 aliquotas de 10 g de cada tratamento, para
posterior extracao das proteinas soluveis.

O extrato bruto concentrado (10 g/L) de proteinas soltveis do farelo mamona
(EBP) em estado intacto ou desnaturado foi obtido da seguinte maneira: Adicionou-se
uma aliquota (10 g) de FM (estado intacto ou desnaturado), em 30 tubos tipo Falcon (30
tubos por tratamento). Em seguida, foram adicionados em cada tudo 40 mL de tampao
de extracdo TRIS 0,5 M (pH 3,8 ajustado com 4acido sulfurico 37%) por tudo e
centrifugados a 9.739 xg durante 20 minutos. Os sobrenadantes de cada tratamento (855
mL) foram entdo misturados, sendo medido o volume. Apos serem coletadas aliquotas
de 5 mL do sobrenadante para dosagem de proteina total e andlise eletroforética, o
liquido restante foi imediatamente concentrado (em média 10x) em liofilizador para
obtencdo de concentragdo final de 10 g/L de proteina, ressuspendendo-se em agua
deionizada. Ao final, obteve-se uma relagdo de 3,53 g de farelo de mamona por mL de
EBP concentrado de mamona (10 g/L de proteina), os quais permitiram obter relagdes
de 0,15; 0,30 ¢ 0,60 kg de farelo de mamona por litro de meio de cultivo ruminal in
vitro, para doses 0,42; 0,84 ¢ 1,68 g/L de proteina total. Essas relagdes foram utilizadas
para estimar a capacidade de destoxificagdo da ricina pela microbiota ruminal, em
equivalente massa de faralo de mamona sem tratamento alcalino.

Os frascos de vidro contendo meios de cultura foram saturados com gas dioxido

de carbono e incubados a temperatura de 39°C, por 48 horas. Foram retiradas amostras
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de 3 mL nos tempos 0, 3, 6, 12, 24 ¢ 48 horas a partir do inicio da incubagdo, sendo
ImL para analise imediata de crescimento microbiano, via variagdo da densidade optica
(DO - 600 nm) e os 2 mL restantes submetidos a centrifugacao a 9.739 xg durante 20
minutos. Do sobrenadante, foram retiradas duas aliquotas, sendo uma imediatamente
congelada a -20°C para posterior avaliagio da concentragdo de amodnia (Chaney &
Marbach, 1962) e outra para analise de ricina.

Para avaliag¢do da capacidade de destoxifica¢do da ricina pela microbiota ruminal,
analisou-se o desaparecimento das bandas de ricina ao longo do tempo (analise
qualitativa), separadas por eletroforese em gel a 15% de poliacrilamida em condig¢do
desnaturante (SDS-PAGE) de acordo com o método proposto por Laemmli (1970),
seguidos de quantificagdo do teor de ricina no meio de cultivo apo6s analise
densitométrica dos géis e dosagem de proteina total. A aliquota do meio de cultivo para
analise de ricina foi concentrada em liofilizador de maneira a obter concentragdo final
acima de 1g/L para analise densitrométrica.

Realizou-se corrida eletroforética de aliquotas de EBP ndo concentrado do FM e
do meio de cultivo ao longo do tempo de incubacdo. As aliquotas do meio de cultivo
foram concentradas em liofilizador, obtendo-se concentracdes de proteina acima de
1g/L de modo a permitir a visualizagdo das fragdes proteicas no gel (SDS-PAGE).
Aliquotas de 30 pL do meio de cultivo concentrado (com 1g de proteina/L) foram
colocadas em tubos “eppendorf”, sendo adicionado 10uL de tampdo de amostra (4X),
contendo solugdo tampao Tris HCL 60 mM, pH 6,8, 10% de glicerol, 2% de dodecil
sulfato de sédio (SDS), 0,025% de azul de bromofenol e 0,025% de B-mercaptoetanol.
Logo em seguida, ferveu-se por 5 minutos a 100°C, sendo entdo aplicado 20 pL desta
mistura em cada pogo do gel. A corrida eletroforética foi inicialmente conduzida a 50

Volts, até a banda do corante atingir a superficie do gel de separagdo, quando foi
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aumentada para 140 Volts, permanecendo assim até o final da corrida, definido quando
o corante se aproximou da extremidade inferior do gel. Terminada a corrida, os géis
foram retirados da placa e colocados em solu¢do corante (1,5 g de Coomassie Brilliant
Blue G, 90 mL de acido acético glacial, 450 mL de metanol ¢ 460 mL de agua
deionizada) por 24 horas e logo depois em solugdo descorante (100 mL de acido acético
glacial, 500 mL de metanol e 400 mL de 4gua deionizada) por 12 horas. Os géis, apds a
descoragdo, foram scaneados, sendo as imagens utilizadas para analise de densitometria.
A identifica¢do das fra¢des de ricina foi realizada utilizando-se marcadores de massa
molecular entre 14 a 66 KDa (Sigma, USA).

Uma outra aliquota do extrato bruto protéico e do meio de cultivo foi retirado para
determinagdo de proteina total utilizando-se o método descrito por Bradford (1976). A
analise de densitometria dos géis foi realizada nas dependéncias do Laboratério de
Biologia Celular e Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, obtendo-se as areas totais e aquelas correspondentes as fragdes da ricina,
segundo procedimentos descritos por Retamal et al. (1999). A concentragdo de ricina no
extrato bruto protéico e no meio de cultivo foi determinado conforme equacgado a seguir:
concentragdo de ricina (ug/mL) = PTN total x (4rea ricina/area total), em que: PTN total
= concentragdo de proteina total no extrato bruto ou na aliquota do meio de cultivo
(ug/mL); area ricina = area correspondente as fracdes A e B da ricina presente no
extrato bruto, obtida por andlise densitométrica; area total = area total de proteinas
presentes no extrato bruto obtida por analise densitométrica.

Para avaliagdo da cinética de degradagdo ruminal da ricina, os valores de
concentragdo de ricina no meio de cultura ao longo do tempo de incubagao in vitro, nas
trés doses de proteina do tratamento com farelo de mamona controle, foram submetidas

ao modelo de crescimento assintotico de primeira ordem Y = b*(1-Exp®), em que: Y
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= desaparecimento da ricina no tempo t (horas); b = fracdo da ricina potencialmente
degradavel no rumen (%); ¢ = taxa de degradagdo da fragdo b (h'). A fragdo
efetivamente degradada no rimen da ricina (ED) foi determinada pela seguinte equagao:
ED (%) = b*(c/(c+td)), em que td corresponde a taxa de diluigdo ruminal (h™), sendo
utilizados valores fixos de 0,05, 0,10 e 0,15. Os parametros de cinética de degradacao
da ricina foram avaliados em func¢do da dose de proteina, estimados por equagdes de
regressdes em func¢do da concentragdo inicial de ricina e da relagdo em equivalente
massa de faralo de mamona nao destoxificado.

A taxa de crescimento microbiano (p) de cada tratamento foi estimada segundo
equacdo descrita em Russell (2002): p = (In DO; — InDQOy)/t, em que: InDO; = logaritmo
natural da densidade dptica no tempo que inicia a fase estacionaria de crescimento;
InDOyy = logaritmo natural da densidade dOptica no tempo zero; t = tempo que inicia a
fase estaciondria de crescimento.

As observagdes de taxa de crescimento microbiano e de concentragdo amoOnia
(média ao longo do tempo de incubagdo) foram submetidas a analise de varidncia e
aplicados os seguintes contrastes: fonte de proteina soluvel (tripticase vs mamona); dose
de proteina soluvel; interacdo entre fonte e dose de proteina soluvel; desnaturagdo de
proteina soltivel de mamona (mamona em estado intacto vs desnaturado); interacdo
entre desnaturacdo e dose de proteina soluvel de mamona; efeito de dose dentro de fonte
de proteina soluvel. Em todos os procedimentos estatisticos utilizou-se nivel de 0,05 de

probabilidade para o erro tipo 1.
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Resultados e Discussao

As andlises eletroforética (PAGE) e densitométrica dos extratos brutos de
proteinas soluveis em pH 3,8 de farelo de mamona (EBP) em estado intacto ou
desnaturado constam na Figura 1. Verifica-se a presenca de dois grupos no EBP em
estado intacto, a ricina (aproximadamente 36 ¢ 29 KDa) e um grupo de proteinas de

reserva de sementes (aproximadamente 18 KDa) (Campos et al., 2008).

Ricina

Kda

Ricina
<— Sub-unidade A
<4— Sub-unidade B

<«— Proteinas de reserva

MM 12

Figura 1 — Eletroforese em gel (SDS-PAGE) do marcador de massa molecular (MM)
entre 66 a 14 KDa e do extrato bruto de proteinas soluveis em pH 3,8 nao
concentrado de farelo de mamona intacto (controle, 1,045 g/L de proteina
tota, poc¢o 2) e desnaturado com 60g de CaO/kg (pogo 1 contendo 0,965 g/L
de proteina total). A ricina é identificada pelas duas bandas (A com
aproximadamente 36 KDa e B com 29 KDa). As proteinas com 18 KDa
representam um grupo de proteinas de reserva de sementes de mamona.
Analise densitométrica do gel dos extratos protéicos (pogo 1 € pogo 2) com
os picos de ricina indicados pela seta. A ricina representou 14,6% da area

protéica do poco 1 e 0,4% do poco 2.
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No EBP desnaturado nao se visualiza as fragdes protéicas, notadamente da ricina,
demonstrando a eficacia de destoxificagdao do tratamento com 60 g de CaO/kg de farelo
de mamona. Em adicao, fragmentos de polipeptidios (22 ¢ 18 KDa) ativos de ricina
descritos como inibidores da sintese protéica em células procarioticas (Creppy et al.,
1980; Hass-Kohn, 1980), também ndo estdo presentes no EBP tratado com CaO,
garantindo-se a inibicdo de efeitos toxicos da ricina sobre a microbiota ruminal, para
este tratamento.

De acordo com a analise densitrométrica, a ricina representou 14,6% da area total
das proteinas soluveis intactas (pogo 1) e 0,4% das proteinas desnaturadas com CaO
(pogo 2), estimando-se concentragdes de 1,46 g/L e 0,04 g/L de ricina nos respectivos
EBP concentrados. Portanto, a eficacia de desnaturagdo da ricina com tratamento
alcalino foi de 97,3%. A partir desses resultados, estima-se concentragdes iniciais de
ricina (sem efeito de in6culo ruminal) no meio de cultivo de 61, 122 e 243 pg/mL, para
as doses de 0,42, 0,84 ¢ 1,68 g/L. de proteinas total, no tratamento com EBP em estado
intacto.

A andlise eletroforética do meio de cultivo microbiano ruminal in vitro com
auséncia de proteina no meio ¢ com auséncia de indculo ruminal (branco) é apresentada
na Figura 2. Observam-se no meio sem proteina, auséncias das fragdes protéicas de
massa molecular similares as observadas no EBP de mamona, indicando auséncia de
contaminagdo da proteina microbiana sobre a analise. Além disso, as fragdes de ricina e
outras proteinas estdo presentes em todos os tempos de incubacdo (39°C) e na mesma
intensidade no meio sem indculo ruminal. Desta forma, garante-se que os
desaparecimentos das fragdes protéicas (ricina e outras) nos géis (SDS-PAGE) seriam

influenciados apenas pela atividade microbiana ruminal.
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0 g/L PTN Sem indculo ruminal (0,84 g/L de PTN)

4 A Y4 A I
Kda
45
36
29 Ricina
Sub-unidade A
Sub-unidade B
24
18
<«— Proteinas de
reserva
14

MM Oh 3h 6h12h24h48h Oh 3h 6h 12h 24h 48h
Tempo de incubagdo ruminal in vitro (horas)

Figura 2 — Analise eletroforética (SDS-PAGE) do meio de cultivo microbiano ruminal
in vitro fungdo do tempo de incubagdo, com auséncia de proteina no meio ¢

com auséncia de indculo ruminal (branco, contendo inicialmente 0,84g/L de

4

proteina). A ricina ¢ identificada pelas duas bandas (A com
aproximadamente 36 KDa ¢ B com 29 KDa) e um grupo de proteinas de

reserva de sementes de mamona com 18 KDa.

Os resultados da analise eletroforética da degradagdo ruminal in vitro de trés
doses de proteina solivel em pH 3,8 de farelo de mamona em funcdo do tempo de
incubacdo estdo apresentados na Figura 3, enquanto a andlise densitométrica na Figura
4. As auséncias de visualizacdes das sub-unidades de ricina nos géis e de picos de
unidade de densidade relativa referente a ricina, ¢ reflexo da atividade proteolitica
microbiana ruminal sobre a toxina. Neste sentido, verifica-se o desaparecimento das
sub-unidades de ricina no gel (SDS-PAGE) entre os tempos 3 a 12 horas de incubagio
ruminal entre as doses 0,42 a 1,68 g/L. de proteina total, demonstrando a capacidade da
microbiota ruminal em destoxificar a ricina. Em adi¢do, observa-se menor velocidade
de reducdo dos picos referentes a ricina na analise densitrométrica em funcao do tempo,
com o aumento na dose de proteina total, decorréncia da saturagdo dos sistemas

enzimaticos microbianos responsaveis pela degradagdo da ricina.
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Figura 3 — Analise eletroforética (SDS-PAGE) do meio de cultivo microbiano ruminal
in vitro em fungéo do tempo de incubagdo, em trés doses de extrato bruto de
proteinas soluveis em pH 3,8 de farelo de mamona (0,42, 0,84 e 1,68 g/L).
A ricina ¢ identificada pelas duas bandas (A com aproximadamente 36 KDa
e B com 29 KDa) e um grupo de proteinas de reserva de sementes de
mamona com 18 Kda. Marcador de massa molecular (MM) entre 14 a 66
KDa.

No entanto, o grupo de proteinas de reservas de sementes de mamona identificada
com aproximadamente 18 KDa mostrou-se resistente a protedlise ruminal. As proteinas
de reservas compreendem grupo amplamente distribuido em sementes de oleaginosas e
de outras plantas, formado por diversas classes de proteinas, entre as quais se destacam
as proteinases e os inibidores de proteinases. Os inibidores de proteinases desempenham
importante fun¢do na regulacdo de proteinas enddgenas das sementes, bem como
protecdo contra a¢do de proteinases microbianas e de insetos (Ryan, 1973). Por outro
lado, os mesmos sdo reconhecidamente resisténtes a acdo proteolitica em razdo da

elevada presenca de pontes dissulfeto (Lajolo & Genovese, 2002).
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0,42g/L de PTN 0,84g/L de PTN 1,68g/L de PTN
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Figura 4 — Analise densitométrica de gel (SDS-PAGE) de proteinas presentes no meio
de cultivo microbiano ruminal in vitro fungdo do tempo de incubagfo, em
trés doses de extrato bruto de proteinas soluveis em pH 3,8 de farelo de
mamona (0,42; 0,84 e 1,68 g/L). O eixo das ordenadas representa unidade de
densidade relativa e no eixo das abscissas as fragdes protéicas expressas em
unidade de massa molecular relativa (do maior para o menor valor). Os picos
entre as fragdes 0,3 e 0,4 representam as subunidades de ricina, indicadas
pela seta.
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Na Figura 5 podem ser verificados as concentragdes médias de ricina no meio de
cultivo microbiano ruminal in vitro, bem como seu perfil médio de desaparecimento ao
longo do tempo de incubagdo, nas trés doses de proteina total de EBP intacto. Os
parametros de cinética de protedlise ruminal da ricina em fungdo de trés doses de EBP
sao apresentados na Tabela 2, enquanto as equagdes de regressao em funcdo da
concentragdo inicial de ricina ou da quantidade em equivalente farelo de mamona no

meio de cultivo ruminal, estdo descritas na Tabela 3.
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Figura 5 - Concentragdo média de ricina no meio de cultivo microbiano ruminal in vitro
e perfil médio de desaparecimento da ricina ao longo do tempo de

incubacdo, nas doses de 0,42; 0,84 e 1,68 g/L. de EBP intacto.
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Tabela 2 — Médias para os parametros de degradacdo ruminal in vitro da ricina em

funcdo da dose de proteinas de extrato bruto de proteico solivel em pH 3,8

de farelo de mamona (EBP) em estado intacto

Dose de EBP (g/L) CcV
Itens Valor-P
042 0,84 1,68 (%)
Fragio b', % 100,00 90,37 91,77 0,0001 1,19
Taxa de degradacao da fracao b', %/h 0,2725 0,1504 0,0648 <0,0001 14,74
Fragio ED? (td® de 0,05), % 84,50 67,82 51,78 <0,0001 3,21
Fragio ED? (td® de 0,10), % 73,15 5428 36,07 <0,0001 4,57
Fragdo ED? (td® de 0,15), % 64,50 4525 27,67 <0,0001 5,62

'Fragdo b = potencialmente degradavel; “ED = efetivamente degradada; *td = taxa de dilui¢do (h™).

Tabela 3 - Regressoes lineares significativas para a fragdo potencialmente degradavel no

rumen da ricina (b), a taxa de degradacao ruminal da fra¢dao b da ricina (kd)

e fragdes efetivamente degradada no rimen da ricina (ED) nas taxas de

diluicdo (td) de 0,05, 0,10 ¢ 0,15h™", em funcdo da concentracdo inicial de

ricina no meio de cultivo (ug/mL) ou da quantidade farelo de mamona nao

destoxificado (FM) no meio de cultivo (kg/L)

Variavel (Y) Parametros da equagao R?
b (%) ¥ =159,52" + 0,42* x Ricina -10,92" x Ricina®” 0,96
¥ =159,53" +170,98" x FM - 219,92" x FM*? 0,96
kd (b ¥ =0,3153" -0,0011" x Ricina 0,92
¥ =0,3143" - 0,4347" x FM 0,92
ED com td de 0,05h™ (%) Y =92,52" -0,17 x Ricina 0,96
¥ =92,33" -69,63" x FM 0,96
ED com td de 0,10h™ (%) Y =8226" -0,20" x Ricina 0,96
¥ =82,06" -79,95" x FM 0,96
ED com td de 0,15h™ (%) ¥ =73,29" -0,19"x Ricina 0,96
¥ =73,08" -78,16 x FM 0,96

* significativo a 5%.
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Verificou-se elevada fracdo potencialmente degradavel ruminal (b) da ricina
(entre 90,33 a 100%) e um comportamento raiz-quadratico (P<0,05) com aumento na
dose de proteina do EBP de mamona intacto, estimando-se valores maximos de 88,82%
na concentracao inicial de ricina de 112,83 pg/mL e de 88,81% na quantidade de 0,4136
kg de FM/L de meio de cultivo ruminal. A fra¢ao efetivamente degradada ruminal (ED)
da ricina decresce linearmente (P<0,05) com aumento na concentragdo inicial de ricina
ou na quantidade de FM, em razdo da reducao (P<0,05) linear na taxa de degradacao da
fragdo potencialmente degradével, por mecanismos de saturagdo dos sistemas
enzimaticos a concentragdo de substratos (Lehninger et al., 1995). Apesar disso,
observou-se elevada taxa de degradagio da ricina (0,2725 h™') notadamente na dose de
0,42 g/L de proteina, equivalente a concentracdo inicial de 60,83 ug de ricina/mL ou
0,15 kg de FM/L de meio de cultivo ruminal.

As curvas de crescimento microbiano ruminal (densidade optica — 600 nm) e
concentragdo de amonia, ao longo de 48 horas de fermentagao in vitro, encontram-se
nas Figuras 6 e¢ 7. Os efeitos de fontes e doses de proteina soluvel sobre a taxa
especifica de crescimento microbiano ruminal (i) e concentragdo média de amonia em
meios de cultura ao longo de 48 horas de fermentagdo in vitro estdo descritos na Tabela
4. Houve interacdo (P<0,05) sobre a taxa instantdnea de crescimento microbiano ()
entre dose e fonte de proteina solivel e entre dose e desnaturagdo do extrato bruto
protéico (EBP) de farelo de mamona (EBP). Incremento linear (P<0,05) na p ¢
observado com aumento na dose de tripticase. Por outro lado, aumento na dose de EBP
intacto de farelo de mamona reduz (P<0,05) de forma quadrética a p, sendo estimando o
valor minimo de —0,0038h'1 na dose de 1,444 g/L. A p aumenta (P<0,05) com
desnaturacdo do EBP de farelo de mamona, mas ndo ¢ afetado pela dose de EBP de

mamona em estado desnaturado.
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Figura 6 — Crescimento microbiano ruminal (densidade optica — 600 nm) ao longo de 48
horas de fermentagdo in vitro em fungdo de trés fontes de proteina soltivel
(tripticase, extrato bruto de farelo de mamona (EBP) em estado intacto ou
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Figura 7 — Concentra¢do de amonia no meio de cultivo microbiano ruminal ao longo de
48 horas de fermentagdo in vitro, em funcdo de trés fontes de proteina
soluvel (tripticase, extrato bruto de farelo de mamona (EBP) em estado
intacto ou em estado desnaturado com oxido de calcio) e trés doses de

proteina soluvel (0,42; 0,84 ¢ 1,68 g/L).
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Tabela 4 - Efeitos de fontes e doses de proteina soluvel sobre a taxa especifica de

crescimento microbiano ruminal (1) e concentracdo média de amdnia em

meios de cultura ao longo de 48 horas de fermentagao in vitro

Amodnia
Itens u (%/h)
(mg/dL)
Fonte e dose de proteina
Tripticase
0,42g/L 0,0533 5,33
0,84g/L 0,0639 6,45
1,68g/L 0,0797 8,94
Extrato bruto protéico soltivel de farelo de mamona (EBP)
Intacto
0,42¢g/L 0,0394 0,52
0,84g/L 0,0112 0,61
1,68g/L -0,0016 0,65
Desnaturado’
0,42¢g/LL 0,0492 0,52
0,84g/L 0,0484 0,64
1,68g/L 0,0607 0,67
Efeitos (valor-P)
Fonte (tripticase vs EBP) <0,0001 <0,0001
Dose de proteina 0,8019 0,0003
Fonte x dose de proteina 0,0380 <0,0001
Desnaturacao do EBP de farelo de mamona <0,0001 0,9560
Desnaturagdo x dose de proteina de EBP 0,0201 0,9928
Dose de proteina (fonte)
Tripticase 0,0030°  <0,0001°
EBP de mamona
Intacto 0,0001*  0,9650
Destoxificado 0,1394 0,9540
Coeficiente de variagdo (%) 17,66 22,78

" extrato bruto de proteinas soluveis em tampédo pH 3,8 do farelo de mamona; * farelo de mamona tratado

com 60g de CaO/kg, diluido em agua (1:10).

