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RESUMO

Foi comprovada a alergenicidade do farelo industrial de ma-

mona. (Ricinus communis). O farelo de mamona de origem industrial foi

submetido a tratamento na autoclave para inativacdo do alérgeno,usando-
se calor umido simples ou combinado com acido cloridrico ou hidroxido
de sodio em concentracdes de 0,5, 1,0, 2,0e4,0% (p/p) . Para tanto,
foram selecionados periodos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos a 1219C.
0 grau de desalergenizacdo foi avaliado por dois métodos imunoldgicos:

difusao dupla em gel de agar e anafilaxia cutdnea passiva em camumndon-
gos. Tratamento hidrotérmico combinado com HC1 ou NaOH foi mais efeti-
Vo para inativar ambas as propriedades imunoprecipitante e anafilitica.
Embora tratamento hidrotérmico combinado com hidréxido de sodio  tenha
tido maior poder inativante sobre o alérgeno do que com o acido, o alti
mo tratamento pareceu ser menos destruidor para as proteinas. Isto foi
observado atraves de determinacoes de aminoacido total, as quais revela
ram perdas de principalmente cisteina e lisina. Un teste de Protein
Efficiency Ratio (PER) por 10 dias, em que a caseina foi parcialmente
substituida pela proteina de mamona, confirmou um valor nutricional
mais baixo para o farelo tratado com alcali. A presenca de alérgeno
foi detectada no condensado de vapor d'agua usado para aquecimento do
farelo industrial de mamona. Através de testes quimicos simples, contu
do, nao se pode afirmar que tal alérgeno seja uma proteina ou carboidra

to.



SUMMARY

In this study the allergenicity of castor bean (Ricinus
communis) meal of industrial origin was verified. In order to evalu-
ate some simple methods of the allergens the meal was subjected to
heat treatment in an autoclave as follows: a) moist heat only b)
moist heat in hydrochloric acid and c) moist heat in sodium hidroxi-
de, both at 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 & (w/w). Autoclaving periods of 10,
20, 30, 40, 50 e 60 minutes at 121 9C were selected. The degree of
deallergenization of meals was assessed by both the agar-gel double di
fussion and passive cutaneous anaphylaxis in mice. Moist heat with
either HC1 or NaOH was more effective in lowering both the immuno-pre-
cipitating and the anaphylactic properties. Although sodium hidroxide
had greater inactivating power on the allergen than the acid, the
latter treatment appeared to be less damaging to the protein. This was
observed through total aminoacid determination which revealed 1losses
of principally cysteine and lysine. A 10-day Protein Efficiency Ratio
test in which casein was partially substituted for by the castor bean
protein, confirmed the lower nutritional value of the alcali- treated
meal. The presence of some allergen was detected in the condensed wa-
ter vapors proceding from the heating of industrial céstor bean meal.
Through simple chemical tests, however, it cannot be said that such

allergen is either a protein or a carbohydrate in nature.



1. INTRODUCAO

N

A semente de mamona in natura apresenta cerca de 40 a 50 % de
0leo e aproximadamente 17 a 20 % de protefna. Da extracao industrial do
0leo de mamona obtem-se como subproduto o farelo de mamona, o qual contém
cerca de 32 a 50 % de proteina.

A principal utilizacdo do farelo de mamona de origem industri-
al, por tradicdo, tem sido como adubo organico, seja na aplicacao direta
Ou na preparacao de adubo misto. Devido ao elevado teor protéico,l tanto
no Brasil como em outros paises, tem havido grande interesse na utilizacido
desse subproduto para formulacdo de racoes animais, porém com sérias 1imi-
tacoes. A baixa utilizacdo do farelo ocorre, aparentemente, por duas ra-
z0es: |

1) Devido ao elevado teor de fibra proveniente da casca, a
qual tem sido incluida como auxiliadora no processo de extracdo do Gleo, o
farelo somente pode ser acrescentado &s racoes em quantidades limitadas pa-
ra nao diminuir a eficiéncia da mesma.

2) A presenca de composto ou compostos alergenicos, que facil-
mente resistem aos tratamentos convencionais usados para a inativacao da
proteina toxica ricina. Nos animais alimentados com farelo de mamona, o ma
terial alergénico acumula-se nos seus tecidos e pode ser repassado ao ho-
“mem que venha a alimentar-se da carne desses animais.

Independentemente da modernizacgdo do processo de extracao do
0leo que eventualmente reduziria o teor de fibras, se faz necessirio estu-
dar a possibilidade de inativar ou eliminar o alérgeno presente no farelo

de mamona industrial.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

~ 2.71. CULTURA DA MAMONEIRA

A mamoneira € uma planta oleaginosa da familia euforbiacea,

género Ricinus, espécie Ricinus communis. Sao conhecidas cerca de vinte va

riedades da espécie. No Brasil, a planta € comumente conhecida como carra
pateira, palma de cristo e ricino. Os frutos sao capsulas espinhosas con-
tendo sementes oleaginosas (19). Na Tabela 1 & apresentada a  composicao

centesimal da semente de mamona.

TABELA_l. Composigcdo centesimal da semente de mamona(com casca).

COMPONENTE (%)
Umidade 5,14
~ Cinza ' 2,73
Oleo 46,65
Proteina 17,88
Fibra 14,99
Carboidrato 12,61

JONES, D.B., 1947 (21).

A origem da cultura da mamoneira & duvidosa, sendo dada pela
maioria como asidtica ou africana e por alguns até mesmo como americana.
No Brasil, € conhecida desde a época colonial, quando dela se extraiu o
- 0leo para lubrificar os engenhos de cana-de-acicar. £ cultivada na maio-
ria dos paises tropicais e nos temperados mais quentes. No Brasil : a
planta aclimatou-se extraordinariamente, sendo encontrada em estado sub-

espontaneo