Y =0,0454 + 0,0207.X (R*=0,99). ¥ ¥ =0,0821 —0,1190.X + 0,0412.X* (R* = 0,91). Y = 4,0810 +

2,8795.X (R* =0,99).
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Esses resultados indicam efeitos inibitérios da ricina ou de oligopeptidios
derivados da proteolise extracelular microbiana da ricina, sobre a sintese de proteina
microbiona ruminal, a semelhanca do observado por Hass-Kohn et al. (1980).

Nesse trabalho, os autores ao avaliarem o efeito da disponibilidade de ricina (450
png/mL) na formas intacta; com as sub-unidades A e B separadas; hidrolisados de ricina
por tripsina, com massa molecular 22 e 18 KDa (Crepyy et al., 1980); ou os mesmos
hidrolisados mas desnaturados com fervura, observaram clevada inibi¢do da sintese
protéica em células livres ou em ribossomos purificados de Escherichia coli (72,7 a
94,5%), somente na presenca dos hidrolisados de ricina ndo desnaturados.

Em adigdo, salienta-se que o processo de desnaturagdo protéica, por si, apresenta-
se como fator negativo sobre a sintese de proteina microbiana, pois reduz a
disponibilidade de amoniéacidos da proteina dietética por redugdo na taxa de protedlise
(Broderick et al., 1991; Stern et al., 1994). Assim, reforcam-se os argumentos
apresentados que o aumento (P<0,05) da taxa de crescimento microbiano ruminal com a
desnaturacao do EBP de farelo de mamona com CaO ocorreu por redugdes de efeitos
inibitdrios da ricina (ou hidrolisados por proteases microbianas) sobre a sintese protéica.

O mecanismo de a¢do da ricina ou de secus hidrolisados sobre a microbiota
ruminal até o momento ndo foi descrito, mas em células eucarioticas 0os mecanismos
estdo bem estabelecidos (Olsnes et al., 1974; Endo & Tsuguri, 1987; Endo et al., 1987,
Endo & Tsuguri, 1988). A sub-unidade A da ricina ¢ uma enzima que inativa
irreversivelmente os ribossomos eucaridticos pela clivagem de ligacdes N-glicosidicas
no RNA ribossomal 28 S na posi¢ao 4324, removendo-se o residuo adenina, impedindo
o processo de alongamento da cadeia polipeptidica (Endo & Tsuguri, 1988). A sub-
unidade B ¢ uma lecitina que se encontra ligada a subunidade A através de pontes

dissulfeto, e permite a entrada desta ultima, por endocitose, para o citosol. Assim, se for
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quebrada as ligagdes entre as duas sub-unidades as partes resultantes nao sao toxicas em
células eucarioticas (Audi et al., 2005).

Endo & Tsuguri (1988) observaram que, embora a subunidade A da ricina tenha
sitios de ligacdo na posicao A-2600 de RNA ribossomal 23S de Escherichia coli, a
toxina ndo inativa ribossomos intactos em razao da presenca de proteinas ribossomais,
que protegem a organela contra a a¢ao da ricina.

Diante do exposto, verifica-se que os mecanismos de a¢do da ricina ou de seus
hidrolisados por proteases em organismos procarioticos ainda ndo estdo claros, o que
remete a necessidade de estudos mais detalhados, notadamente sobre a diversa
populacdo microbiana ruminal.

Interagdes (P<0,05) também foram observadas na concentragdo média de amonia
entre dose e fonte de proteina soluvel, mas ndo houve efeitos de desnaturacdo do EBP
de farelo de mamona e de interagoes entre desnaturagado e dose de EBP.

Basicamente, a concentragdo de amdnia ruminal em sistemas fechados representa
o balango entre producdo (desaminacdo de aminoacidos disponiveis) e utilizagdo
(assimilacdo de amonia para sintese de aminoacidos) de aménia (Broderick et al., 1991).
A desaminacdo depende principalmente da populacdo microbiana predominante e
aumenta em situagdes de excesso de aminoacidos disponiveis associado a deficiéncia de
esqueletos de carbono e de energia. A assimilagdo da amonia, por sua vez, depende da
disponibilidade de energia, de esqueletos de carbono e de nutrientes essenciais (acidos
graxos de cadeia ramificada, minerais e outros-cofatores) (Owens & Zinn, 1988;
Wallace et al., 1997). Neste sentido, como a disponibilidade de energia foi mantida
estavel entre os tratamentos, a menor (P<0,05) concentracio média de amoénia no
tratamento com EBP de farelo de mamona em relacdo a tripticase, pode ser reflexo da

menor disponibilidade de aminoacidos em razdo da incompleta degradagdo do grupo de
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proteinas de reservas com 18 KDa (principalmente inibidores de proteases) e de outras
de proteinas de baixa massa molecular, majoritarias, conforme verificado na Figura 3.

Por outro lado, esperar-se-ia redugdes na concentragdo de amoénia com a
desnaturagdao do EBP de farelo de mamona com o tratamento alcalino (Waltz & Loerch,
1986), pois além de perda da fungdo, grupos hidrofébicos sdo expostos durante a
desnaturacdo, resultando numa diminui¢do da solubilidade da proteina em solugdes
aquosas. A solubilidade da proteina, por sua vez, ¢ um dos fatores chaves para iniciar a
atividade proteolitica, pois favorece os mecanismos de adesdo da proteina alimentar a
superficie bacteriana (Broderick et al., 1991). Desta forma, a desnaturagdo, por si, pode
ter reduzido a disponibilidade de aminodcidos para a microbiota ruminal e
consequentemente a produ¢do de amonia.

Assim, a auséncia de efeito da desnatura¢do do EBP de farelo de mamona sobre a
concentragdo de amoénia indica inibigdes da ricina ou de seus hidrolisados, sobre a
utilizagdo da amodnia disponivel, o que compensou a possivel maior producdo de
amonia.

Os decréscimos na taxa de crescimento microbiano ruminal in vitro em fungao da
concentragdo inicial de ricina ou da quantidade em equivalente farelo de mamona no
meio de cultivo, estdo apresentados na Figura 7. Verificou-se decréscimo de 100% no
crescimento microbiano na concentragdo inicial no meio de cultivo de ricina de 232
ng/mL ou 0,548 kg de farelo de mamona/L. A concentragdo de ricina que inibe 50% do
crescimento microbiano foi estimada em 89 pg/mL, valor inferior ao observado por
Hass-Kohn et al. (1980) de 125 pg/mL sobre a sintese protéica em Escherichia coli.
Além diso, a dose observada no presente trabalho, representou 8.900 vezes a

concentragdo necessaria para inibir 50% de ribossomos em células eucarioticas (Lugnier
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et al, 1976), confirmando a menor sensibilidade de organismos procaridticos a agao

toxica da ricina (Hass-Kohn et al., 1980).
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Figura 7 — Decréscimo (%) na taxa de crescimento microbiano ruminal in vitro em
funcdo da concentragdo inicial de ricina no meio de cultivo (ug/mL) ou em
funcdo da quantidade de equivalente farelo de mamona no meio de cultivo
(kg/L). Decréscimo (%) = ((taxa de crescimento do tratamento com proteina
desnaturada - taxa de crescimento do tratamento com proteina intacta)/ taxa
de crescimento do tratamento com proteina desnaturada) x 100).

* significativo (P<0,05)
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Em suma, os resultados permitem demonstrar que a microbiota ruminal ¢ capaz
degradar a ricina, apresentando-se como mecanismo de protecdo ao animal hospedeiro
contra os seus efeitos toxicos, uma vez que somente em sua forma intacta (com as duas
fracdes) inativa a sintese prot€ica em células eucarioticas (Audi et al., 2005). Assim,
podem-se explicar as tolerancias observadas em animais ruminantes alimentados com
farelos ou tortas de sementes de mamona sem destoxificagdo (Albin et al., 1969;
Santana et al., 1971; Olveira et al., 2008). Por outro lado, a ricina e/ou produtos da
proteolise ruminal da ricina sdo capazes de inibir a sintese protéica microbiana ruminal,
e também pode explicar, pelo menos em parte, o aumento da sintese de nitrogénio
microbiano ruminal em ovinos alimentados com farelo ou torta de mamona
destoxificado, em relacdo aos tratamentos sem destoxificagdo, conforme verificado por

Oliveira et al. (2008).

Conclusodes

A microbiota ruminal é capaz de degradar a ricina a taxas variaveis, in Vvitro,
dependendo da concentragdo inicial de ricina. Todavia, a desnatura¢do da toxina com
tratamento alcalino aumenta a taxa de crescimento microbiano ruminal in vitro,
indicando efeitos inibitorios sobre a microbiota ruminal. Neste sentido, recomenda-se a
completa destoxificacdo da ricina no farelo de mamona para seu uso na alimentacdo de
ruminantes. Sao necessarios estudos sobre mecanismos de agdo da ricina na diversa

populagdo microbiona ruminal.
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Eficécia de destoxificagdo da ricina por meio de tratamento alcalino ou térmico e

seus efeitos sobre o valor nutritivo do farelo de mamona para ruminantes

RESUMO - A utilizagdo do farelo de mamona (FM) na alimentagdo animal ¢
limitada pela presenca de uma potente proteina toxica (ricina), o que reduz a
competitividade da cadeia produtiva do biodiesel. Objetivando definir o método de
destoxificacdo, avaliou-se a eficacia de destoxificacdo do FM por meio de tratamento
alcalino (Ca(OH); ou CaO, nas doses de 20, 40 ou 60 g/kg, diluido ou ndo em agua) ou
térmico (autoclave com pressido de 1,23 kgf/em?® ou 15 psi a 123°C, durante 30, 60 ou
90 minutos) e seus efeitos sobre a composi¢ao quimica, cinética de degradagao ruminal
in situ da proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), matéria seca (MS) ¢
digestibilidade verdadeira intestinal in vitro da proteina ndo-degradada no ramen (DIV-
PNDR). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repetigdes. A eficacia dos tratamentos foi avaliada com base na presenca das sub-
unidades de ricina em gel a 15% de poliacrilamida (SDS-PAGE) em condigao
desnaturante, andlise densitométrica e dosagem de proteina total. Observou-se teor
831g de ricina’/kg de MS no FM controle. A eficacia de 100% de destoxificagdo com
Ca(OH); na dose de 40 g/kg de farelo ou com autoclave em 15 psi durante 60 minutos,
observada em pesquisas anteriores, ndo se confirmou no presente estudo. Somente os
tratamentos com Ca(OH), ou CaO, diluidos em agua (1:10), na dose de 60 g/kg de
farelo, ou com autoclave (90 minutos) mostram-se eficazes (P<0,05) em destoxificar a
ricina. Os tratamentos alcalino, independente da fonte, e térmico reduzem (P<0,05) a
taxa e a degradabilidade ruminal efetiva da PB, mas sem afetar a extensdo de
degradacdo e a DIV-PNDR. Somente o tratamento alcalino promove redugdes (P<0,05)
nas estimativas de reple¢do ruminal da fragdo potencialmente degradavel da FDN, em
razao do aumento na taxa de degradacdo ruminal. Estimam-se custos com aquisi¢cao do
agente alcalino equivalentes a 6% do pregco FOB (livre de frete e imposto) do FM
comercializado como fertilizante. Os tratamentos alcalinos com Ca(OH), ou CaO na
dose de 60g/kg de farelo, ou com 90 minutos de autoclave (1,23 kgf/cm?® 123°C)
poderdao permitir o uso da FM na alimentacdo de ruminantes, mas sua aplicacdo em
escala industrial dependente de estudos sobre viabilidade operacional e econdmica.
Palavras-chave: biodiesel, co-produtos, degradagdo ruminal, digestibilidade intestinal,

hidréxido de calcio, 6xido de calcio, Ricinnus communis L.
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Efficacy of ricin detoxification by means of alkaline or heat treatment and its

effects on nutritive value of castor bean meal for ruminants

ABSTRACT - Castor seed meal (CSM) use in animal nutrition is limited by the
presence of a powerful toxic protein (ricin), what reduce the biodiesel productive chain
competitivity. With the objective of defining the detoxification method, detoxification
efficacy (DE) of CSM was evaluated by means of alkaline treatment (Ca(OH); or CaO,
in 20, 40 or 60 gkg' doses, diluted or not in water) or heat (autoclave with 1.23
kgf/cm® pressure or 15 psi at 123°C, during 30, 60 or 90 minutes) and its effects on
chemical composition, in situ rumen degradation kinetics of crude protein, neutral
detergent fiber, dry matter (DM) and in vitro true intestinal digestibility of rumen
undegradable protein (RUP-IVD). The experiment was carried out in a completely
randomized design, with five repetitions. Treatments efficacy was evaluated based on
the presence of ricin subunits in 15% policramida gel (SDS-PAGE) in denaturizing
condition, densitometric analysis and total protein dosage. It was observed 831 g of
ricina.kg" of DM in CSM control. The 100% detoxification efficacy with Ca(OH), in
40 gkg' dose of meal or with autoclave at 15 psi during 60 minutes, observed in
previous researches, was not confirmed in the present study. Only the treatments with
Ca(OH), or CaO, diluted in water (1:10), in 60 g.kg”' dose of meal, or with autoclave
(90 minutes) are efficient (P<0.05) in detoxify ricin. The alkaline treatment,
independent of the source, and thermal treatment reduce (P<0.05) the rate and CP
effective ruminal degradability, but without effect on degradation extension and RUP-
IVD. Only the alkaline treatment promotes reductions (P<0.05) in ruminal repletion
estimates of NDF potentially digestible fraction, because of the rumen degradation rate
increase. The costs with alkaline agent acquisition are estimated to be equivalent to 6%
of the CSM FOB price commercialized as fertilizer. The alkaline treatments with
Ca(OH), or CaO in 60 gkg' dose of meal, or with 90 minutes of autoclave (1.23
kgf/em?, 123°C) can permit the use of CSM in ruminant feeding, but its application in
industrial scale dependent of studies on operational and economic viability.

Key Words: biodiesel, co-products, ruminal degradation, intestinal digestibility,

calcium hydroxide, calcium oxide, Ricinnus communis L.
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Introducgéo

A expectativa de crescimento do cultivo de oleaginosas para producdo de
biodiesel criou nova oportunidade para a produg¢dao de ruminantes, através da oferta
potencial de farelos e/ou tortas protéicos obtidos apos a extracao do 6leo. Desta forma,
ha possibilidade de integracdo das cadeias de producdo de agroenergia e de pecuaria,
otimizando a geracdo de emprego e renda e minimizando os passivos ambientais.
Assim, estudos nos quais se gerem informagdes sobre a melhor forma de utilizagdo dos
co-produtos protéicos na alimentagdo animal fazem-se necessarios para garantir a

sustentabilidade desta integracao.

Dentre as oleaginosas disponiveis, a mamona (Ricinnus communis L.) se destaca
pelo potencial de exploragdo em regides marginalizadas do processo de
desenvolvimento economico e pela maior intensidade no uso de mao-de-obra. Apesar
do potencial de utilizagdo na alimentagdo de ruminantes o farelo e torta de mamona tem
sido empregado exclusivamente como fertilizante organico, o que reduz a
competitividade em relagdo as outras oleaginosas. A presenga de uma potente toxina
(ricina) bem como a caréncia tecnoldgica que propicie a obtencdo de um alimento
seguro com pregos competitivos, em escala industrial, tem impedido a sua adog¢dao na

alimentagdo animal (Severino, 2005).

A ricina ¢ uma proteina solivel encontrada principalmente no endosperma da
mamona, nao sendo detectada em outras partes da planta, como raizes, folhas e caules
(Bandeira et al., 2004), componente do grupo das “proteinas inativadoras de
ribossomos”, compostas por duas subunidades de fungdes bioldgicas distintas. A
subunidade A inativa especificamente e irreversivelmente os ribossomos eucarioticos,

impedindo a sintese protéica. Ja a subunidade B encontra-se ligada a parede celular e a
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subunidade A e permite a entrada da subunidade A, por endocitose, para o citossol
(Audi et al., 2005).

Apesar da alta toxidade da semente, o 6leo de mamona nao € toxico, pois a ricina
nao ¢ soluvel em lipidios, ficando todo o componente toxico na torta/farelo (Gaillard &
Pepin, 1999). A concentracdo dessa proteina em sementes de mamona apresenta
variabilidade entre diferentes gendtipos, tendo sido detectados teores entre 1,9 a 16
mg/g em 263 acessos de um banco de germoplasma nos EUA oriundos de 36 paises

(Pinkerton et al., 1999).

Embora alguns métodos de destoxificacdo sejam conhecidos desde o final da
década de 1940 (Borchers, 1949; Kodras et al., 1949; Gardner et al.,1960), bem como a
susceptibilidade da ricina ao efeito do pH e temperatura (Levy & Benaglia, 1950),
somente recentemente foi desenvolvido trabalho conclusivo (Anandan et al., 2005).
Entre diversos métodos quimicos e fisicos para o tratamento de farelo de mamona
originario da India, somente o autoclave (15 psi, 60 min) e o tratamento com hidroxido
de calcio (40g/kg de farelo de mamona) provocaram completa desnaturagdo da toxina
(Anandan et al., 2005). Todavia, antes de recomendar a utilizacdo desses métodos, faz-
se necessario desenvolvimento de estudos que validem a eficacia de destoxificacdo da
ricina nas condigdes brasileiras, bem como seus efeitos sobre o valor nutritivo do farelo
de mamona, ainda inexistentes.

Desta forma, desenvolveu-se esta pesquisa com objetivo de avaliar a eficacia de
destoxificacdo da ricina do farelo de mamona por meio tratamento alcalino (hidréxido
de calcio ou 6xido de célcio) ou térmico (autoclave) e seus efeitos sobre a composi¢ao
quimica, degradagdo ruminal in situ da protein abruta, fibra em detergente neutro ¢
matéria seca e sobre a digestibilidade verdadeira intestinal in vitro da proteina nao-

degradada no rumen.
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Material e Métodos
O experimento foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Nutrigao
Animal do Departamento de Zootecnia, na Universidade Federal de Vigosa (UFV). O
farelo de mamona (FM) foi adquirido de agroindustria localizada na regido
metropolitana de Salvador-BA, obtido apos extracao do 6leo de sementes de mamona
utilizando-se solventes organicos e, segundo o fabricante, imprdoprio para alimentagao

animal.

Eficécia de destoxificacdo da ricina

Para avaliagdo da eficacia de destoxificagdo, 85 amostras com 250 gramas cada de
FM moido foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes e submetidos a 17 tratamentos referentes aos métodos de destoxificagdo por
tratamento alcalino (efeitos de fonte, dose e diluicdo em agua) e térmico (efeito do
tempo de exposi¢dao), assim distribuidos: controle, sem tratamento; controle, sem
tratamento, seco a temperatura de 65°C durante 8§ horas em estufa ventilada a fim de
verificar o efeito do procedimento convencional de pré-secagem na desnaturagdo da
ricina; tratamento alcalino com hidréxido de célcio - Ca(OH),, diluido ou ndo em éagua,
nas doses de 20, 40 ou 60 g/kg de FM, base da matéria natural; tratamento alcalino com
oxido de célcio — CaO, diluido ou ndo em 4gua, nas doses de 20, 40 ou 60 g/kg de
farelo, base da matéria natural; e tratamento térmico em autoclave com pressao de 1,23
kg/em® (15 psi) e temperatura de 123°C durante 30, 60 ou 90 minutos.

Os tratamentos com Ca(OH), e CaO diluidos em dgua seguiram as especificacdes
descritas em Anandan et al. (2005). Inicialmente, foram diluidos em 4gua na relagdo
1:10, misturados ao farelo de mamona, permanecendo por um periodo de 18 horas (uma

noite). Em ambos os tratamentos, apds a mistura do agente alcalinizante com 4gua, o pH
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da solucao foi medido, mantendo-se sempre superior a 12,5. Utilizaram-se hidréxido de
calcio destinado a construgdo civil e 6xido de célcio micropulverizada, contendo,

segundo os fabricantes, minimos de 88% e 90% de 6xidos totais, respectivamente.

Nos tratamentos com autoclave, as amostras de FM foram acondicionadas em
frascos de vidro e mantidas & pressdo de 1,23 kg/cm® (15 psi), conforme Anandan et al.

(2005), com temperatura média de 123°C durante 30, 60 ou 90 minutos.

Imediamente apods os tratamentos, retirou-se aliquotas de 50 gramas de cada
amostra de FM, secas em liofilizador e armazenadas para posterior andlise de ricina e
matéria seca. O restante das amostras foram secas em estufa ventilada a 65°C, parte
moida em peneiras de Imm para posterior avaliacdo da composi¢do quimica e outra
fracdo em peneiras de 2mm para avaliagdo da degradagdo ruminal in situ e da
digestibilidade intestinal verdadeira in vitro da proteina ndo-degradavel no rimen (DIV-
PNDR).

A avaliagdo da concentracdao de ricina no FM foi realizada através da separacao
das fragdes A (36 kDa) e B (29 kDa) por eletroforese em gel de 15% de poliacrilamida
em condicdo desnaturante (SDS-PAGE), de acordo com o método proposto por

Laemmli (1970) e por analise densitométrica.

Inicialmente, 250 mg de FM foi colocados em tubos “eppendorf” de 2 mL,
adicionando-se 1 mL de tampao de extragao TRIS 0,5 M (pH 3,8 ajustado com acido
sulfarico 37%) e centrifugados a 9.739 xg durante 20 minutos. Retirou-se o
sobrenadante, adicionou em outro tubo “eppendorf” o qual foi armazenado entre 2 a 6°C

para analise imediata, sendo este denominado de extrato bruto protéico.

Para realizar a corrida eletroforética, foram retirados aliquotas de 30 pL do
extrato bruto protéico, colocados em tubos “eppendorf” e adicionado 10 puL de tampao

de amostra (4X), contendo solucdo tampao Tris HCL 60 mM pH 6,8 (10% de glicerol,
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2% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,025% de azul de bromofenol e 0,025% de B-
mercaptoetanol). Em seguida submeteu-se o material & temperatura de 100°C por 5
minutos a sendo entdo aplicado 20 pL desta mistura em cada pogo do gel. A corrida
eletroforética foi inicialmente conduzida a 50 Volts, até a banda do corante atingir a
superficie do gel de separacao, quando foi aumentada para 140 Volts, permanecendo
assim até o final da corrida, definido quando o corante se aproximou da extremidade
inferior do gel. Terminada a corrida, os géis foram retirados da placa e colocados em
solugdo corante (1,5 g de Coomassie Brilliant Blue G, 90 mL de acido acético glacial,
450 mL de metanol e 460 mL de agua deionizada) por 24 horas e logo depois em
solugdo descorante (100 mL de acido acético glacial, 500 mL de metanol e 400 mL de
agua deionizada) por 12 horas. Os géis foram entdo scaneados, sendo as imagens
utilizadas para analise de densitometria. A identificagdo das fracdes de ricina foi
realizada utilizando-se marcadores de massa molecular entre 14 a 66 KDa (Sigma,
USA).

Outra aliquota do extrato bruto protéico foi retirada para avaliacdo de proteina
total utilizando-se o método descrito por Bradford (1976). A analise de densitometria
dos géis foi realizada nas dependéncias do Laboratdério de Biologia Celular e Tecidual
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, obtendo-se as areas
totais e aquelas correspondentes as fragdes da ricina, segundo procedimentos descritos
por Retamal et al. (1999). O teor de ricina no FM foi estimado conforme a equagdo: teor
de ricina (mg/kg de MS) = [((V; x PTN total) * (area ricina/area total)) / peso da MS da
amostra em contato com a solugdo tampao de extracao (gramas)] * 1.000, em que: V| =
volume utilizado da solugdo tampao de extracao (I mL); PTN total = concentragdo de
proteina total no extrato bruto (mg/mL); area ricina = area correspondente as fracoes A

e B da ricina presente no extrato bruto, obtida por analise densitométrica; area total =
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area total de proteinas presentes no extrato bruto obtida por analise densitométrica. Para
apresentacao dos resultados foram apresentados um dos cinco géis com respectiva

analise densitométrica.

O tratamento foi considerado eficaz na destoxificacdo do farelo de mamona
somente com o completo desaparecimento das sub-unidades da ricina, conforme
Anandan et al. (2005), e com o valor médio de eficacia de destoxificacao semelhante a
100%, mediante andlise de intervalo de confianga (95%) apds realizacdo de testes
quanto a conformidade da homogeneidade da varianga (Cochran) e normalidade do
conjunto de dados (Lilliefors). A eficacia de destoxificacdo (ED) foi calculada por meio
da seguinte equagdo: ED (%) = ((controle — tratamento) / controle) x 100, em que:
controle corresponde a concentracdo de ricina no farelo de mamona sem tratamento; e
tratamento a concentrag¢ao de ricina no farelo de mamona tratado.

Para verificar os efeitos dos tratamentos do FM sobre teor de ricina e a ED da
mesma, as observacoes foram submetidas a andlise de variancia e aplicados os seguintes
contrastes: secagem em estufa ventilada a 65°C (controle vs controle seco);
destoxificacao (controle seco vs destoxificacdao); método de destoxificacao (alcalino vs
térmico); fonte de agente alcalino (hidroxido de calcio vs 6xido de célcio); dose de
agente alcalino; interagdo entre fonte e dose de agente alcalino; diluicdo em agua do
agente alcalino (hidréxido e 6xido de calcio em agua vs hidroxido e 6xido de calcio nao
diluido em 4gua); interagdo entre fonte de agente alcalino e diluicdo em agua; dose de
agente alcalino (linear e quadratico); e tempo de tratamento térmico (linear e
quadratico). Em todos os procedimentos estatisticos utilizou-se nivel de 0,05 de

probabilidade para o erro tipo I.
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Efeito sobre a composicdo quimica, degradabilidade ruminal e digestibilidade

intestinal da proteina ndo-degradada no rdmen

Os tratamentos avaliados foram os mesmos descritos anteriormente, com
excecao para o efeito de dilui¢do em agua do agente alcalino. Considerou-se o farelo de
mamona seco em estufa ventilada a 65°C sem destoxificagio como o tratamento
controle, de forma a eliminar efeitos de secagem da agua utilizada na diluicdo dos
agentes alcalinos sobre os resultados.

As analises dos teores de MS, proteina bruta (PB, nitrogénio total x 6,25), fibra
em detergente acido (FDA), lignina (H,SO4 72% p/p) foram realizadas segundo
métodos descritos em Silva & Queiroz (2002). A quantificagdo de cutina foi realizada
mediante hidrolise do residuo de FDA com H,SO4 72% p/p, seguido de oxidagdo do
residuo da hidrélise com KMnOy4 e queima em mulfla a 550°C, segundo decrito por Van
Soest (1994). Para andlise da concentracdo de fibra em detergente neutro (FDN), as
amostras foram tratadas com alfa amilase termo-estaveis sem uso de sulfito de sodio,
corrigidas para o residuo de cinzas (Mertens, 2002) e para o residuo de compostos
nitrogenados (Licitra et al., 1996). As andlises de FDN e FDA foram realizadas em
sistema Ankon®, utilizando sacos de TNT (tecido-ndo-tecido), com dimensdes de 5cm x
5cm, mantendo-se relagdes média de 14 mg de MS /ecm® de tecido e 100 mL de
detergente neutro/g de amostra seca ao ar. A quantificacdo de nitrogénio nao protéico
(NNP) dos alimentos foi realizada segundo Licitra et al. (1996). Os teores de
carboidratos ndo-fibrosos corrigidos para cinzas e proteina (CNFp), foram calculados
em adaptagdo ao proposto por Hall (2000), sendo: CNF,, = 100 - (%PB + %FDN,, +
%EE + %Cinzas).

Para avaliagdo dos efeitos dos métodos de destoxificagdo sobre a cinética de

degrada¢ao ruminal da PB, FDN e PB realizou-se ensaio in situ conforme descri¢do a
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seguir: Em sacos de poliéster medindo 20x10 ¢cm, com porosidade de 60 p, foram
adicionados 6g de amostras de farelo de mamona submetidos aos tratamentos. Os
tempos de incubacao utilizados para avaliacdo da cinética de degradacdo da PB e MS
foram de 0, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72 ¢ 96 horas, sendo incluidos os tempos de 240 horas
para avaliagoes da degradacao da FDN. Utilizou-se esquema de incubagao seqiiencial e
remocdo simultdnea. As amostras foram incubadas no rimen de trés bovinos por
intermédio da fistula ruminal, os quais receberam dietas a base de silagem de milho e 2
kg/cab/dia de ragdo concentrada (contendo 77,90% de milho grao moido, 18,31% de
farelo de soja, 0,80% de uréia + sulfato de amonio, 1% de cloreto de sodio, 1% de
fosfato bicalcico, 0,66% de bicarbonato de sédio e 0,34% de 6xido de magnésio, base
da matéria seca). Cada animal representou uma repeti¢do, sendo utilizados trés
repeti¢des por tratamento para avaliagdes de cinética de degradacao ruminal. Decorrido
o tempo de incubagdo, os sacos foram lavados em agua e levados a estufa a 65°C por 72
horas, sendo posteriormente avaliados os teores de MS e PB e FDN dos residuos da
incubagao.

Os parametros da dinamica de degradacdo da PB e MS foram estimados
utilizando o modelo de crescimento assintotico de primeira ordem reparametrizado por
Orskov & McDonald (1979) descrito pela fungdo: Y, = a + b* (1-e **); em que: Y, =
fragdo degradada no tempo “t” (%); a = fragdo soluvel (%); b = fracdo insolavel
potencialmente degradavel (%); kd = taxa de degradagdo de b (h™'); e t = variavel
independente tempo (h). Os pardmetros da dinamica de degradagdo da FDN foram
estimados utilizando o modelo apresentado por Mertens & Loften (1980), descrito pela
funcio: Yi= b * ¢ D 4 1: em que: Y, = residuo ndo degradado no tempo “t” (%); b
= fragio potencialmente degradavel da FDN (%); kd = taxa de degradagdo de b (h); e t

= variavel independente tempo (h); L = laténcia discreta (h); e I = fragdo indegradavel
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da FDN (%), sendo utilizado o valor do residuo apds 240 horas de incubagdo. A fragdo
efetivamente degradada no ramen (DE) da PB e MS foram calculadas pelo modelo: DE
= a + b*[kd/(kd+kp)]; em que: kp representa a taxa de passagem do alimento pelo
rimen (h™), assumindo valor de 0,05 h™'. A fracdo efetivamente degradada no ramen
(DE) da FDN foi calculada pelo modelo: DE = b*[kd/(kd+kp)]; em que: kp representa a
taxa de passagem do alimento pelo ramen (h™), assumindo valor de 0,05 h™".

Estimou-se o efeito de reple¢do ruminal da fragdo potencialmente degradavel da
FDN (b) pela equagdo: RRb (horas) = ( b / ( kd + kp)), em que: b = fragdo
potencialmente degradavel da FDN, como fracdo centensimal da FDN; kd = taxa de
degradacdo de b (h™"); kp = taxa de passagem do alimento pelo rimen, assumindo valor
de 0,05h™".

A digestibilidade intestinal verdadeira da protreina ndo-degradada no ramen (DI-
PNDR) foi avaliada pela técnica de trés estdgios desenvolvido por Calsamiglia & Stern
(1995), utilizando-se adaptagdes descritas por Marcondes (2007). Inicialmente, em
sacos de poliéster medindo 20x10 cm, com porosidade de 60 um, foram adicionados 6 g
de amostras de farelo de mamona e incubados no rimen de um bovino durante 16 horas.
ApoOs a incubagao ruminal, os sacos foram lavados em agua corrente € secos em estufa
de ventilag¢do for¢ada a 60°C durante 72 horas. Apds analise do teor de nitrogénio totol
dos residuos de incubagdo, foram pesados residuos contendo aproximadamente 15 mg
de NT (em média 316 mg de amostra) e adicionados em béqueres de 50 mL.
Posteriormente adicionou-se 10 mL de solugdo 0,1 N de HCI contendo 1 g/L de pepsina
(pH = 1,9) sendo entdo tampados com papel aluminio e incubados a 39°C sob agitagio
durante 1 hora. Decorrido esse tempo, foram adicionados 0,5 mL de solucao 1 N de
NaOH para neutralizagdo do pH e 13,5 mL de solucao de pancreatina (0,5 M de solucao

de KH,PO4, pH = 7,8) contendo 50 ppm de thymol, para prevenir o crescimento
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microbiano, ¢ 3 g/LL de pancreatina durante mais 24 horas. Ao final da digestdo, os
residuos foram imediatamente filtrados em papel de filtro, lavados com 200 mL de agua
destilada e digeridos em H,SO4 juntamente com o papel de filtro, sendo o nitrogénio
residual estimado pelo método Kjeldahl. A digestibilidade verdadeira intestinal da
PNDR (%) foi calculada conforme equacdo: PNDR (%) = ((quantidade de NT do
residuo incubado — quantidade de NT do residuo apds incubagdo com pepsina e
pancreatina) / quantidade de NT do residuo incubado) x 100.

Para verificar os efeitos dos tratamentos de destoxificacdo sobre a composicao
quimica, degradabilidade ruminal dos nutrientes ¢ DI-PNDR do FM, as observagdes
foram submetidas a analise de variancia e aplicados os seguintes contrastes: secagem
em estufa ventilada a 65° C (controle vs controle seco); destoxifica¢do (controle seco vs
destoxificacdo); método de destoxificacdo (alcalino vs térmico); fonte de agente alcalino
(hidroxido de calcio vs 6xido de célcio); dose de agente alcalino; interagdo entre fonte e
dose de agente alcalino; dose de agente alcalino (linear e quadratico); e tempo de
tratamento térmico (linear e quadratico). Em todos os procedimentos estatisticos

utilizou-se nivel de 0,05 de probabilidade para o erro tipo 1.

Resultados e Discussao

Eficacia de destoxificacdo da ricina

O resultado da anélise eletroforética para avaliagdo da destoxificagdo da ricina
do farelo de mamona submetido aos tratamentos alcalinos e térmicos encontra-se na
Figura 1 e a analise densitométrica nas Figura 2 e 3. As sub-unidades da ricina podem
ser identificadas com base na sua massa molecular. Neste sentido, pode-se observar no
gel (SDS-PAGE) uma sub-unidade com aproximadamente 35 KDa (sub-unidade A) e

outra com cerca de 29 KDa (sub-unidade B), com fung¢des biologicas distintas. Na
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analise densitométrica os picos de unidade de densidade indicadas pelas setas representam
as subunidades de ricina.

A sub-unidade A ¢ uma enzima que inativa irreversivelmente os ribossomos
eucaridticos pela remoc¢do de residuo adenina no RNA ribossomal 28 S, impedindo o
processo de alongamento da cadeia polipeptidica (Olsnes et al., 1974. Endo & Tsuguri,
1988). O principal resultado toxico ¢ a inibicdo da sintese protéica, mas outros
mecanismos como apoptose, lesdo de membrana celular ¢ aumento de mediadores
inflamatérios também sao descritos (Audi et al., 2005). A subunidade B ¢ uma lecitina
que se encontra ligada a subunidade A através de pontes dissulfeto, e permite a entrada
desta ultima, por endocitose, para o citossol. Assim, se for quebrada as ligagdes entre as
duas sub-unidades, as partes resultantes nao sao toxicas em células eucarioticas (Audi et
al., 2005).

Ribossomos ativos de organismos procarioticos foram considerados resistentes a
acdo da ricina nas formas intacta ou com as sub-unidades isoladas (Hass-Kohn, 1980;
Endo & Tsuguri, 1988), mas fragmentos polipeptidicos ativos (22 ¢ 18 KDa) obtidos
pela hidrélise de ricina por tripsina (Creppy et al., 1980) foram capazes de inibir em
94,5% a sintese protéica em sistemas de células livres de Escherichia coli (Hass-Kohn
et al,. 1980). Em adi¢do, em estudo de incubag¢do ruminal in vitro foi observado
aumento na taxa de crescimento microbiano quando proteinas soluveis de farelo de
mamona foram adicionadas ao meio de cultura (Olveira et al., 2008b). Desta forma,
apenas com a completa desnaturagdo da ricina garante-se a inibi¢ao dos efeitos toxicos

sobre 0s sistemas macrobiologicos e microbioldgicos.
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Controle com agua seco com agua seco Térmico (min)
“ VAN N
' N 123 kgf/cm
Ca(OH), (g/kg) CaO (g/Kg) 123°C

Figura 1 - Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para avalia¢do dos efeitos de tratamentos
alcalinos ou térmico do farelo de mamona (FM) no desaparecimento das
duas sub-unidades de ricina (A com 35 KDa e B com 29 KDa). MM =
marcador de massa molecular (14 a 66 KDa). Controle: controle (C) e
controle seco a temperatura de 65°C durante 8 horas (Cs); Alcalino: 20, 40 e
60 g de Ca(OH), ou CaO / kg de FM, diluidos ou ndo em agua; Térmico: 30,
60 e 90 minutos de autoclave (123 kgf/cm?, 123°C).
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Controle Controle seco

Ricina

20g de Ca(OH),/kg, em agua  40g de Ca(OH),/kg, em agua  60g de Ca(OH),/kg, em agua

20g de Ca(OH),/kg, seco 40g de Ca(OH),/kg, seco

20g de CaO/kg, em agua 40g de CaO /kg, em adgua 60g de CaO/kg, em agua

20g de CaO/kg, seco 40g de CaO /kg, seco

Figura 2 — Analise densitométrica de gel (SDS-PAGE) contendo proteinas soluveis em
tampao pH 3,8 de farelo de mamona submetido a trés doses de tratamento
alcalino e duas fontes de agente alcalino, diluidos ou ndo em agua. O eixo das
ordenadas representa unidade de densidade relativa e no eixo das abscissas as
fragdes protéicas expressas em unidade de massa molecular relativa (do maior
para o menor valor). Os picos entre as fracdes 0,3 e 0,4 representam as
subunidades de ricina.

60g de Ca(OH),/kg, seco

60g de CaO/kg, seco
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30 minutos 60 minutos 90 minutos

Figura 3 — Anadlise densitométrica de gel (SDS-PAGE) contendo proteinas soltiveis em
tampdo pH 3,8 de farelo de mamona submetido a trés tempos de tratamento
térmico (autoclave 1,23 kgf/em?® e 123°C). O eixo das ordenadas representa
unidade de densidade relativa e no eixo das abscissas as fragdes protéicas
expressas em unidade de massa molecular relativa (do maior para o menor
valor). Os picos entre as fragdes 0,3 e 0,4 representam as subunidades de
ricina.

Observa-se a presenga das duas sub-unidades da ricina e de outras proteinas
soluveis em tampao pH 3,8 no farelo de mamona sem tratamento, indicando que embora
o processo de extracdo do dleo por solvente seja capaz de destruir a toxina (Kim, 2001),
ainda apresenta residuos, necessitando de procedimentos para destoxificacao.

As diferencas na intensidade das sub-unidades de ricina no gel (SDS-PAGE) e dos
picos de unidade de densidade relativa entre os diferentes tratamentos ¢ reflexo das
diferengas na eficacia dos mesmos. Auséncias de visualizagdo das sub-unidades nos
tratamentos com 60 g de Ca(OH), ou CaO por kg de farelo de mamona, ambos diluidos
em 4gua, e com autoclave de 1,23 kg/em® (15 psi) por 90 minutos, indica eficicia
proxima a 100% de desnaturagdo da toxina (Anandan et al. 2005). Nos demais
tratamentos, em razao da visualizacdo das sub-unidades de ricina, a desnaturagdo nao
foi completa.

A desnaturagdo representa alteragcdes extremas na estrutura tridimensional de
uma proteina que ndo envolve quebra de ligagdes peptidicas, e quase sempre estd

associada a perda de funcdo. Com o tratamento alcalino, os valores de pH (12,5)
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superam o valor de ponto isoelétrico da ricina de 5,2 a 5,5 (Kabat et al., 1947), tornando
a carga liquida da proteina negativa, provocando repulsdo eletrostatica e rompimentos
de pontes de hidrogénio que mantém a estrutura tridimensional. O calor, por sua vez, ¢
reconhecidamente um dos principais fatores que afetam a integridade das interagdes
fracas que mantém a estrutura tridimensional de proteinas (Lehninger et al., 1995).

Além de perda da funcdo, grupos hidrofobicos sdo expostos durante a
desnaturacdo, resultando em diminuicdo da solubilidade da proteina em solucgdes
aquosas. Assim, o desaparecimento das sub-unidades de ricina indica auséncia de
solubilidade das mesmas ao tampao pH 3,8 (valor 6timo de extracdo da ricina, segundo
Waller & Negi (1958)), em razdo das mudangas para o estado desnaturado da toxina
quando submetida ao tratamento alcalino (60 g/kg) ou térmico (90 minutos).

Os teores médios de ricina no fareclo de mamona ¢ a eficacia de destoxificacgao
dos tratamentos alcalinos e térmicos encontram-se na Tabela 1. As equagdes de
regressao para os efeitos (P<0,05) de dose de agente alcalino, diluido ou ndo em agua, e
de tempo de exposi¢do em autoclave constam na Tabela 2. Os resultados da analise
quantitativa de ricina refletem os observados pela andlise eletroforética e
densitométrica. Verifica-se que procedimento de secagem em estufa ventilada a 65°C
durante 8 horas do farelo de mamona controle, etapa necessaria para armazenamento do
farelo tratado com Ca(OH); ou CaO diluidos em agua, ndo altera a concentragdo de
ricina. Desta forma, os efeitos dos tratamentos ocorreram exclusivamente pelo efeito do

tratamento alcalino.

101



Tabela 1 - Médias para o teor de ricina (mg/kg matéria seca) e para eficacia de
destoxificacdo (%), e estimativas do intervalo de confianca (IC) para a
eficacia de destoxificacdo do farelo de mamona submetido a diferentes
tratamentos de destoxificagdo

Item Ricina Eficacia de destoxificagao
(mg/kg de MS) (%)
Média + IC (W)ose,
Tratamentos
Controle
sem secar 831 -
seco 4 65°C em estufa ventilada 752 9,5 6,8
Alcalino
Ca(OH), diluido em agua (1:10)
20 g/kg 563 32,3 8,4
40 g/kg 369 55,6 21,0
60 g/kg 36 95,7* 5,6
Ca(OH), sem agua
20 g/kg 604 27,3 13,4
40 g/kg 557 33,0 22,0
60 g/kg 343 58,7 7,3
CaOdiluido em agua (1:10)
20 g/kg 531 36,1 22,8
40 g/kg 332 60,0 16,9
60 g/kg 45 94,6* 7,0
CaO sem agua
20 g/kg 607 26,9 10,7
40 g/kg 470 43,4 18,4
60 g/kg 366 56,0 13,9
Térmico (autoclave, 1,23 kgf/em?, 123°C)
30 minutos 701 15,7 5,2
60 minutos 447 46,2 15,4
90 minutos 77 90,7 3,6
Efeitos (valor-P)
Destoxificagdo (controle seco x destoxificagdo) * *
Alcalino x térmico ns ns
Fonte de agente alcalino (FA) ns ns
Dose de agente alcalino * *
FA x dose de agente alcalino ns ns
Dilui¢do em agua do agente alcalino * *
Dilui¢do em agua x FA ns ns
Dilui¢ao em agua x dose de agente alcalino * *
Dose FA em 4gua linear * *
quadratico ns ns
Dose FA sem agua linear * *
quadratico ns ns
Tempo em autoclave linear * *
quadratico ns ns
Coeficiente de variagdo (%) 28,66 23,47

*significativamente igual a 100% (P<0,05)
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Tabela 2 - Regressdes lineares significativas para o teor de ricina no farelo de mamona e
eficacia de destoxificagdo (ED) em fun¢do da dose de agente alcalino (AA)
(Ca(OHy) e/ou CaO) diluido ou ndo em agua (1:10) ou do tempo de
autoclavagem (123 kgf/cm® e 123°C)

Variavel (Y) Parametros da equacao R’
Ricina (mg/kg)
¥ =827,3914" - 12,8418  x Dose de AA diluido em 4gua (g/kg) 0,99
Y =804,2885"- 7,6091" x Dose de AA sem agua (g/kg) 0,97
¥ =891,1443" - 8,3826" x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,96
ED (%)
¥ =0,9695™ + 1,5383" x Dose de AA diluido em 4gua (g/kg) 0,99

¥ =3,6483™+0,9183" x Dose de AA sem 4gua (g/kg) 0,97
¥ =-7,3781™ + 1,0067" x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,96

* significativo (P<0,05). ™ n#o significativo (P>0,05)

A destoxificacdo, independente do tratamento (alcalino ou térmico) reduz
(P<0,05) a concentracao de ricina no farelo de mamona. Nao observou-se diferenca
entre fontes de agente alcalino (FA) indicando que o Ca(OH), pode ser substituido com
eficacia pelo CaO na destoxificacdo da ricina do farelo de mamona, pois em solugao, o
CaO converte-se em Ca(OH), Desta forma, permite-se redugdo nos custos de
destoxificacdo em razdo do menor pre¢o do CaO (70% do Ca(OH);) e minimizar riscos
de acidentes de trabalho devido ao menor poder corrosivo.

A eficacia de destoxificagao (ED) aumenta (P<0,05) linearmente com a dose de
FA em propor¢do 67,5% superior quando diluidos em agua, em relagdo ao uso do
agente quimico seco (1,5383 vs 0,9183). Desta forma, para potencializar o tratamento
alcalino do FM faz-se necessario a diluicdo em 4gua (10 partes de agua: 1 parte de
agente alcalinizante). A presenca da 4dgua em quantidades adequadas permite a
dissociacdo da base, liberando as moléculas de hidroxido, os quais resultam em

aumentos do pH da solucdo para niveis que permitem a desnaturacdo da toxina.
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Aumentos no tempo de exposi¢ao do FM ao tratamento térmico também proporciona
aumentos (P<0,05) lineares na ED da ricina.

Em suma, a analise quantitativa confirma avaliagdes qualitativas anteriores, em
que apenas os tratamentos Ca(OH), ou CaO, na dose de 60g/kg de FM, apresentam
eficacia de 100% (P<0,05) de destoxificacdo da ricina, enquanto o tratamento em
autoclave por 90 minutos a eficacia ¢ de 95% (P<0,05). Nos demais tratamentos, a
eficacia maxima (média + intervalo de confianga) foi de 76,9% (P<0,05) e, portanto, sdo
inadequados para destoxificar o farelo de mamona.

A partir das regressdes lineares estima-se que seja necessario 108,9 g de
Ca(OH), ou CaO, sem diluicdo em 4gua, para alcancar 100% de eficacia de
destoxificacdo. Esse valor supera em 81,5% a dose eficaz quando os agentes alcalinos
sdo diluidos em agua (1:10). Assim, apesar do inconveniente da secagem para o
armazenamento do FM submetido ao tratamento alcalino, ndo se recomenda o uso de
agentes alcalinos sem a diluicdo em agua por possiveis limitagdes nutricionais e
econdmicas.

Os resultados obtidos por Anandan et al. (2005), que observaram completo
desaparecimento das sub-unidades da ricina nos tratamentos do farelo de mamona com
Ca(OH), na dose de 40g/kg de farelo e com autoclave (15 psi) por 60 minutos, ndo
foram confirmados no presente trabalho. A concentracdo dessa proteina apresenta
variabilidade entre diferentes gendtipos, tendo sido detectados teores entre 1,9 a 16
mg/g em 263 acessos de um banco de germoplasma nos EUA oriundos de 36 paises
(Pinkerton et al., 1999). Assim, o maior teor de ricina obtido para o FM controle (831
mg/kg de MS) em relagdo do determinado por Anandan et al. (2005) (381 mg/kg), pode
explicar parte das diferengas. Porém salienta-se que o procedimento utilizado por

Anandan et al. (2005) para quantificacdo da ricina (purificacdo da ricina seguido por
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dosagem de proteina total) difere do utilizado no presente trabalho (analise
densitométrica de gel SDS-PAGE seguido dosagem de proteina total), o que pode
implicar diferencas nas estimativas de ricina (Wannemacher Jr. et al, 1992). A menor
pureza dos agentes alcalinos utilizados no presente trabalho (minimo de 88% o6xidos
totais) também pode ter contribuido para as diferencas nas resultados de eficacia de
destoxificacdo, apesar de ndo ter sido reportado por Anandan et al. (2005).
Considerando preg¢o aproximado do 6xido de calcio micropulverizado de R$
0,40/kg comercializado em varejos no municipio de Vigosa-MG (Agosto de 2008),
estima-se custos operacionais do tratamento alcalino, com 60g de CaO/kg de FM, de R$
24,0/tonelada de FM, inclusos apenas o custo de aquisicdo do produto alcalino. Esse
valor representa cerca de 6% do valor FOB (livre de frete e imposto) do farelo de
mamona comercializado como fertilizante organico no estado de Minas Gerais. Desta
forma, vislumbra-se o emprego deste processo de destoxificagdo nas proprias unidades
de extracdo de dleo de mamona de pequena escala e/ou nos sistemas de produgdo
animal, com importantes implicacdes econdmicas para as cadeias da agroenergia e da
produgdo animal. Todavia, estudos quanto a viabilidade operacional e econdmica sao

necessarios, notadamente, para seu uso em escala industrial.

Efeito sobre a composicdo quimica, degradabilidade ruminal e digestibilidade

intestinal da proteina ndo-degradada no ramen

Os efeitos da destoxificagdo por meio de tratamento alcalino ou térmico sobre a
composicdo quimica do FM estdo apresentados na Tabela 3. Os parametros das

regressoes significativas (P<0,05) estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 3 - Efeito da destoxificagdo do farelo de mamona por meio de tratamento alcalino ou térmico (autoclave 1,23 Kgf/em® e 123°C) sobre a composi¢io quimica

Tratamento para destoxificagdo

Alcalino — fonte (g/kg)

Térmico

Efeitos (Valor — P)*

Item' C011€13 tro Ca(OH), CaO (minutos) A FA Dose Tempo %Z)
20 40 60 20 40 60 30 60 90 D xT FA B L Q L Q
MS (%) 90,94 92,71 92,45 9143 92,64 92,09 91,82 90,17 89,89 89,95 ns ns ns ns ns ns ns 1,08
Cinzas' 8,58 10,72 12,30 14,71 10,42 12,79 14,63 8,10 8,83 8,88 * ns ns * ns ns ns 7,28
EE’ 2,83 2,90 2,92 2,94 2,94 2,92 2,99 2,88 2,89 2,78 ns ns ns ns ns ns ns ns 391
PB? 39,73 39,85 39,35 38,48 39,58 38,77 38,01 39,73 40,84 39,54 ns ns ns ns ns ns ns ns 3,70
NNP? 24,65 2792 2386 27,16 24,62 2786 28,26 25,15 2584 2529 ns ns ns ns ns ns ns ns 11,01
NIDN® 16,94 22,07 23,61 29,00 23,53 25,83 28,53 19,31 24,18 2825 * ns ns ns * ns * ns 15,52
NIDA® 6,15 5,82 6,11 6,03 6,03 6,17 6,03 6,26 6,34 589 ns ns ns ns ns ns ns ns 20,64
B;(NIDN -NIDA)? 10,78 16,26 17,50 2297 17,49 19,67 22,50 13,05 17,84 22,36 * ns ns ns * ns * ns 8,75
B, +B,’ 58,42 50,01 52,53 43,84 51,86 46,30 4321 55,54 49,99 4646 * ns ns ns * ns * ns 8,75
FDN? 51,93 54,12 55,69 57,53 53,72 54,80 5747 53,15 53,74 5594 % * ns ns * ns * ns 3,29
FDNCp2 4255 41,92 42,05 41,96 42,01 41,41 42,26 43,20 42,01 42,65 ns ns ns ns ns ns ns ns 3,20
CNFcp2 6,31 4,61 3,38 1,91 5,05 4,11 2,11 6,09 5,43 6,15 * * ns ns * ns ns ns 4542
FDA? 41,68 41,67 40,95 39,76 42,89 42,85 38,64 39,80 40,29 42,39 ns ns ns ns ns ns ns ns 8,12
LigninastO42 495 4,99 5,33 4,71 4,67 5,34 448 4,75 491 544 ns ns ns ns ns ns ns ns 13,15
Cutina’ 27,88 27,80 26,75 25,22 27,75 27,18 25,29 2696 26,54 2792 ns ns ns ns * ns ns ns 691
Lignina/FDNcp, % 11,64 11,90 12,67 11,23 11,13 12,90 10,60 11,00 11,69 12,76 ns ns ns ns ns ns ns ns 13,94
Cutina/FDNcp, % 65,53 66,31 63,61 60,11 66,05 65,64 59,84 62,42 63,19 6547 ns ns ns ns * ns ns ns 694

' MS = matéria seca; EE = extrato etéreo; PB = proteina bruta; NNP = nitrogénio ndo-protéico; NIDN = nitrogénio insoluvel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio
insoltvel em detergente acido; B; + B, = (NNP — NIDN); FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = FDN corrigido para cinza e proteina; CNDcp = carboidrato ndo-fibroso
corrigido para cinza e proteina; FDA = fibra em detergente acido. > expresso em % da matéria seca; ° expressos em % do nitrogénio total; * D = controle vs tratamento para
destoxificacdo; A x T = alcalino vs térmico; FA = fonte de agente alcalino, Ca(OH), vs CaO; FA x D = interag@o entre fonte e dose de agente alcalino; L = linear; Q =
quadratico; ns = ndo significativo (P>0,05), * = significativo (P<0,05). CV = coeficiente de variagdo.
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Tabela 4 - Regressoes lineares significativas (P<0,05) da composi¢do quimica do farelo de
mamona em fun¢do da dose de agente alcalino (Ca(OH), ou CaO) ou do tempo

de autoclavagem (1,23 kg/cm?)

Variavel (Y)' Equacao R*
Cinzas (% MS) Y =8,556"+0,1012" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,99
NIDN (% NT) ¥ =17,695 +0,1870" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,96
¥ =16,345"+0,1294" x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,98
B3 (% NT) ¥ =11,208" +0,1890" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,95
¥ =10,08"+0,1317 x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,98
B, + B, (% NT) ¥ =57,378" - 0,2060" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,78
¥ =58,814 —0,1380" x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,99
FDN (% MS) ¥ =51,940" +0,0902" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,99
¥ =51,795" +0,0422" x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,94
CNFcp (% MS) ¥ =6,3215"-0,0699" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,99
Cutina (% MS) ¥ =28,272" - 0,0434" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,85
Cutina/FDNcp (%) Y =66,869 —0,0917 x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,71

"NIDN = nitrogénio insolivel em detergente 4cido; B; = (NIDN — nitrogénio insolivel em detergente acido);
B, + B, = (nitrogénio ndo-protéico — NIDN); FDN = fibra em detergente neutro; CNFcp = carboidrato nio-
fibroso corrigido para cinza e proteina.* significativo (P<0,05).

A destoxificacdo apresenta efeito (P<0,05) somente sobre os teores de cinzas,
nitrogénio insoluvel em detergente neutro (NIDN), fracdes B3 (NIDN — NIDA) e B1+B2
(NT — (NNP + NIDN) da proteina, fibra em detergente neutro (FDN) e carboidratos ndo
fibrosos corrigidos para cinza e proteina (CNFcp). Como esperado, a destoxificacdo do FM
aumenta (P<0,05) o teor de cinzas em razdo da adi¢do de minerais no tratamento quimico,
observando-se aumento (P<0,05) de 1,012 unidades percentuais de cinzas (%MS) para
cada aumento de 10g Ca(OH), ou CaO/kg de FM.

Aumentos (P<0,05) na fragdo NIDN apresentam-se como principal alteragdo na
composi¢ao quimica do FM submetido a destoxificagdo. Observam-se aumentos (P<0,05)
de 1,187 de NIDN (% do NT) para cada aumento de 10g Ca(OH), ou CaO/kg de FM e

1,294 de NIDN (% do NT) para cada aumento de 10 minuto de autoclavagem (1,23
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kg/cm®), sem haver diferencas entre os métodos. Salienta-se que o FM controle
permaneceu em estufa a 65°C durante 0 mesmo tempo que o FM submetido ao tratamento
quimico e, portanto, o processo de secagem em estufa ventilada ndo interferiu nos
resultados.

A fragdo NIDN representa os compostos nitrogenados associados a carboidratos e
lignina da parede celular. Apesar da elevada temperatura (123°C) que o FM foi submetido
no tratamento térmico, em razao da baixa umidade (<11%) do FM nao houve efeito sobre a
fragdo de nitrogénio insolivel em meio acido (NIDA), fragdo esta associada a lignina e
considerada de baixa disponivel aos microrganismos ruminais e de baixa digestibilidade
intestinal (Van Soest, 1994; Detmann et al., 2006; Henriques et al., 2007). Estes resultados
indicam que as proteinas verdadeiras soliveis do FM ao serem desnaturadas por
tratamentos alcalinos ou fisicos (Figura 1) tornaram-se insoluveis em meio neutro,
aumentando-se (P<0,05) a fracdo B; (NIDN-NIDA), de menor degradabilidade ruminal,
em detrimento (P<0,05) da fragdo B; + B,, de mais rapida degradacdo (Sniffen et al.,
1992).

O teor de FDN aumenta (P<0,05) em 0,902 e 0,422 unidades percentuais (%MS)
para cada aumento de 10g Ca(OH), ou CaO /kg de FM e de 10 minutos de autoclavagem
(1,23 kg/em?). Além disso, o teor de FDN do FM submetido ao tratamento quimico ¢
maior (P<0,05) que o tratamento térmico. A auséncia de efeitos sobre o teor de FDN
corrigido para cinzas e proteinas (FDNcp) indica que o aumento (P<0,05) no teor de FDN
ocorreu por contaminagdes provocadas pelo aumento (P<0,05) nas cinzas ¢ NIDN. A
contaminagdo tanto por cinzas quanto por NIDN do tratamento quimico explica o maior
(P<0,05) valor de FDN em relagdo ao tratamento térmico, o qual apresenta efeito (P<0,05)

somente sobre a fragdo de NIDN.
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Nota-se que o tratamento alcalino térmico nao alterou o teor de FDNcp e de lignina
do FM. Em diversos estudos foram demonstrados que tratamentos alcalinos € com pressao
(acima de 4 kgf/cm?) de materiais ricos em parede celular lignificadas removem ligacdes
tipo ésteres entre lignina e hemicelulose, tornando a hemicelulose e parte da lignina solavel
em meio neutro. Todavia, a eficacia dos tratamentos depende da presenca de ligagdes tipo
ésteres entre carboidratos e lignina, as quais s3o minoritarias em dicotiledoneas (Fahey et
al., 1993; Van Soest, 1994). Desta forma, a baixa presenga de interagdes carboidratos-
lignina do tipo ésteres na parede celular do FM, possivelmente apresenta-se como um dos
fatores que explica a auséncia de efeitos dos tratamentos alcalino e térmicos sobre a fragdo
lignina e FDNcp.

Observa-se redugdes (P<0,05) lineares no teor de CNFcp com aumento na dose de
agente alcalino, independente da fonte. Como essa fra¢do ¢ determinada por diferenca (100
— (PB + EE + Cinzas + FDNc¢p)), as modifica¢des ocorreram devido ao aumento no teor de
cinzas e ndo por alteragdes na composi¢do dos CNFcp, a semelhanga do observado para
FDN.

Todavia, verifica-se que os teor de cutina (% MS) bem como sua participagdo na
FDNcp reduzem (P<0,05) em 0,434 ¢ 0,917 unidades percentuais para cada aumento de 10
g de Ca(OH), ou CaO/kg de FM. A participagdo majoritaria da cutina na FDN do FM
(63,82% da FDN) indica elevada presenca de casca da semente de mamona (Van Soest,
1994). A cutina ¢ principal fracdo ndo fenolica da lignina bruta, composta por polimeros de
ésteres de hidroxi-acidos graxos de cadeia longa e alcoois, presente na epiderme de tecidos
de plantas, conferindo protecdo superficial as mesmas. Embora ndo forma ligagcdes com
carboidratos, por ser indigestivel, apresenta-se como barreira a entrada de microrganismos

ruminais reduzindo a extensao da digestdo (Van Soest, 1994). Apesar de modesta (maximo
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de 2,6 unidades percentuais na dose 60 g/kg), a redugdes no teor de cutina ¢ indicativo de
rompimento de parte das ligacdes tipo ésteres entre os polimeros, por saponificacao,
solubilizando-os (Van Soest, 1994).

Apesar da cutina apresentar caracteristicas que a diferem da fracdo lignina, sua
separagdo ndo ¢ rotineiramente adotada nas analises de alimentos para ruminantes, o que
pode ampliar os erros de predi¢do dos efeitos da lignina sobre os processos de digestdo e
passagem da fracdo insolivel em detergente neutro, notadamente em alimentos a base de
cascas de cereais e de oleaginosas (Van Soest, 1994).

Na Tabela 5 sdo apresentados os efeitos da destoxificagdo do FM por meio de
tratamento alcalino ou térmico sobre os parametros de cindtica de degradagdo ruminal da
PB, FDN e MS, por meio de incubagdo in sSitu e, sobre a digestibilidade verdadeira
intestinal in vitro da proteina ndo-degradada no rimen. Na Tabela 6 estdo descritas as
regressdes significativas para efeito da dose de agente alcalino ou tempo de autoclave
sobre os parametros de cinética de degradacdo ruminal da PB, FDN e MS. Observa-se que
a destoxificacdo ndo afeta as estimativas das fragdes soltivel (a) e insoltivel potencialmente
degradavel (b) da PB do FM, mas reduz (P<0,05) a taxa de degradagdo da fracdo b em
ambos os métodos, sem haver diferengas entre os mesmos. Nao houve efeito de interacao
entre fonte e dose de agente alcalino para todos os pardmetros, porém a taxa de degradagao
e consequentemente a fracdo efetivamente degradada no rumen da PB (DEPB) reduzem
(P<0,05) em 0,004 unidades percentuais/hora e 1,587 unidades percentuais para cada
aumento de 10g de Ca(OH), ou CaO/kg de FM. O aumento no tempo de tratamento
térmico exerceu o mesmo efeito, sendo observado reducdes (P<0,05) de 0,002 unidades
percentuais/hora e 1,206 unidades percentuais para cada aumento de 10 minutos no tempo

de autoclave (1,23 kgf/em? e 123°C).
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Tabela 5 - Efeito da destoxificagdo do farelo de mamona por meio de tratamento alcalino ou térmico sobre os parametros de cinética de degradacdo ruminal da matéria seca
(MS), proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN) obtidos por meio de incubaga in situ, e sobre a digestibilidade intestinal verdadeira da proteina ndo
degradavel no rimen in vitro (DI-PNDR)

Tratamento para destoxificagdo

Alcalino - fonte (g/kg)

Térmico

Efeitos (Valor — P)

Item' Colr; tro Ca(OH), CaO (minutos) A FA Dose Tempo %Z)
20 40 60 20 40 60 30 60 90 P xr FA L Q L Q
PB
a, % 24,52 25,55 29,23 21,56 27,36 26,79 26,77 24,19 20,56 22,56 ns ns ns ns ns ns ns ns 1645
b, % 66,45 6793 62,88 67,72 61,48 63,96 61,53 68,04 68,64 67,70 ns ns ns ns ns ns ns ns 859
Kd,h! 0,0536 0,0406 0,0344 0,0336 0,0435 0,0359 0,0308 0,0449 0,0428 10,0314 * ns ns ns * ns * ns 21,67
DE % 5890 5583 54,86 48,78 5596 53,52 50,22 56,38 52,22 48,68 * ns ns ns * ns * ns 5,23
f/)ol "PNDR, 6530 6896 67,73 6459 6772 63,08 6299 6560 6560 6736 ns ns ms ns ns  ns  ns ns 7,12
FDN
b, % 32,64 33,15 32,90 32,04 35,53 34,12 32,38 33,05 35,30 33,07 ns ns ns ns ns ns ns ns 483
L %' 67,36 66,85 67,10 67,96 64,47 65,88 67,62 66,95 64,70 66,93 ns ns ns ns ns ns ns ns 243
Kd, h! 0,0461 0,0522 0,0542 0,0571 0,0463 0,0517 0,0577 0,0458 0,0477 0,0473 ns ns ns ns ns ns ns ns 18,27
L ,h 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 ns ns ns ns ns ns ns ns 10,79
DE, % 15,66 16,93 17,11 17,08 17,08 17,35 17,35 15,80 17,23 16,08 ns ns ns ns ns ns ns ns 0,605
RRb, h 3,40 3,24 3,16 2,99 3,69 3,35 3,01 3,45 3,61 340 ns ns ns  ns * ns ns ns 11,15
MS
a, % 19,24 21,44 19,58 17,80 20,76 19,11 19,85 18,75 15,43 18,01 ns ns ns * ns ns ns ns 14,01
b, % 36,89 40,36 41,24 41,55 39,60 39,80 38,49 39,06 40,66 3945 ns ns ns ns ns ns ns ns 16,36
Kd, h! 0,0531 0,0334 0,0512 0,0368 0,0426 10,0496 0,0350 0,0476 0,0499 0,0401 ns ns ns ns ns ns ns ns 42,58
DE % 3824 37,53 37,1 35,42 3898 3893 3570 37,80 3574 3557 @ * ns ns ns * ns * ns 3,99

Va = fragdo solavel, b = fragdo insolivel potencialmente degradavel no ramen, I = fragio indegradavel no rimen; kd = taxa de degradagdo da fragdo b, I = laténcia discreta;
DE = fragio efetivamente degradada considerando taxa de passagem (kp) de 0,05; RRb = efeito de replegdo ruminal da fragiio b da FDN, em horas = ((b/100)/(kd+0,05)).”D =
controle vs tratamento para destoxifica¢do; A x T = alcalino vs térmico; FA = fonte de agente alcalino, Ca(OH), vs CaO; FA x D =interagdo entre fonte e dose de agente
alcalino; L = linear; Q = quadratico; Ns = ndo significativo (P>0,05), * = significativo (P<0,05). CV = coeficiente de variaco.
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Tabela 6 - Regressdes lineares significativas dos parametros de cinética de degradacao
ruminal in Situ da proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN) e matéria
seca (MS) do farelo de mamona em funcdo da dose de agente alcalino (Ca(OH,)

e/ou CaO) ou do tempo de autoclavagem (15 psi)

Variavel (Y)' Equagao R’
PB
Kd, h! ¥ =0,0514"— 0,0004" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,9321
¥ =0,0535"—0,0002" x Tempo de autoclavagem (minutos) 0,9416
DE, % ¥ =59,1545" —0,1587 x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,9781
Y= 59,3010* - 0,1206* x Tempo de autoclavagem (minutos)  0,9934
FDN
RRb, h ¥ =3,5469" — 0,0078" x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,8740
MS
DE, % Y= 38,7855* - 0,0506* x Dose de agente alcalino (g/kg) 0,7773

¥ =38,3931" - 0,0429" x Tempo de autoclavagem (minutos)  0,9211

"*d = taxa de degradagdo da fragdo potencialmente degradavel; DE = fracdo efetivamente degradada no rimen,
considerando taxa de passagem (kp) de 0,05; RRb = efeito de reple¢do ruminal da fragdo b da FDN.
* significativo a 5%.

Redugdes na degradabilidade ruminal de farelos de oleaginosas submetidos a
tratamentos térmicos e alcalinos também foram descritos (NRC, 2001). O mecanismo de
protecdo ruminal promovido por tratamentos térmicos envolve principalmente formacdes de
interacdes aminoacidos-carboidratos (reacdo de Maillard), aminoacidos-aminoacidos e
desnaturacdo. Em tratamentos alcalinos a desnaturagdo das proteinas ¢ considerado o
principal mecanismo de protecdo ruminal (Broderick et al., 1991). A auséncia de efeito dos
tratamentos alcalino ou térmico sobre a fragdo NIDA (Tabela 3) indica a nao ocorréncia de
reacdes aminoacidos-carboidratos. Em adi¢do, o desaparecimento das proteinas soliveis em
pH com a destoxificagdo do FM (Figura 1), sugere que a desnaturagdo das proteinas foi o
principal fator responsavel pela reducdo (P<0,05) na taxa de degradacdo da fragdo
potencialmente degraddvel da PB, com a destoxificacdo do FM, independente do método

(alcalino ou térmico).
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Com a quebra de interacdes nao covalentes que mantém as estruturas secundaria
e tercidrias de proteinas (desnaturacao), grupos hidrofobicos sdo expostos, resultando na
diminui¢do da solubilidade da proteina em solugdes aquosas. A solubilidade da
proteina, por sua vez, ¢ um dos fatores chaves para iniciar a atividade proteolitica, pois
favorece os mecanismos de adesdo da proteina alimentar a superficie bacteriana, sendo
utilizada mais como indice de taxa do que de extensdo de proteolise (Owens & Zinn,
1988; Bach et al., 2005). Desta forma, a desnatura¢ao das proteinas soliveis promovida
pelo tratamento alcalino e térmico resultou em reducdo na solubilidade e, por
conseguinte, na taxa de degradagdo ruminal, mas sem afetar a fracdo potencialmente
degradada da PB (fragdo A + B) do FM.

Conforme discutido anteriormente, a destoxificacdo do FM causou aumento na
fragdo B; (NIDN-NIDA), de mais lenta degradac¢do, em detrimento da fracdo B, + B,,
de mais rapida degradagdo (Tabela 3). Este comportamento pode ser melhor visualizado
na Figura 4, onde observa-se na curva de desaparecimento ruminal da PB, duas fragdes
distintas da fracdo B, uma mais rapidamente degradada (até 4 horas) e outra fragao mais
lentamente degradada. Verificam-se nas maiores doses de agente alcalino e nos maiores
tempos de autoclave, redugdes na fragdo mais rapidamente degradada e aumento na
fragdo lentamente degradada, em relacdo ao tratamento controle, mas sem afetar a
extensao da degradacdo. Este comportamento reforga os argumentos anteriormente
apresentados que a destoxificagdo do FM com tratamento alcalino ou térmico nao afeta
a extensao (fragdo a + b), mas a efetividade da degradacao ruminal devido as mudancas

na composic¢do da fracdo potencialmente degradavel da PB.
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Figura 4 — Perfil médio de desaparecimento cumulativo ruminal in situ da proteina bruta
(PB) do farelo de mamona tratado com diferentes doses de Ca(OH), ou CaO
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A degradacdo de proteina dietética no rumen constitui evento chave para
disponibilizagdo de compostos nitrogenados essenciais para a microbiota ruminal, fonte
majoritaria de aminoacidos essenciais absorvidos no intestino delgado em animais
ruminantes. Considerando a deficiéncia de aminoacidos essenciais do farelo de mamona
(principalmente lisina, metionina e histidina) em relagdo a proteina de origem
microbiana ruminal, a reducdo (P<0,05) na degradabilidade ruminal in situ com a
destoxificagdo do farelo de mamona, por si, poderd reduzir o suprimento de
aminoacidos essenciais limitantes no intestino delgado afetando o desempenho animal
(NRC, 2001; Valadares Filho et al., 2006).

Todavia, salienta-se que avaliagdes in situ refletem as caracteristicas intrinsecas
do alimento, os quais determinam sua potencialidade. A expressdo efetiva da
disponibilidade in vivo dos nutrientes no alimento, por sua vez, depende da acdo dos
sistemas enzimaticos (Detmann et al., 2008). Sob estes pressupostos, o aumento na
atividade dos sistemas enzimaticos microbianos ¢ animal por reducdo dos efeitos
inibitdrios da ricina sobre a sintese protéica (Hass-Kohn et al., 1980; Endo & Tsurugi,
1988; Olveira et al., 2008a,b), apresenta-se como fator compensatorio da queda
(P<0,05) na potencialidade da degradagao ruminal da PB com a destoxifica¢ao do farelo
de mamona.

As auséncias de efeitos sobre a extensdo de degradagdo ruminal e digestibilidade
intestinal verdadeira in vitro da proteina ndo-degradada no ramen (DIV-PNDR) sio
esperados, em razdo da auséncia de efeito na fragdo NIDA (Tabela 3). A fracio NIDA
por apresentar baixa degradacdo ruminal e baixa digestibilidade intestinal ¢ adotada
como indicador da indegradabilidade ruminal e indigestibilidade intestinal da proteina
dietética (Van Soest, 1994; NRC, 2001; Detmann et al., 2006; Henriques et al., 2007,

Detmann et al., 2008).
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Os métodos de destoxificagdo ndo afetam os parametros de cinética de
degradagao ruminal in situ da FDN. Apesar de ndo haver diferengas significativas para a
taxa de degradacdo ruminal (kd) da fragdo potencialmente degradavel da FDN (b), em
termos absolutos, observou-se aumento médio 24,5% na dose de 60 g de agente
alcalino/kg de FM em relacdo ao controle.

O incremento obtido sobre a taxa de degtradacdo ruminal da fragdo
potencialmente degraddvel da FDN com os tratamentos alcalinos do FM pode ser
melhor visualizado por internédio da Figura 5, onde se verifica maior velocidade de
utilizagdo do substrato (FDN) nas maiores doses de agente alcalino sem, contudo, afetar
os residuos ndo degradados (extensdao da degradagdo). O aumento no valor absoluto da
kd, por sua vez, promoveu redugdes (P<0,05) lineares do efeito reple¢do ruminal da
FDN potencialmente degradavel (RRb) com aumento da dose de agente alcalino.

O efeito de replecdo ruminal, em suma, representa o tempo que a fibra
permanece ocupando espaco no rumen, com implicagdes negativas sobre o consumo
(Van Soest, 1994). Em adi¢do, conforme abordado por Costa et al., (2008), os processos
de transito e passagem ruminal sdo interligados e, neste sentido, incrementos na taxa de
degradagdo propicia ampliagdes sobre a taxa de passagem ruminal, indicando que os
efeitos sobre a replegdo ruminal seriam mais proeminentes in vivo do que aqueles
observados in situ ou in vitro.

O maior valor absoluto para taxa de degradagdo ruminal da fragdo
potencialmente degradavel da FDN pode estar relacionado aos efeitos do tratamento
alcalino sobre o rompimento de ligagdes ésteres entre os polimeros de cutina (Van
Soest, 1994), reduzindo seu efeito de barreira fisica e, consequentemente, aumentando-
se a exposicao da fragdo potencialmente degradavel da FDN a acdo microbiana. Relatos

de aumentos na degradacdo ruminal da FDN de materiais ricos em lignina submetidos a
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pressao foram verificados, mas com pressdo quatro vezes superior a utilizada no
presente trabalho (Garcia & Pires, 1998), o que pode explicar as auséncias de efeito do
tratamento térmico nos parametros de cinética de degradagao da FDN.

A cinética de degradacdo ruminal da MS ¢ reflexo do comportamento das
fracdes de nutrientes que os compdem (Figura 6). Neste sentido, as redugdes (P<0,05)
lineares na degradabilidade ruminal efetiva com aumento da dose de agente alcalino ou

no tempo de autoclave, sdo reflexos dos efeitos sobre a degradabilidade da PB.

117



100 Ca(OH)2

—a&— Controle
95 —a—20g/kg

—x— 40g/kg
90 —x— 60g/kg

Residuo (% FDN incubado)

60 T T T T T T T T T !
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo de incubagéo (horas)
100 CaO —e— Controle
—a—20g/Kg
9 —x—40g/Kg
90 —x— 60g/Kg

o0
v
I

Residuo (% FDN incubado)
[o.)
(=1}

75 A

70 -

65 -

60 T T T T T T . . . )

0 24 43 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo de incubagio (horas)
100 —e— Controle
Autoclave

—&— 30 minutos

% —»— 60 minutos
—%— 90 minutos

O
(=}
1

o0
W
I

Residuo (% FDN incubado)
~ o)
W f=}
L L

=
(=]
1

N
O
1

D
(=]

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo de incubagao (horas)
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Conclusdes

O tratamento térmico com autoclave a 1,23 kg/em® (15 psi) durante 90 minutos,
ou o tratamento alcalino com hidréxido de célcio ou 6xido de célcio, diluidos em agua
(1:10), na dose de 60 g/kg de farelo, mostram-se eficazes em desnaturar a ricina.

O tratamento térmico ou alcalino do farelo de mamona reduz a degradabilidade
ruminal in situ da proteina bruta e da matéria seca, mas ndo afeta a digestibilidade
intestinal da proteina ndo-degradavel no rimen e a degradabilidade ruminal in situ da
FDN. Todavia, o tratamento alcalino reduz o efeito de replecdo ruminal da FDN
potencialmente degradavel e, portanto, apresenta maior potencial de melhoria no valor

nutritivo do farelo de mamona em relag¢do ao tratamento térmico.
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Desempenho produtivo e eficiéncia de utilizacdo de nutrientes em vacas leiteiras

alimentadas com farelo de girassol

RESUMO - Avaliou-se o efeito de quatro niveis de inclusdo de farelo de
girassol (FG) na dieta (0, 7, 14 e 21%, base da MS) de vacas leiteiras com producdo de
30 kg/dia sobre o desempenho produtivo e a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes.
Utilizou-se 12 vacas da raga Holandesa distribuidas em trés quadrados latinos 4x4. As
dietas foram isonitrogenadas (16,2% de PB, base MS) contendo 55% de silagem de
milho, na base da MS. O FG substituiu a mistura contendo 53,57% de farelo de soja e
47,37% de farelo de trigo, na base da MS (FS:FT). Adotou-se o teste de Williams como
procedimento de comparagdes de médias. O FG apresentou maior valor absoluto para
degradabilidade ruminal efetiva in situ da PB em relagdo a mistura FS:FT (68,68 vs
62,92%). Os consumos dos nutrientes nao foram afetados pelo FG, exceto o de EE que
reduziu (P< 0,05) a partir de 7% de FG e da FDN que aumentou (P<0,05) a partir de
21% FG. Os coeficientes de digestibilidade da MS, MO e CT, e o teor NDT reduziram
(P<0,05) a partir de 21% de FG. Os consumos de MS, EE, CT, CNF digestiveis, bem
como o consumo de NDT reduziram (P<0,05) a partir do nivel de 7% de FG. A
composi¢ao do leite ndo foi afetada pelo FG, mas a producgao de leite (PL), producao de
lactose e extrato seco total reduziram (P<0,05) a partir de 21% FG. A PL corrigida para
3,5% de gordura, a producdo de gordura, proteina e extrato seco desengordurado, ¢ a
eficiéncia de conversdo do N dietético em N secretado no leite (EUNIleite) reduziram
(P<0,05) a partir de 14% de FG. O nivel de FG ndo afetou a sintese de proteina
microbiana ruminal (estimada por meio da excrecdo urindria e secre¢do no leite de
derivados de purinas) e a eficiéncia de utilizagdo dos substratos energéticos, mas
reduziu (P<0,05) a eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio (N) disponivel para sintese de
nitrogénio microbiano (ECNd) a partir de 21% de FG. Nao houve efeito sobre a
excrecdo de N urindrio. Em razdo das reducdes (P<0,05) na ECNd e EUNleite, a partir
de 21% de FG elevou-se o valor absoluto de perdas de N na urina e nas fezes. O FG
pode ser incluido em até 14% em dietas de vacas leiteiras com producao de 30 kg/dia,
sem afetar a producdo de leite, a composi¢ao do leite e as eficiéncias de utilizacao dos
componentes nitrogenados e energéticos da dieta.

Palavras-chave: consumo, co-produto, digestibilidade, Helianthus annuus L.,

metabolismo de nitrogénio, producao de leite
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Productive performance and nutrients utilization efficiency of dairy cows fed with

sunflower meal

ABSTRACT - It was evaluated the effect of four sunflower meal (SFM) levels
in the diet (0, 7, 14 and 21%, DM basis) of dairy cows with 30 kg.day™ production on
the productive performance na nutrients utilization efficiency. Twelve Holstein breed
cows were distributed in three 4x4 Latin squares. The diets were isoprotein (16.2% CP,
DM basis), containing 55% corn silage, DM basis. The SFM substituted the mixture
containing 53.57% of soybean meal and 47.37% of wheat meal, DM basis (FS:FT).
Williams test was adopted as the average comparison procedure. The SFM presented
greater absolute value for CP in situ ruminal effective degradability relative to FS:FT
mixture (68.68 vs 62.92%). The nutrients intake was not affected by SFM, except that
of EE, which reduced (P<0.05) from 7% of SFM, and of NDF, which increased
(P<0.05) from 21% of SFM. The DM, OM and TC digestibility coefficients, and the
TDN content reduced (P<0.05) from 21% of SFM. The DM, EE, TC, digestible NFC, as
well as TDN intake reduced (P<0.05) from 7% of SFM. Milk composition was not
affected by SFM, but milk production (PL), lactose and total solids production reduced
(P<0.05) from 21% of SFM. The 3.5% fat corrected PL, fat, protein and solids non-fat
production, and the conversion efficiency of dietetic N into milk secreted N (EUNmilk)
reduced (P<0.05) from 14% of SFM. The level of SFM did not affect rumen microbial
protein (estimated by the derivatives in purine urinary excretion and secretion of milk)
and energetic substrates utilization efficiency, but reduced (P<0.05) the degradable
nitrogen (N) utilization efficiency for microbial N synthesis (NUEd) from 21% of
SFM.There was no effect on the N urinary excretion. Because of the ECNd and EUN
milk reductions (P<0.05), from 21% of SFM the urine and feces N losses absolute value
increased. The SFM can be included in up to 14% in diets of dairy cows with
production of 30 kg/day, without affecting the milk production, milk composition and
the efficiencies of using nitrogen and energy components of the diet.

Key Words: intake, co-products, digestibility, Helianthus annuus L., nitrogen

metabolism, milk production
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Introducéo

A cultura do girassol (Helianthus annuus L.) constitui importante fonte de 6leo
vegetal com alto valor nutricional para o consumo humano. Estimativas oficiais
demonstraram que, apds as culturas da palma, soja e canola, o girassol ¢ a principal
fonte de 6leo vegetal no mundo, respondendo por 7,9% da produgdo no ano de
2007/2008 (USDA, 2008). No Brasil, o girassol apresenta menor expressao,
respondendo por apenas 0,2% da producdo de sementes de oleaginosas na safra
2007/2008, inferior a soja, algoddao, dendé, amendoim ¢ mamona (CONAB, 2008;
MAPA, 2008).

Com a perspectiva de crescimento do uso de 6leos vegetais para producao de
biodiesel vislumbram-se ampliagdes na producdo de girassol. Em estudos sobre a
viabilidade econdmica e de logistica, avaliando-se diversas oleaginosas com tecnologias
de produgdo conhecidas, indicou-se o girassol como uma das opg¢des para produgdo
integrada de biodiesel no Brasil (Barros et al., 2006; Negrello, 2008).

A semente de girassol contém entre 35 a 45% de extrato etéreo e 25 a 30% de
casca (Finn et al., 1985; Economides, 1998; NRC, 2001). Durante o processo de
extragdo de oleo obtem-se farelos protéicos com teor de proteina bruta (PB) entre 28 a
50%, na base da MS (Anderson, 2002), cujo valor nutritivo depende da cultivar, do
processo de extragdo do o6leo e do grau de decorticagdo (Hesley, 1994; Canibe et al.,
1999). O processo de extragdo de 6leo por solventes resulta em farelos com menor teor
de extrato etéreo e maior teor protéico em relacdo aos processos mecanicos. A casca da
semente de girassol contém baixo teor de PB (5%, base da MS), altos teores de fibra em
detergente neutro (73,5%, base da MS) e de lignina (26,5%, base da MS) (Arija et al.,
1998). Desta forma, o grau de decorticacdo apresenta-se como principal fator de

variagdo no valor nutritivo do FG.
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Em estudos sobre cinética de degradagao ruminal observou-se maior degradacao
ruminal da PB do FG (entre 29 a 40% de PB, base da MS) em relacao ao farelo de soja,
farelo de algodao, farelo de amendoim e farelo de canola (Erasmus et al., 1994; Branco
et al., 2006; Rodriguez et al., 2008), mas menor degradacao da MS em relagdo ao farelo
de soja devido a presenga de casca (Rodrigues et al., 2008). Em pesquisas in vitro
demonstrou-se que a fragdo protéica ndo-degradada no ramen do FG (29% de PB, base
da MS) apresenta alta digestibilidade intestinal (Branco et al., 2006). Analises do perfil
de aminodacidos essenciais indicaram semelhangas do FG (28% de PB e 40% de FDN,
base da MS) ao farelo de soja, exceto para o menor teor de lisina e maior de metionina
(NRC, 2001).

Em pesquisas realizadas nos EUA e no Brasil demonstrou-se a viabilidade da
inclusao em até¢ 11% de FG (37% de PB e 2% de EE, base MS) ou 15% de torta de
girassol (25% de EE, base MS) na dieta, em substitui¢do ao farelo de soja e milho grao,
para vacas leiteiras com producao abaixo de 20 kg/dia (Schingoethe et al., 1977; Silva et
al., 2005). Todavia, os mesmos estudos foram insuficientes para elaborar
recomendacdes de niveis adequados de FG em dietas para vacas de maior potencial de
produgdo de leite, como também para avaliar efeito de niveis mais elevados de FG sobre
o desempenho produtivo ¢ a eficiéncia de utilizagdo de nutrientes.

Desta forma, propde-se avaliar o efeito de quatro niveis de FG (0, 7, 14 ¢ 21%,
base da MS) na dieta sobre o desempenho produtivo e eficiéncia de utilizacdo dos

nutrientes de vacas leiteiras de alta produgao.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em
Gado de Leite do Departamento de Zootecnia, na Universidade Federal de Vicosa
(UFV), durante o periodo de agosto a novembro de 2007.

Foram utilizadas 12 vacas da raca Holandesa, puras e mesticas, com produgdo de
leite inicial média de 30,8+4,0 kg/dia, distribuidas em trés quadrados latinos 4X4,
balanceados de acordo com o periodo de lactagdo. Os animais do 1°, 2° ¢ 3° quadrado
latino inciaram no experimento, em média, com 95, 118 e 171 dias de lactacdo, sendo
que todas as vacas apresentaram no final do experimento menos de 150 dias de
gestacao.

O experimento foi constituido por quatro periodos, com durac¢do de 21 dias cada
um, sendo os 14 primeiros dias de adaptacdo as dietas e os demais para coleta de dados.
Os animais foram alimentados com quatro dietas experimentais referentes a quatro
niveis de inclusdo do farelo de girassol (FG) na dieta: 0, 7, 14 e 21%, base da matéria
seca (MS), em substituicdo a mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 47,37% de
farelo de trigo, base da MS (FS:FT). As dietas foram formuladas para serem
isonitrogenadas contendo 15,8% de proteina bruta (PB), de forma a atender as
exigéncias nutricionais de uma vaca com 640 kg de peso corporal, produzindo 30 kg/dia
de leite com 3,5% de gordura (NRC, 2001). A silagem de milho foi utilizada como
fonte exclusiva de volumoso, representando 55% da dieta, base da MS. O FG foi
adquirido de agroindustria, obtido ap6s processo de extragdo de dleo das sementes por
solvente orgéanico, sendo parcialmente decorticado. Apds analise prévia do teor de PB
dos alimentos, a propor¢do dos mesmos nas dietas experimentais foi elaborada
conforme descrito na Tabela 1. A mistura de microminerais foi balanceada para atender

100% das exigéncias nutricionais, segundo o NRC (2001).
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Tabela 1 — Propor¢ao de ingredientes das dietas experimentais (base da MS)

Nivel de farelo de girassol na dieta (% da MS)'

Ingredientes
0 7 14 21

Silagem de milho 55,00 55,00 55,00 55,00
Milho grao moido 21,10 21,10 21,10 21,10
Farelo de soja 11,25 7,50 3,75

Farelo de trigo 9,75 6,50 3,25

Farelo de girassol 7,00 14,00 21,00
Uréia 1,00 1,00 1,00 1,00
Calcario calcitico 0,97 0,97 0,97 0,97
Fosfato bicalcico 0,30 0,30 0,30 0,30
Cloreto de sddio 0,48 0,48 0,48 0,48
Mistura mineral® 0,15 0,15 0,15 0,15

"Farelo de girassol substituiu mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo.
238,3% de Mg; 16,1% de S; 3,02% de Zn; 0,8875% de Mn; 0,7149% de Cu; 0,0338% de I; 0,0202% de
Se; 0,0074% de Co.

Os animais foram manejados em baias individuais, tipo “Tie Stall”, onde
receberam alimentacdo fornecida ad libitum duas vezes ao dia, as 7:00 e as 16:00 horas.
No periodo de coleta, diariamente, em dois turnos, foram feitas pesagens ¢ amostragens
das quantidades de silagem de milho e ragdes concentradas fornecidos e das sobras de
cada tratamento. As amostras foram armazenadas a -15°C para posteriores analises
quimicas.

As fezes foram coletadas diretamente na ampola retal, uma vez ao dia, as 16:00,
14:00, 12:00, 10:00 ¢ 8:00 horas, do 15° ao 19° dias de cada periodo experimental. As
amostras diarias de fezes de cada animal, em cada periodo, foram armazenadas a -15°C
para posterior secagem e analises quimicas.

As amostras de silagens de milho e de fezes foram secas em estufa com
ventilagdo forcada (60°C por 72 horas) e, juntamente com as dos alimentos, foram
processadas em moinho de facas com peneiras de porosidade de Imm para analise

quimica e 2mm para incubagdo ruminal in situ. Das amostras diarias de fezes secas ao ar
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de cada animal, em cada periodo, foram feitas amostras compostzs para posterior
analise quimica.

As andlises dos teores de MS, N total, fibra em detergente acido (FDA) e lignina
(H2SO4 72% p/p) foram feitas, segundo métodos descritos em Silva & Queiroz (2002).
Para analise da concentragdo de fibra em detergente neutro (FDN), as amostras foram
tratadas com alfa amilase termo-estaveis sem uso de sulfito de sddio, corrigidas para o
residuo de cinzas (Mertens, 2002) e para o residuo de compostos nitrogenados (Licitra
et al., 1996). As analises de FDN e FDA foram realizadas em sistema Ankon®,
utilizando sacos de TNT (tecido-nao-tecido), com dimensdes de 5 cmx Scm, mantendo-
se relacdes média de 14 mg de MS /em? de tecido e 100 mL de detergente neutro/g de
amostra seca ao ar. A determinagdo de nitrogénio ndo protéico (NNP) dos alimentos foi
realizada segundo Licitra et al. (1996).

Os carboidratos totais (CT) foram calculados com adaptacdes ao proposto por
Sniffen et al. (1992) em que: CT = 100 — ((%PB - %PB derivada da uréia + %uréia) +
% de extrato etéreo (EE) + % de cinzas). Os teores de carboidratos ndo-fibrosos (CNF)
e carboidratos nao-fibrosos corrigidos para cinzas e proteina (CNFp) , foram calculados
como proposto por Hall (2000), sendo: CNF = 100 - [(%PB - %PB derivada da uréia +
%uréia) + %FDN + %EE + %Cinzas)]; CNF,, = 100 - [(%PB - %PB derivada da uréia
+ %uréia) + %FDN, + %EE + %Cinzas]. Os nutrientes digestiveis totais (NDT) foram
calculados com adaptagdes ao descrito por Weiss (1999), pela seguinte equacdo: NDT
(%)=PBD + FDNcpD + CNFcpD + 2,25EED, em que: PBD = proteina bruta digestivel,;
FDNcpD = fibra em detergente neutro digestivel; CNFcpD = carboidratos nao-fibrosos
digestiveis; e EED = extrato etéreo digestivel. A composi¢do quimica dos alimentos

utilizados esta descrita na Tabela 2.

131



Tabela 2 — Composi¢ao quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais

Silagem Milho Farelode Farelode Farelo de

Itens'
de milho grao soja trigo girassol

MS (%) 28,77 88,35 88,55 88,28 90,54
MO? 95,11 98,54 93,71 95,47 93,82
PB’ 7,04 9,52 51,95 19,68 37,54
NNP’ 58,22 21,64 21,44 49,03 36,17
NIDN’ 23,10 8,36 10,52 21,05 15,89
NIDA’ 15,14 5,16 5,78 3,18 5,05
EE’ 1,94 3,86 1,54 3,29 1,35
CT 86,13 85,16 40,22 72,50 54,93
FDN? 55,32 14,29 16,08 47,18 43,54
FDNcp® 53,36 13,16 11,69 45,34 40,74
FDA’ 35,79 3,61 8,49 15,00 27,33
Lignina H,SO4* 3,51 0,56 0,49 1,47 4,96
Lignina/FDNcp (%) 6,58 4,26 4,19 3,24 12,17
FDNi* 24,83 2,44 1,18 14,99 23,54
FDA{* 13,97 0,67 0,42 7,55 17,74
CNF? 30,81 70,87 24,14 25,32 11,39
CNF,’ 32,77 72,00 28,53 27,16 14,19

"MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; NNP = nitrogénio ndo-protéico; NIDN
= nitrogénio insolivel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoliivel em detergente acido; EE =
extrato etéreo; CT = carboidratos totais; FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = fibra em detergente
neutro corrigido para cinza e proteina; FDA = fibra em detergente acido; FDNi = FDN indigestivel obtido
apés incubagéo ruminal in situ por 264 horas; FDAi = FDA indigestivel obtido apds incubagdo ruminal
in situ por 264 horas; CNF = carboidrato ndo-fibroso; CNFcp = CNF corrigido para cinza e proteina.

2 Valores em percentagem da MS; *Valores em percentagem do nitrogénio total.

A quantidade total de MS fecal excretada foi estimada pela concentragdo de fibra
em detergente 4cido indigestivel (FDA1), obtida apds incubag@o ruminal dos alimentos,
sobras e fezes em sacos poliester (Ankon®, filter bag 57) por um periodo de 264 horas,
segundo Casali et al. (2008). O consumo de ragdo concentrada foi estimado utilizando-
se dioxido de titanio (TiO;) como indicador, sendo misturado a ra¢do concentrada para
cada vaca, imediatamente antes das refei¢des, na propor¢do média de 0,79 g/kg de

racdo, base da matéria natural. O consumo matéria seca de ragdo concentrada (CMScon)
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foi estimado segundo a equagdo: CMScon = (EF * [Ti]fecal ) / [T1]concentrado, ONde: EF =
excrecdo de MS fecal (kg/dia); [Ti]eca = concentracdo de titanio nas fezes (g/kg) e
[Ti]concentrado = concentragdo de titdnio na racdo concentrada (g/kg). As andlises de
dioxido de titanio foram feitas segundo Myers et al. (2004).

O teor de proteina degradada no ramen das dietas foi calculado utilizando-se a
degradabilidade efetiva determinada para cada um dos ingredientes dietéticos, conforme
descri¢ao a seguir: Para o ensaio de degradacao, utilizaram-se sacos de nailon medindo
16x8 cm, com porosidade de 50 p, onde se adicionou 5 g de amostra seca ao ar de
silagem de milho, milho grao moido, farelo de soja, farelo de trigo ou farelo de girassol.
Os tempos de incubagdo utilizados para avaliacdo da cinética de degradacdo da PB e
MS foram de 0, 2, 4, 8, 16, 24 ¢ 48 horas, sendo incluidos os tempos de 72 ¢ 96 horas
para o farelo de girassol, farelo de trigo e silagem de milho (NRC, 2001). Para analise
da cinética de degradacao ruminal da FDN utilizaram-se os tempos de 0, 2, 4, 8, 16, 24,
48, 72, 96 e 240 horas. Utilizou-se esquema de incubagdo seqiiencial e remogao
simultanea. As amostras foram incubadas em duplicata no rimen de uma vaca leiteira
em lactagdo, com 550 kg de peso corporal e produgdo de leite proxima de 20 kg/dia, por
intermédio da fistula ruminal. Decorrido o tempo de incubagdo, os sacos foram lavados
em agua ¢ levados a estufa a 65°C por 72 horas, sendo posteriormente avaliados os
teores de MS ¢ PB e FDN dos residuos da incubagio.

Os parametros da dinamica de degradacdo da MS e PB foram estimados
utilizando o modelo de crescimento assintotico de primeira ordem reparametrizado por
@rskov & McDonald (1979) descrito pela fungdo: Y = a + b*(1-e *kd*t); em que: Y, =
fragdo degradada no tempo “t” (%); a = fragdo soluvel (%); b = fracdo insolavel
potencialmente degradavel (%); kd = taxa de degradagdo de b (h''); e t = variavel

independente tempo (h). Os pardmetros da dinamica de degradagdo da FDN foram
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estimados utilizando o modelo apresentado por Mertens & Loften (1980), descrito pela
funcdo: Yi= b * e XD 41 em que: Y = residuo ndo degradado no tempo “t” (%); b
= fragio potencialmente degradavel da FDN (%); kd = taxa de degradagdo de b (h); e t
= variavel independente tempo (h); L = laténcia discreta (h); I = fracdo indegradavel da
FDN (%). A degrada¢do ruminal efetiva (DE) da PB, MS e FDN foram calculadas pelo
modelo: DE = a + b*[kd/(kd+kp)]; em que: a = fragdo soluvel, apenas para PB e MS; kp
= taxa de passagem do alimento pelo ramen (h™).

A taxa de passagem (kp) foi calculada de acordo com o NRC (2001), usando as
seguintes equacdes: kp para silagem de milho = 3,054 + 0,614*CMS; kp para os
alimentos concentrados = 2,904 + 1,375*CMS - 0,020*% do concentrado na dieta, em
que: CMS = consumo de matéria seca expresso em % do peso corporal observado. O
consumo de proteina bruta degradada no rimen foi calculado pelo produto do consumo
de MS e o teor de PDR da dieta.

As vacas foram ordenhadas, mecanicamente, duas vezes ao dia, fazendo-se o
registro da produgio de leite do 15° ao 21° dia de cada periodo experimental. Através de
dispositivo acoplado a ordenhadeira foi coletada amostra de leite, aproximadamente 300
mL, nos 18° ¢ 19 ° dia, na ordenha da manhi e da tarde, fazendo-se amostras compostas
de cada dia de acordo com a producdo de leite. Foram retiradas de cada amostra
composta trés aliquotas: a primeira aliquota (50 mL) foi acondicionada em fracos
plasticos com conservante (Bronopol®), mantidos entre 2 e 6°C, ¢ encaminhados para o
Laboratorio de Andlises de Qualidade de Leite da Embrapa Gado de Leite, para
determinagdo dos teores de lactose, gordura, extrato seco total e extrato seco
desengordurado do leite, segundo a metodologia descrita pelo International Dairy
Federation (1996); a segunda aliquota foi imediatamente analisada quanto ao teor de

proteina bruta (N total x 6,38) (Silva & Queiroz, 2002); a terceira aliquota foi
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desproteinizada com acido tricloroacético (10 mL de leite misturados com 5 mL de
acido tricloroacético a 25%), filtrado em papel-filtro, determinando-se no filtrado o teor
de nitrogénio total (Silva & Queiroz, 2002) e o restante armazenado a —15 °C, para
posterior analise de alantoina e uréia. A producdo de leite (PL) corrigida para 3,5 % de
gordura (PLC) foi calculada segundo Sklan et al. (1992).

No sétimo dia de adaptacdo e no final de cada periodo experimental foram feitas
pesagens individuais dos animais para avaliar a variacdo de peso. Os pesos dos animais
corresponderam as médias de duas pesagens, feitas antes do fornecimento das
alimentagdes e ap6s as ordenhas.

Amostras de sangue foram coletadas no 19° dia, utilizando tubos de ensaio com
anticoagulante (EDTA), centrifugadas a 2.300 xg por 15 minutos, sendo entdo retiradas
amostras de plasma para posterior analise de uréia.

Amostras spot de urina foram obtidas de todas as vacas no 17° dia de cada
periodo experimental, durante mic¢do estimulada por massagem na vulva em trés
horarios: zero, quatro e oito horas apds a alimentagdo matinal. A urina foi filtrada e
aliquotas de 10 mL de cada horario foram retiradas e diluidas imediatamente em 40 mL
de acido sulfurico a 0,072 N, para evitar destruicdo bacteriana dos derivados de purinas
e a precipitagdo do 4acido rico, e armazenadas a —15 °C para posteriores analises de
nitrogénio total, uréia, alantoina (AL), acido urico (AU) e creatinina. Imediatamente
antes das analises as amostras de cada horario foram descongeladas, centrifugadas a
2.000 xg por 15 minutos, sendo entdo formadas amostras compostas (10 mL para cada
tempo) por vaca em cada periodo.

As andlises de alantoina na urina (ALU) e no leite (ALL) foram feitas pelo
método colorimétrico, segundo Fujihara et al. (1987), descrito por Chen & Gomes

(1992). As analises de uréia foram realizadas por meio de sistema enzimatico-
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colorimétrico pelo método urease, utilizando-se Kits comerciais (Labtest Diagnostica
S.A.). As analises de acido urico na urina foram realizadas por meio do método
enzimatico-Trinder, utilizando-se Kits comerciais (Labtest Diagndstica S.A.) As analises
de creatinina na urina foram realizadas por meio do método de ponto final com picrato e
acidificante, utilizando-se Kits comerciais (Labtest Diagnostica S.A.).

O volume urinario total didrio foi estimado dividindo-se as excregdes urinarias
diarias de creatinina pelos valores observados de concentracdo de creatinina na urina,
segundo Valadares Filho & Valadares (2001). A excrecdo urinaria didria de creatinina
foi estimada a partir da proposi¢do de 24,05 mg/kg de peso vivo (PV) de creatinina
(Chizzotti, 2004).

A excregdo total de derivados de purina (PT) foi calculada pela soma das
quantidades de alantoina e acido urico excretados na urina e da quantidade de alantoina
excretada no leite, expressas em mmol/dia. As purinas absorvidas (PA, mmol/dia)
foram calculadas a partir da excre¢do de PT (PT, mmol/dia), por meio da equacdo PT=
0,85*PA+0,512*PV®”, em que 0,85 & a recuperagdo de purinas absorvidas como
derivados de purinas (Verbic et al., 1980) e 0,512*PV"" a contribui¢io endégena para
excrecdo de purinas obtidos para vacas leiteiras (Gonzalez-Ronquillo et al., 2003).

A sintese de compostos nitrogenados microbianos no ramen (Nmic, g/dia) foi
calculada em fungdo das PA (mmol/dia), por meio da equagdo Nmic = (70*PA)/
(0,83*0,116*1000), em que 70 representa o conteido de N nas purinas (mg N/mmol);
0,83, a digestibilidade das purinas microbianas e 0,116, a relacdo N-purina:N total nas
bactérias (Chen & Gomes, 1992).

Como indicadores de eficiéncia de utilizagdo de compostos nitrogenados (N)
foram utilizados: a eficiéncia de conversao do N ingerido em N microbiano ruminal

(ECNi) = sintese de N microbiano ruminal, em g/dia / consumo de N total, em g/dia; a
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eficiéncia de conversao do N dietético degradado no rimen em N microbiano ruminal
(ECNd) = sintese de N microbiano ruminal, em g/dia / consumo de N degradado no
rimen, em g/dia; o indice de nitrogénio purinico (INP) = excre¢do urinaria de N dos
derivados de purina, em g/dia / excrecao urinaria de N-total na urina, em g/dia (Chen et
al., 1999); e a eficiéncia de conversao do N dietético em nitrogénio secretado no leite
(EUNIeite) = nitrogénio total secretado no leite, em g/dia / consumo de N total, em
g/dia.

O balango de compostos nitrogenados (BN) foi obtido pela diferenca entre o
total de nitrogénio ingerido (Ning) e o total de nitrogénio excretado nas fezes (N-fezes),
na urina (N-urina) e no leite (N-leite). A determinacdo do nitrogénio total nas fezes e na
urina foi feita segundo técnica descrita em Silva & Queiroz (2002).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o programa
Statistical Analisys System (SAS, 1989), e teste de Williams (Williams, 1971),
utilizando nivel de 5% de probabilidade para o erro tipo 1.

As variaveis foram analisadas segundo o modelo estatistico:

Y i = p+ Qi+ T+ (P/Q)ik + (V/Q)u + QxTj; + ejjui, sendo:

Y ijx = observagdo na vaca 1, no periodo k, submetida ao tratamento j, no
quadrado latino i;

u = constante geral;

Q; = efeito do quadrado latino 1, sendo i =1, 2,3;

T; = efeito do tratamento j, sendo j = 1,2, 3, 4;

(P/Q)ix = efeito do periodo k, dentro do quadrado latino i, sendo k =1, 2, 3,4;

(V/Q)y = efeito da vaca 1, dentro do quadrado latino i, sendo 1=1, 2, 3, 4;

QxT;; = efeito de interagdo entre o quadrado latino i e o tratamento j; e

;. . ~ 2
eijkl = erro aleatorio, associado a cada observagao, pressuposto NID (0; 6°).
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Resultados e Discussao

A composi¢do quimica das dietas experimentais ¢ apresentada na Tabela 3.
Observou-se variagdo na composicao dos compostos nitrogenados, com aumentos de
8% da fragcdo ndo-protéica (8%) e de 10,4% da fracdo insoltivel em detergente neutro
(NIDN) com a elevagao do farelo de girassol (FG) na dieta de 0% para 21%, base da
MS. Porém, a participagao da fragdo insoliivel em detergente acido ndo se alterou.

Tabela 3 — Composi¢ao quimica das dietas experimentais

Nivel de farelo de girassol na dieta (% da MS)4

Itens'
0 7 14 21

MS (%) 41,37 41,40 41,44 41,47
MO? 95,93 96,03 96,12 96,21
PB? 16,16 16,20 16,25 16,29
NNP’ 45,77 47,01 48,25 49,47
NIDN’ 12,89 13,34 13,79 14,23
NIDA’ 6,58 6,57 6,55 6,53
EE’ 2,38 2,31 2,24 2,16
CT 78,90 79,03 79,15 79,27
FDN? 39,89 40,80 41,72 42,63
FDNcp? 37,86 38,80 39,74 40,68
FDA® 22.86 23,97 25,08 26,19
Lignina H,SO,4* 2,25 2,53 2,81 3,09
Lignina/FDNcp (%) 5,94 6,52 7,07 7,60
FDNi® 15,77 16,89 18,00 19,11
FDA{* 8,61 9,59 10,57 11,55
CNF? 39,01 38,22 37,43 36,65
CNF,’ 41,04 40,23 39,41 38,59

"MS = matéria seca; MO = matéria organica; PB = proteina bruta; NNP = nitrogénio nio-protéico; NIDN
= nitrogénio insolivel em detergente neutro; NIDA = nitrogénio insoluvel em detergente acido; EE =
extrato etéreo; CT = carboidratos totais; FDN = fibra em detergente neutro; FDNcp = fibra em detergente
neutro corrigido para cinza e proteina; FDA = fibra em detergente acido; FDNi = FDN indigestivel obtido
apos incubagdo ruminal in situ por 264 horas; FDAi = FDA indigestivel obtido ap6s incubagdo ruminal
in situ por 264 horas; CNF = carboidrato ndo-fibroso; CNFcp = CNF corrigido para cinza e proteina.

2 Valores em percentagem da MS; *Valores em percentagem do nitrogénio total.

* Farelo de girassol substituiu mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo.
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A principal modificagdo quimica observada com a inclusao de FG ocorreu sobre
a composicao dos carboidratos totais (CT) da dieta, com aumento da propor¢ao da
fracdo insoluvel em detergente neutro (FDN/CT), bem como aumento da participagao
da lignina na FDN (lignina/FDN). A alta rela¢ao lignina/FDN do farelo de girassol
(Tabela 2) indica presenca de cascas, componente da semente com alta lignificacao, o
que juntamente com o teor de proteina bruta caracteriza o farelo de girassol utilizado
neste trabalho como semi-decorticado (Hesley, 1994; Canibe et al., 1999).

Embora ndo tenha sido avaliada a composi¢do dos carboidratos nao-fibrosos
(CNF), reconhecidamente o farelo de trigo (FT) contém maior fragdo amiladcea e menor
fragdo fibrosa soluvel em detergente neutro (substincias pécticas e B-glucanos e
frutanos de cadeia longa) que o FG nao decorticado ou semi-decorticado (Sniffen et al.;
1992; Hall, 2000; Valadares Filho et al., 2006). Desta forma, além da reducdo da fragdo
CNF na dieta, possiveis mudangas em sua composi¢do com aumento da fracdo fibrosa
solivel em detergente neutro em detrimento da fragdo amildcea pode ter ocorrido com
aumento do nivel de FG na dieta.

Na Tabela 4 encontram-se as estimativas dos parametros de degradagdo ruminal
in situ da matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN)
dos alimentos usados nas dietas experimentais. A fracdo efetivamente degradada no
ramen (DE) da MS do FG foi menor em relagdo ao farelo de soja (FS) e ao FT. A DE da
PB estimada para o FG foi maior que o FS, mas inferior ao FT, comportamento
semelhante aos descritos por Branco et al. (2006) e pelo NRC (2001). Desta forma, ao
se comparar o FG com a mistura contendo 53,57% de FS e 46,43% de FT (FS:FT), base

da MS, verifica-se maior valor absoluto de DE (68,68 vs 62,92).
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Tabela 4 - Parametros de degradagdo ruminal estimados para matéria seca (MS),
proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN) dos alimentos
utilizados, obtidos por meio de incubagéo in situ

Silagem de  Milho grao  Farelo de Farelo de Farelo de

Itens'
milho moido soja trigo girassol
MS
Fracao a, % 27,19 11,64 29,39 29,24 21,74
Fragdo b, % 52,83 98,00 80,16 48,08 52,17
kd, % h’! 0,0292 0,0246 0,0466 0,1182 0,0899
DE', % 50,40 38,10 62,45 60,03 51,74
PB
Fracao a, % 49,69 18,98 14,68 27,85 22,80
Fracao b, % 28,32 98,00 93,77 65,48 71,28
kd, % h™! 0,04409 0,0133 0,0542 0,2979 0,1198
DE', % 65,05 35,34 56,85 81,40 68,67
FDN
Fracao b, % 73,21 88,65 97,75 67,29 45,23
Fracao I, % 26,79 11,35 2,25 32,71 54,77
kd, % h™! 0,0212 0,0241 0,0517 0,0418 0,0500
Laténcia, h 1,76 2,29 0,01 0,10 0,02
DE, % 26,54 34,85 56,84 35,59 25,94

'Fragdo a = fragdo soluvel; fragdo b = fracdo insoluvel potencialmente degradavel; kd = taxa de
degradacao da fracdo b; DE = fracao efetivamente degradada, adotando-se valor de taxa de passagem (kp)
de 0,03720 para silagem de milho e 0,06638/h para os alimentos concentrados, segundo equagdes
preditivas descritas no NRC (2001); fragdo I = fracdo indegradavel.

A partir dos valores da fragao efetivamente degradada no ramen da PB de cada
alimento e considerando o nitrogénio oriundo da mistura uréia/sulfato de amoénio da
dieta totalmente degradado no rumen, os teores de proteina degradével no ramen (PDR)
foram estimados em 10,6; 10,8; 11,0 e 11,2%, base da MS, para as dietas com 0; 7; 14 e
21% de inclusdo de FG. De acordo com as exigéncias estimadas segundo o NRC (2001)
para vacas leiteiras com 640 kg de peso corporal, 170 dias de lactacdo e produgdo de 30
kg/dia de leite com 3,5% de gordura e 3,2% proteina bruta, estes valores supriram a

demanda de compostos nitrogenados para o crescimento da microbiota ruminal com
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excedentes de 1,2 a 1,8 unidades percentuais em relagdo as exigéncias nutricionais de
9,4% para PDR (base da MS).

O FG apresentou menor fracdo potencialmente degradada no rumen da FDN
(FDNpd) em relagao aos demais alimentos, devido a maior participagdo da lignina,
conforme apresentado anteriormente (Tabela 3). Este comportamento refletiu em menor
estimativa de fragdo efetivamente degradada no ramen da FDN, apesar da maior taxa de
degradagdo ruminal da fragdo FDNpd (kd) em relacao ao FT, milho e silagem de milho.

O consumo de constituintes em fun¢do do nivel de FG na dieta esta apresentado
na Tabela 5. Apesar dos aumentos (P<0,05) nos consumos de FDN (kg/dia e % do peso
corporal) e de FDNcp (kg/dia) a partir do nivel de 21% de FG e do aumento da fragdo
de FDN indigestivel (FDNi) na dieta (Tabela 3), ndo houve efeito sobre os consumos de
MS (CMS), matéria organica (CMO), proteina bruta (CPB) e de carboidratos totais
(CCT). Auséncia de efeito sobre o consumo de MS tem sido observado em estudos
sobre vacas leiteiras alimentadas com dietas contendo até 11,3% de FG semi-
decorticado (37% de PB e 21,2% de FDA), em substituicdo ao FS e milho grao
(Schingoethe et al., 1977). O comportamento observado indica baixo efeito de replecdo
ruminal do FG sobre o consumo, devido a maior taxa de degradagdo ruminal da fragdo
FDNpd (Tabela 4), bem como as caracteristicas fisicas da FDNi, como pequeno
tamanho e alta densidade de particula, que reduz sua retencao seletiva no ramen.

Modelos originais de desaparecimento ruminal da fibra propuseram que o
desaparecimento da fragdo FDNpd ¢ influenciada pela digestdo e passagem, enquanto
que a fracdo FDNi apenas pela passagem (Waldo et al.,, 1972). Todavia, como o
processo de digestdo e passagem ¢ dinamico e interativo, aumentos na Kd implicam em
menor acumulo de gases associados as particulas de FDNpd ¢ FDNi da digesta,

reduzindo o efeito de flutuacdo e aumentando taxa de passagem de ambas as fragdes
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(Allen, 1996). Além disso, a FDNi apresenta menor retencdo seletiva ruminal que a
FDNpd, devido ao menor tamanho, maior densidade e, portanto, sob menor efeito de
retencao pelos gases no saco dorsal do rimen (Lund et al., 2007).

Tabela 5 - Consumos diarios de constituintes em fun¢ao do nivel de farelo de girassol

na dieta e coeficiente de variagao (CV)

Farelo de girassol (% MS da dieta)”

Ttem' CV (%)
0 7 14 21
(kg)
CMS 21,95 21,35 21,21 21,93 4,19
CMSconc? 10,40 10,62 10,81 11,02 17,11
CMO 20,27 19,87 19,99 20,45 4,15
CEE 0,54 0,51%* 0,50 0,50 4,58
CPB 3,78 3,71 3,70 3,80 3,88
CCT 16,15 15,67 15,53 16,10 4,41
CFDN 8,29 8,27 8,40 8,95% 4,63
CFDNcp 7,87 7,87 8,02 8,57* 4,61
CCNF 7,87 7,39 7,12% 7,15 4,47
CCNFcp 8,28 7,80 7,51% 7,54 4,48
(% do peso corporal)
CMS 3,42 3,33 3,34 3,41 4,37
CFDN 1,29 1,29 1,33 1,39% 4,83
CFDNcp 1,13 1,14 1,18% 1,25 4,98
(g/kg™”™)
MS 172,02 167,31 167,58 170,50 4,29

Meédias seguidas por (*) indicam o nivel de inclusao a partir do qual se observa diferenca em relagdo ao
tratamento controle (nivel zero) pelo teste de Williams (P<0,05).

'CMS = consumo de matéria seca; CMSconc = consumo de matéria seca de concentrado; CMO =
consumo de matéria organica; CEE = consumo de extrato etéreo; CPB = consumo de proteina bruta; CCT
= consumo de carboidratos totais; CFDN = consumo de fibra em detergente neutro; CFDNcp = consumo
de FDN corrigido para cinzas e proteina; CCNF = consumo de carboidratos nao-fibrosos (CCNF);
CCNFcp = consumo de CNF corrigidos para cinzas e proteina.

?Farelo de girassol substituiu mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo, base
da MS.

O consumo estimado das ragdes concentradas, bem como a proporcdo em

relacdo ao consumo total de matéria seca, também nao foram afetados pelo nivel de FG

142



na dieta. Para os niveis de 0; 7; 14 ¢ 21% de FG, o consumo de racdo concentrada
representou 47,38; 49,74; 50,97 e 50,25% do consumo total de matéria seca da dieta.
Verifica-se ainda que a propor¢ao média de racdo concentrada fornecida nas dietas
(45%, Tabela 1) ndo se encontra dentro do intervalo de confianga (IC) obtido de
IC(W)9so, = 49,67% =+ 1,84. Desta forma, diferengas (P<0,05) sdo observadas entre a
propor¢do de ragdo concentrada fornecida na dieta e aquela efetivamente consumida
pelo animal, utilizando-se TiO, como indicador.

As redugdes (P<0,05) nos consumos de carboidratos ndo-fibrosos (CNF) e CNF
corrigidos para cinzas e proteina (CNFcp) a partir de 14% de FG, bem como a redugdo
no consumo de EE a partir de 7% de FG, ocorreram devido as redugdes na composi¢ao
destes constituintes nas dietas (Tabela 3), pois o consumo de MS nao foi afetado pelo
nivel de FG.

Na Tabela 6 sdo apresentados os coeficientes de digestibilidade total (CD) e o
teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) das dietas em fun¢do do nivel de FG. Os
valores de CD da MS (CDMS), matéria organica (CDMO) e NDT refletem o
comportamento das fragdes de nutrientes que os compdem. Desta forma, redugdes
(P<0,05) no CD dos carboidratos totais (CDCT) explicam as redugdes (P<0,05) no
CDMS e NDT, a partir de 21% de FG. A redugdo (P<0,05) no CDCT pode ser atribuida
4 mudanca na composi¢do dos CT dieta, com aumento da propor¢do da fracdo insolavel
em detergente neutro (FDN/CT), bem como aumento da participagdo da lignina na FDN
(lignina/FDN) com a inclusdo de FG (Tabela 3). Sob condi¢des adequadas de
suprimento de nutrientes essenciais € de pH, os carboidratos insoluveis em detergente
neutro apresentam taxas de degrada¢do ruminais mais lentas que os soltuveis (Russell et
al., 1992). Sendo assim, suportam menor crescimento microbiano ruminal, menor

producgdo e menor participacao de acidos graxos volateis gliconeogénicos (Firkins et al.,
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2006). A lignina, embora quimicamente ndo seja classificada como carboidrato, por ser
indigestivel e agir na reducao da FDN potencialmente digestivel, ¢ reconhecida, como
principal fator intrinseco do alimento responsavel pela limitacdo da digestdo dos

nutrientes insoltiveis em meio neutro (Jung & Allen, 1995).

Tabela 6 — Coeficientes de digestibilidade total e teores de nutrientes digestiveis totais

(NDT) em fungdo do nivel de farelo de girassol na dieta e coeficiente de

variagdo (CV)
Farelo de girassol (% MS da dieta)'
Item CV (%)
0 7 14 21
(%)
CDMS 65,17 64,07 64,25 62,08%* 5,30
CDMO 62,56 61,80 62,50 59,66 5,74
CDEE 86,20 86,96 86,50 84,76 4,00
CDPB 69,22 69,59 70,32 67,37 4,22
CDCT 60,90 59,22 59,24 57,18%* 6,70
CDFDN 45,01 44,38 44,67 42,52 18,25
CDFDNcp 48,84 48,09 48,32 46,47 10,52
CDCNF 77,49 75,78 76,39 75,40 4,72
CDCNFcep 72,13 70,33 70,80 69,14 5,59
NDT 63,83 62,65 62,75 60,48%* 5,64

Meédias seguidas por (*) indicam o nivel de inclusdo a partir do qual se observa diferenca em relagdo ao
tratamento controle (nivel zero) pelo teste de Williams (P<0,05)." Farelo de girassol substituiu mistura
contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo, base da MS.

Embora sem haver diferencas significativas para os CDFDN e CDFDNcp, em
termos absolutos, observam-se reducdes de 2,49 e 2,37 unidades percentuais no nivel de
21% de FG em relagdo ao nivel zero, devido a maior da participagdo da lignina na
fragdo FDN do FG em relagdo a mistura FS:FT.

Da mesma forma, apesar da auséncia de diferengas significativas para os CD dos
CNF (CDCNF) e CNFcp (CDCNFcp), em termos absolutos, observam-se reducdes de

2,09 e 2,99 unidades percentuais no nivel de 21% de FG em relagdo ao nivel zero.
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Apesar das fragoes que compdem os CNF sejam consideradas de alta digestibilidade
ruminal (Lanzas et al., 2007), possivelmente o aumento da fracdo de fibra soltivel em
detergente neutro com inclusdo de FG em detrimento da fracdo amido de alta
digestibilidade ruminal do FT (Hall, 2000; NRC, 2001; Valadares Filho et al., 2006),
explique o menor valor absoluto para os CDCNF e CDCNFcp no tratamento com 21%
de FG.

Embora as estimativas dos parametros de degradagdo ruminal da PB dos
alimentos obtidas pelo ensaio in Situ indicaram maiores valores para degradagao efetiva
da PB do FG em relagdo a mistura FS:FT (Tabela 4), o CDPB reduziu no nivel de 21%
de FG 1,85 unidades percentuais em relagdo ao nivel zero. Baseando-se em estudos in
vitro, o coeficiente de digestibilidade intestinal verdadeira da proteina ndo-degradada
no ramen (DIV-PNDR) do FG nao decorticado (86,1%) apresentou-se, em valor
absoluto, superior ao estimado para a mistura FS:FT (78,5%) (Branco et al., 2006).
Desta forma, diferencas na DIV-PNDR possivelmente ndo explicam a redu¢do no valor
absoluto para o CDPB a partir de 21% de FG.

A conversdo da proteina degradavel no rimen em proteina microbiana depende,
entre outros fatores, da disponibilidade de energia e de esqueletos de carbono (Bach et
al., 2005). Assim, ¢ provavel que a menor disponibilidade de carboidratos prontamente
degradéaveis no ramen (CDCNF e CDCNFcp) reduziu a disponibilidade de energia e
esqueletos de carbono para sintese de proteina microbiana, reduzindo a conversdo de
nitrogénio disponivel em nitrogénio microbiano, aumentando-se as perdas fecais de
nitrogénio nao-microbiano e, consequentemente, reduzindo o CDPB a partir de 21% de
FG na dieta.

Verifica-se que o valor médio de NDT das dietas predito segundo o NRC (2001)

(62,37%) encontra-se dentro (P<0,05) do intervalo de confianga (IC) obtido a partir dos

145



valores observados de NDT das dietas, IC()gs0, = 62,43% + 1,42. Desta forma, o valor
médio de NDT observado das dietas (62,43%) foi similar (P>0,05) ao valor predito
segundo as equagdes sugeridas pelo NRC (2001).

Na Tabela 7 ¢ apresentado o consumo de componentes digeridos em fungao do
nivel de farelo de girassol na dieta. Os consumos de MSD, EED, CTD, CNFD, CNFcpD
e NDT reduziram (P<0,05) a partir do nivel de 7% de farelo de girassol na dieta. No
entanto, os CMOD, CPBD, CFDND e CFDNcpD ndo foram afetados pelo nivel de
farelo de girassol da dieta.

Tabela 7 — Consumo de componentes digeridos em fun¢do do nivel de farelo de girassol

na dieta e coeficiente de variagao (CV)

Farelo de girassol (% MS da dieta)’

Item CV (%)
0 7 14 21
(Kg/dia)
CMSD 14,30 13,68%* 13,63 13,61 6,10
CMOD 12,68 12,28 12,49 12,20 6,27
CEED 0,47 0,44* 0,43 0,42 6,94
CPBD 2,61 2,58 2,60 2,56 5,48
CCTD 9,84 9,28* 9,20 9,21 7,44
CFDND 3,73 3,67 3,75 3,81 12,81
CFDNcpD 3,84 3,78 3,88 3,98 11,15
CCNFD 6,10 5,60* 5,44 5,39 5,42
CCNFcepD 5,97 5,49* 5,32 5,21 6,22
CNDT 13,48 12,85%* 12,76 12,70 6,55

Meédias seguidas por (*) indicam o nivel de inclusdo a partir do qual se observa diferenca em relagdo ao
tratamento controle (nivel zero) pelo teste de Williams (P<0,05).

"Farelo de girassol substituiu mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo, base
da MS.

O consumo de componentes digeridos da dieta ¢ o produto do consumo e o
coeficiente de digestibilidade total do componente. Neste sentido, reducdes (P<0,05)
nos consumos de EED, CNFD e CNFcpD devem-se aos menores consumos (Tabela 5),

enquanto as redugdes (P<0,05) nos consumos de MSD, CTD e NDT as redugdes nos
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coeficientes de digestibilidade (Tabela 6). Os aumentos (P<0,05) nos consumos de
FDN e FDNcp, a partir da inclusdo de 21% de FG, ndo foram suficientes para afetar os
consumos de FDND e FDNcpD.

Na Tabela 8 encontram-se os valores estimados de exigéncias em proteina e
energia para vacas lactantes com peso corporal médio de 640 kg, producao média diéria
de 30kg/dia, com 3,5% de gordura e com 24 semanas de lactacdo, segundo o NRC
(2001).

Tabela 8 - Valores observados e exigéncias de proteina bruta (PB), proteina degradavel
no ramen (PDR), proteina ndo degradavel no rimen e de nutrientes
digestiveis totais (NDT) segundo o NRC (2001), de vacas lactantes com 640
kg de peso corporal, com 24 semanas de lacta¢do, produzindo 30 kg/dia

com 3,5% de gordura

Itens Exigéncias Farelo de girassol (% MS da dieta)'
0 7 14 21

PB (Kg/dia) 3,35 3,78 3,71 3,70 3,80
Diferenca +0,43 +0,36 +0,35 +0,45
PDR (Kg/dia) 2,03 2,33 2,31 2,33 2,46
Diferenca +0,30 +0,28 +0,30 +0,43
PNDR (Kg/dia) 1,32 1,45 1,40 1,37 1,34
Diferenca +0,13 +0,08 +0,05 +0,02
NDT (Kg/dia) 13,26 13,48 12,85 12,76 12,70
Diferenca +0,22 -0,41 -0,50 -0,56

Os consumos de PB, PB degradada no raimen (PDR) e PB ndo-degradada no
ramen (PNDR) foram suficientes para atender as exigéncias em todos os tratamentos,
com superavits para os niveis 0; 7; 14 e 21% de farelo girassol correspondentes a: 12,8;
10,8; 10,5 e 13,4% da exigéncia PB; 14,8; 13,8; 14,8 ¢ 21,2% da exigéncia de PDR; ¢
9,8; 6,1; 3,8 e 1,5% da exigéncia de PNDR. Os consumos de NDT foram suficientes

para atender as exigéncias apenas no tratamento com 0% de farelo de girassol. Nos
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niveis 7; 14 e 21% de farelo de girassol, por sua vez, houve deficiéncias de 3,1; 3,8 ¢
4,2% da exigéncia de NDT. Considerando a exigéncia de 300 gramas de NDT/kg de
leite produzido com 3,5% de gordura (NRC, 2001), a diferenca no consumo de NDT
entre o nivel zero e 21% de FG ¢ suficiente para reduzir a produgdo de leite em 2,6
kg/dia.

Na Tabela 9 constam as médias para a produ¢do de leite, composi¢do do leite e
eficiéncia na produgdo em fun¢do do nivel de farelo de girassol na dieta. Nao houve
efeito do nivel de FG sobre a composi¢ao de todos os componentes do leite, eficiéncia
na utiliza¢do da energia digestivel da dieta e variagdo de peso corporal. Porém, o FG
afetou (P<0,05) a PL e PLC, a producao de todos os componentes do leite e a eficiéncia
de utilizagdo do nitrogénio dietético.

A PL nio foi afetada até o nivel de 14% de FG, mas reduziu (P<0,05) a partir de
21% de FG devido a redugao (P<0,05) da producdo de lactose, principal componente
osmotico do leite. A sintese de lactose ¢ influenciada principalmente pelo fluxo de
entrada de glicose na glandula mamaria, pois representa o principal substrato para a
sintese de galactose (Kronfeld, 1982; Fonseca, 1995). Neste sentido, redugdes (P<0,05)
observadas nos consumos de CTD e CNFD com inclusdo de FG, associado ao maior
conteudo de pectina em detrimento ao amido (Leiva et al., 2000; Valadares Filho et al.,
20006), apresentam-se como fatores responsaveis pela reducao do fluxo de glicose para a
glandula mamaria, possivelmente decorrente da redugdo da producdo ruminal de
propionato, bem como do fluxo de amido absorvido no intestino delgado (Leiva et al.,

2000; Reynolds, 2006).
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Tabela 9 — Produgao de leite, composi¢ao do leite e eficiéncia na produgdao em fungao

do nivel de farelo de girassol na dieta e coeficiente de variacao (CV)

Farelo de girassol (% MS da dieta)'

Item CV (%)
0 7 14 21

Leite (kg/d) 29,79 28,84 28,69 27,42* 594
Leite com 3,5% gordura (kg/d) 30,71 28,97* 29,14 27,69 6,18
Lactose (%) 4,44 4,45 4,52 4,48 2,67
Proteina (%) 322 3,18 3,09 3,11 4,84
Nitrogénio-nao protéico (%) 0,2763 0,2809 0,2808 0,2799 12,57
Nitrogénio-nao protéico (%NT) 8,58 8,83 9,09 9,00 15,17
Gordura (%) 3,70 3,55 3,60 3,57 7,22
Proteina:gordura 0,87 0,90 0,86 0,87 6,46
Estrato seco total (%) 12,43 12,18 12,28 12,2 3,06
Estrato seco desengordurado (%) 8,72 8,63 8,69 8,63 2,66
Lactose (kg/d) 1,32 1,28 1,30 1,23* 6,28
Proteina (kg/d) 0,96 0,92 0,89* 0,85 7,05
Gordura (kg/d) 1,10 1,02* 1,03 0,98 8,13
Extrato seco total (kg/d) 3,70 3,51%* 3,52 3,35 5,80
Extrato seco desengordurado (kg/d) 2,60 2,49 2,49 2,37% 6,09
PLC/CNDT? 2,28 2,26 2,28 2,18 6,61
EUNleite (N leite/Ning)* 0,249 0,242 0,235% 0,220 6,50

Meédias seguidas por (*) indicam o nivel de inclusao a partir do qual se observa diferenca em relagdo ao
tratamento controle (nivel zero) pelo teste de Williams (P<0,05)." Farelo de girassol substituiu mistura
contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo.” (N x 6,38); * Produgdo diaria de leite com
3,5% de gordura/consumo didrio de NDT; *kg de N produzido no leite: kg de N ingerido.

Redugdes na sintese de N microbiano ruminal também pode ter contribuido para
redu¢do da producdo de lactose, por reducdes no fluxo de aminoacidos na glandula
mamaria. A proteina a-lactoalbumina, sintetizada na glandula mamaria a partir de
aminodcidos livres absorvidos na circulagdo sanguinea, apresenta papel essencial na
atuacdo catalitica do complexo enzimatico lactose sintase (Fonseca, 1995). Neste

sentido, redugdes no fluxo de aminoédcidos de origem microbiana possivelmente
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reduziram a sintese a-lactoalbumina na glandula mamaria, comprometendo a sintese de
lactose (Gennadij et al., 2000).

A reducdo (P<0,05) da producdo de proteinas do leite a partir no nivel de 14%
de FG na dieta pode estar relacionada com redugdes no suprimento de aminoacidos de
origem microbiana ruminal na glandula mamaria, bem como de glicose, por reducdes
(P<0,05) nos consumos de CTD, CNFD e CNFcpD. As células secretoras da glandula
mamaria utilizam principalmente o catabolismo da glicose para provimento de energia
necessdria para os processos de captura de aminodcidos, sintese e transporte de
proteinas lacteas (Fonseca, 1995; Mackle et al., 2000).

A reducdo da producdo de gordura do leite a partir do nivel de 7% de FG dieta
possivelmente ocorreu em razdo da redu¢do do fluxo de glicose para a glandula
mamaria. A sintese de triglicerideos na glandula mamaria depende do suprimento
sanguineo de acidos graxos de cadeia longa, da sintese de novo de acidos graxos de
cadeia curta e média (AGCM), da concentracdo de co-fatores redutores (NADPH,)
necessarios ao fornecimento de elétrons ao complexo enzimatico encarregado da sintese
de AGCM, e de glicerol. O acetato e B-OH-Butirato originarios da degradagdo ruminal
de carboidratos, notadamente os de parede celular, sdo as principais fontes de carbono
para sintese de novo de AGCM na glandula mamaria em animais ruminantes (Grummer,
1991). Como o nivel de farelo de girassol ndo afetou o consumo de carboidratos
fibrosos digestiveis (Tabela 7), provavelmente ndo houve efeito sobre a sintese ruminal
de acetato e B-OH-butirato.

Em estudos in vitro, utilizando-se tecido adiposo de bovinos e ovinos em
diferentes idades e estagios fisiologicos, demonstrou-se que a adicdo de glicose ao
acetato marcado com carbono C'* mais que quadruplicou a sintese de acidos graxos em

relacdo ao tratamento sem glicose (Ingles et al., 1972). Embora a glicose apresente
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minina contribuigdo ao suprimento de carbono para sintese de novo de AGCM na
glandula mamaria em ruminantes, assume papel fundamental no suprimento de co-
fatores redutores e de glicerol (Ingle et al., 1972; Van Soest, 1994; Grummer, 2001).
Desta forma, redu¢des da sintese de gordura do leite a partir de 7% de FG na dieta
possivelmente ndo ocorreram por reducdes no suprimento de acidos graxos volateis
lipogénicos, mas por redugdes na sintese de co-fatores reduzidos e de glicerol oriundos
do metabolismo da glicose na glandula mamaria.

Embora a produgdo dos constituintes do leite seja afetada (P<0,05) pelos niveis
de FG na dieta, a composicdo dos mesmos ndo se altera. As redugdes nos valores
absolutos de PL com aumento do FG na dieta compensaram a queda na produgdo dos
constituintes mantendo-se, portanto, a composi¢ao.

Observa-se que a eficiéncia de conversdo do nitrogénio dietético em nitrogénio
secretado no leite (EUNIleite) reduz (P<0,05) a partir de 14% de FG na dieta. A
EUNIleite ¢ afetada, entre outros fatores pela ECNi, eficiéncia de captura do nitrogénio
circulante pela glandula mamaria e eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio capturado em
nitrogénio secretado no leite. Conforme discutido anteriormente, a ECNi reduz (P<0,05)
somente a partir de 21% de FG na dieta e, portanto, apresenta-se como um dos fatores
responsaveis pela menor EUNIleite a partir deste nivel. Porém, ndo explica a reducdo
(P<0,05) na EUNIleite com 14% de FG. Neste sentido, reduc¢des da eficiéncia de captura
do nitrogénio circulante pela glandula mamaria e/ou da eficiéncia de utilizagdo do
nitrogénio capturado em nitrogénio secretado no leite, por redugdes no suprimento de
substratos energéticos, podem justificar as redugdes (P<0,05) da ENUleite no
tratamento com 14% de FG na dieta.

Nao houve efeito sobre a variagdo de peso corporal, com médias de 0,93; 0,62;

0,65 ¢ 0,61 kg/dia para os niveis de 0; 7; 14 ¢ 21% de FG na dieta, respectivamente.
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Na Tabela 10 sdo apresentadas as excregdes diarias de derivados de purina,
sintese e eficiéncia de sintese de nitrogénio microbiano ruminal em funcao do nivel de
FG. Apesar da auséncia de diferencas significativas (P>0,05) para a sintese de proteina
microbiana ruminal (PBmic), observam-se redu¢des absolutas de 330,26 g/d no
tratamento com 21% de FG em relacio ao nivel zero. Este comportamento
possivelmente contribuiu para as redugdes (P<0,05) na sintese de proteina e de lactose
no leite, pois a PBmic representa 50 a 80% dos aminoacidos absorvidos no intestino
delgado em ruminantes (Storm & Qrskov, 1983).

Tabela 10 - Excregdes didrias de derivados de purina, sintese e eficiéncia de sintese de
nitrogénio microbiano ruminal (Nimc) em fun¢do do nivel de farelo de

girassol na dieta e coeficiente de variacao (CV)

Farelo de girassol (% MS da dieta)’

Item' 0 7 14 1 CV (%)
ALU (mmol) 411,79 391,94 401,73 348,90 16,68
AUU (mmol) 42,96 47,26 40,48 44,39 19,05
ALL (mmol) 2,92 2,81 2,79 2,71 24,95
PT (mmol) 457,67 442,00 445,00 396,00 14,98
PA (mmol) 461,37 443,05 447,40 338,70 17,64
Nmic (g) 335,44 322,12 325,20 282,60 17,64
PBmic (g) 2096,50  2013,26  2032,50 1766,25 17,64
gPBmic/kgNDT 155,53 156,67 159,29 139,07 19,76
ECNi (Nmic/Ning) 0,56 0,54 0,55 0,46* 17,67
NDRing (g) 372,26 368,93 273,30  392,99%* 4,23
ECNd (Nmic/NDRing) 0,90 0,87 0,87 0,72* 17,85
NDP (g) 21,77 20,72 21,25 18,45 16,68
NU (g) 233,31 236,31 236,70 253,77 13,97
INP (NDP/NU) 0,093 0,088 0,090 0,073* 22,35

Médias seguidas por (*) indicam o nivel de inclus@o a partir do qual se observa diferenga em relagdo ao
tratamento controle (nivel zero) pelo teste de Williams (P<0,05).

'ALU = alantoina na urina; AUU = 4cido trico na urina; ALL = alantoina no leite; PT = purinas totais
excretadas na urina; PA = purinas absorvidas no intestino delgado; PBmic = sintese de proteina bruta
microbiana ruminal, ECNi = eficiéncia de conversdo do N ingerido em N microbiano; NDRing =
consumo de N (g/d) x PDR (% PB) da dieta obtido a partir da incubagéo ruminal in situ dos alimentos;
ECNd = eficiéncia de conversdo do N ingerido degradado no rumen em N microbiano; NDP = N
excretado na urina em derivados de purinas; NU = excregdo de total de N na urina; INP = indice de
nitrogénio purinico (Chen et al., 1999). ? Farelo de girassol substituiu mistura contendo 53,57% de farelo
de soja e 46,43% de farelo de trigo, base da MS.
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A quantidade total de proteina microbiana no intestino delgado depende da
disponibilidade de nutrientes e da eficiéncia de uso desses nutrientes pelas bactérias
ruminais. Apesar da disponibilidade ruminal de proteina bruta ndo ser afetada pelo nivel
de FG (Tabela 4), o menor (P<0,05) consumo de carboidratos digestiveis, notadamente
a fracdo soluvel em detergente neutro (CNF), reduziu a disponibilidade de energia e de
esqueleto de carbonos para a sintese de Pmic. Além disso, possiveis modificagdes da
composi¢ao de CNF, com aumento da fibra soluvel em detergente neutro em detrimento
ao amido, também contribuiu para reduc¢ao do valor absoluto da sintese de Nmic com a
inclusao de 21% de FG (Hall, 2004).

Embora a fibra solivel em detergente neutro e o amido apresentem alta
digestibilidade ruminal (Lanzas et al., 2007), estes ndo suportam o mesmo crescimento
microbiano e diferem quanto ao perfil dos produtos da fermentagdo. Reconhecidamente
o rendimento energético microbiano da pectina ¢ menor do que o amido, além de
produzir maior propor¢ao de acidos graxos volateis lipogé€nicos em detrimento aos
gliconeogénicos (Strobel & Russell, 1986; Hall & Herejk, 2001). Os mecanismos pelos
quais a pectina suporta menor crescimento microbiano em relagdo ao amido ndo estdo
totalmente esclarecidos (Lanzas et al., 2007), mas talvez relacionam-se com a presenga
de pentoses, as quais sdo catabolizadas em 25% pelas bactérias ruminais pela via fosfo-
kelotase, de menor rendimento energético que a via Embden-Meyerhof-Parnas,
majoritaria das hexoses (Russell, 2002).

A eficiéncia microbiana é comumente medida pela eficiéncia de uso dos
substratos energéticos e nitrogenados, os quais constituem em indicadores
complementares (Bach et al., 2005). Observa-se que a inclusdo de FG ndo afeta a
eficiéncia de utilizacdo dos substratos energéticos pela microbiota ruminal (gPBmic/kg

de NDT), mas reduz (P<0,05) a eficiéncia de utilizacdo dos substratos nitrogenados
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dietéticos ingeridos (ECNi) e degradados no rimen (ECNd), a partir de 21% de FG na
dieta. A eficiéncia energética ¢ afetada pela quantidade de carboidratos degradados no
rimen, tipos de carboidratos, pH, taxa de passagem e disponibilidade sincronizada de
substratos essenciais (N, AGVCR, S, P, ect). Embora possam ocorrer redugdes na
EFNDT em razdo do aumento de propor¢ao pectina em detrimento ao amido, com
aumento do FG (Strobel & Russell, 1986; Hall & Herejk, 2001), os menores (P<0,05)
consumos de CTD e CNFD provavelmente compensaram positivamente, que por
mecanismos de saturagdo enzimatica de Michaelis-Menten aumentam a eficiéncia de
utilizagdo de substratos energéticos pela microbiota ruminal (Bach et al., 2005; Lana et
al., 2007).

O processo de conversdao do nitrogénio (N) dietético ingerido em N microbiano
ruminal (ECNi) pode ser divido em dois eventos: conversdo do N dietético ingerido em
N disponivel para a microbiota ruminal, medida pelo teor de PDR; conversdo do N
disponivel (degradavel) em N microbiano (ECNd). O primeiro evento ¢ afetado
principalmente por fatores intrinsecos da fonte protéica, tais como: concentracio
proporcional de proteina verdadeira; solubilidade; estrutura tercidria e quaternaria;
presenga de barreiras inertes como a parede celular; presenca de ligagdes peptidicas
mais resistentes a degradagdo e fatores antinutricionais (NRC, 2001; Bach et al., 2005).
O segundo evento, por sua vez, depende do tipo de composto nitrogenado disponivel, da
disponibilidade de outros nutrientes essenciais (carboidratos, enxofre, acidos graxos
volateis de cadeia ramificada), da taxa de passagem e pH ruminal (Nocek & Russell,
1988; NRC, 2001; Bach et al., 2005).

O ensaio de degradacdo in situ dos alimentos indicou que a conversdo de N
dietético ingerido em N disponivel (teor de PDR na dieta) aumentou em valores

absolutos com o aumento do farelo de girassol (Tabela 4) e, portanto, ndo explica a
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reducdo (P<0,05) da ECNi. Assim, a reducdo (P<0,05) da ECNd a partir de 21% de FG
apresenta-se como principal evento responsdvel pela reducdo da ECNi. O menor
(P<0,05) CCTD e CCNFD reduziram a disponibilidade de esqueleto de carbonos e de
energia, com implicagdes sobre a eficiéncia de sintese de compostos nitrogenados no
leite bem como sobre as perdas de N nas fezes e na urina. Adicionalmente, possiveis
mudangas na composi¢do dos CNF com inclusdo de FG também podem ter contribuido
para redugdo na disponibilidade de esqueleto de C e de energia.

Salienta-se que o valor médio de ECNd (0,84) dos tratamentos com 0, 7 ¢ 14%
de FG, aproxima-se ao valor de 0,85 sugeridos pelo NRC (2001) e por Bach et al.
(2005) como fator de fixagdo da PDR em PBmic, desconsiderando a fragdo de N
endogena.

O INP apresentou o mesmo comportamento verificado para ECNd, com redugao
(P<0,05) a partir de 21% de FG na dieta. Conforme se observa na Figura 1, o INP
apresenta relagdo linear (P<0,05) com ECNd. O INP representa a propor¢ao de N total
da urina que esta presente como purinico sendo, portanto, um indicador de eficiéncia de
conversao da PDR em PB microbiana (Chen et al., 1999). Como pode ser determinado
utilizando-se amostras spot de urina, apresenta-se como ferramenta eficaz ¢ com
potencial de adogao no monitoramento da eficiéncia do nitrogénio em ruminantes (Chen

et al., 1999).
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Figura 1 — Relagdo entre indice de nitrogénio purinico (INP) e eficiéncia de conversdo
do nitrogénio dietético disponivel no rimen em nitrogénio microbiano
(ECNd). INP = 0,02166 (P<0,0373) + 0,07569 (P<0,0001)*ECNd (n = 46,
R” = 0,4864).

Na Tabela 11 sdao apresentadas as médias de concentragao de nitrogénio-uréico
no leite (NUL) e no plasma (NUP), excrecao urindria de nitrogénio-uréico (ENU),
nitrogénio total ingerido (Ning), nitrogénio total secretado no leite (Nleite), nitrogénio
total excretado nas fezes (Nfezes), nitrogénio total excretado na urina (Nurina), balango
de nitrogénio (BN) e Nleite, Nfezes, Nurina ¢ BN em relacdo ao Nleite, em fun¢ao do
nivel de farelo de girassol na dieta. Verifica-se que o nivel de FG na dieta ndo afeta
NUL, NUP, ENU, ENU/Nurina, Nurina e a participagdo do NUurina no BN. Os
indicadores NUL, NUP e EU refletem o pool de nitrogénio uréico circulante, bem como
a perda na urina (Broderick & Clayton 1997). O valor médio observado para NUL
(17,60 mg/dL) apresenta-se no limite superior da faixa considerada adequada de
balanceamento de energia e proteina, de 10 a 17 mg/dL (Broderick, 1995; Moore & Varga,

1996; Jonker et al., 1998; Ferguson, 2001). Todavia, os mesmos nao refletem a totalidade
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da eficiéncia de utilizacao de N, pois as perdas de N fecal e a eficiéncia de captura de
aminoacidos pela glandula mamadria nao sao considerados.
Tabela 11 — Indicadores de metabolismo de nitrogénio em funcao do nivel de farelo de

girassol na dieta e coeficiente de variacao (CV)

Farelo de girassol (% MS da dieta)’

Item' CV (%)
0 7 14 21
NUL (mg/dL) 17,90 17,68 16,88 17,93 9,90
NUP (mg/dL) 18,85 17,58 16,17 16,90 13,25
ENU (g/d) 199,30 196,75 190,45 196,37 16,55
ENU (mg/PV/d) 313,80 306,76 294,49 304,78 16,99
ENU/NU (%) 85,42 83,26 80,46 77,38 13,53
Ning (g/d) 604,27 593,07 591,86 608,66 3,88
Nleite (g/d) 150,35 143,75 138,95% 133,66 7,05
Nfezes (g/d) 185,99 180,35 175,66 198,61 10,92
Nurina (g/d) 233,31 236,31 236,70 253,77 13,97
BN (g/d) 34,62 32,66 40,55 22,62 134,12
Nleite/Ning (%) 24,88 24,24 23,48% 21,96 6,50
Nfezes/Ning (%) 30,78 30,41 29,68 32,63 8,94
Nurina/Ning (%) 38,61 39,85 39,99 41,69 13,79
BN/Ning (%) 5,73 5,51 6,85 3,72 136,67

Médias seguidas por (*) indicam o nivel de inclus@o a partir do qual se observa diferenga em relagdo ao
tratamento controle (nivel zero) pelo teste de Williams (P<0,05).

'NUL = concentragdo de nitrogénio-uréico no leite; NUP = concentragio de nitrogénio-uréico no
plasma, ENU = excre¢do urinaria de nitrogénio-uréico; Ning = nitrogénio total ingerido; Nleite =
nitrogénio total secretado no leite; Nfezes = nitrogénio total excretado nas fezes; Nurina = nitrogénio
total excretado na urina; BN = balanco de nitrogénio.

*Farelo de girassol substituiu mistura contendo 53,57% de farelo de soja e 46,43% de farelo de trigo.

Apesar de ndo terem sido detectados efeitos significativos (P>0,05) para
excrecdes de N na urina e nas fezes em relagdo ao N ingerido e ao balango de N, em
termos absolutos, verificam-se maiores excre¢des de N na urina e fezes, bem como
menor retengdo de N (BN) no tratamento com 21% de FG. Os aumentos nas perdas
fecais e urindrias de N foram provocados pelo aumento (P<0,05) no consumo de N

degradado no ramen associado com a menor disponibilidade de energia e esqueletos de
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carbono no rumen, reduzindo a ECNi e ECNd, conforme discussdo anterior. Salienta-se
que nao ocorreu valor negativo para o BN em todos os tratamentos, indicando que o

consumo de nitrogénio atendeu as exigéncias de compostos nitrogenados das vacas.

Conclusdes
O farelo de girassol pode ser incluido em até 14%, na base da matéria seca, em
dietas de vacas leiteiras com producao de 30 kg/dia, sem afetar a producdo de leite, a
composicao do leite e as eficiéncias de utilizacdo dos componentes nitrogenados e
energéticos da dieta. Desta forma, seu uso até este nivel depende da disponibilidade e

conveniéncia econOmica.
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CONCLUSAO GERAL

O tratamento com hidroxido de calcio do farelo ou torta de mamona, na dose de
40g/kg, na base da matéria natural, apesar de nao desnaturar completamente a ricina,
amplia a eficiéncia de utilizacdo dos componentes energéticos e nitrogenados em dietas
para ovinos.

A microbiota ruminal é capaz de degradar a ricina a taxas variaveis, in Vitro,
dependendo da concentragdo inicial de ricina. Todavia, a desnaturagdo da toxina com
tratamento alcalino aumenta a taxa de crescimento microbiano ruminal in vitro,
indicando efeitos inibitorios sobre a microbiota ruminal. Neste sentido, recomenda-se a
completa destoxificacdo da ricina no farelo de mamona para seu uso na alimentacao de
ruminantes. S3o necessarios estudos sobre mecanismos de agdo da ricina na diversa
populagdo microbiona ruminal.

O tratamento térmico com autoclave a 1,23 kg/cm® (15 psi) durante 90 minutos,
ou o tratamento alcalino com hidréxido de célcio ou 6xido de célcio, diluidos em agua
(1:10), na dose de 60 g/kg de farelo, mostram-se eficazes em desnaturar a ricina. Desta
forma, constituem procedimentos que poderdo permitir a utilizagdo do farelo de
mamona na alimenta¢do animal, sendo seu uso em escala industrial dependente de
estudos sobre viabilidade operacional e economica.

O tratamento térmico ou alcalino do farelo de mamona reduz a degradabilidade
ruminal in situ da proteina bruta e da matéria seca, mas ndo afeta a digestibilidade
intestinal da proteina ndo-degradavel no rimen e a degradabilidade ruminal in situ da
FDN. Todavia, o tratamento alcalino reduz o efeito de reple¢do ruminal da FDN
potencialmente degradavel e, portanto, apresenta maior potencial de melhoria no valor

nutritivo do farelo de mamona em relag¢do ao tratamento térmico.
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O farelo de girassol pode ser incluido em até 14%, na base da matéria seca, em
dietas de vacas leiteiras com producao de 30 kg/dia, sem afetar a producdo de leite, a
composi¢do do leite e as eficiéncias de utilizacdo dos componentes nitrogenados e
energéticos da dieta. Desta forma, seu uso até este nivel depende da disponibilidade e

conveniéncia economica.
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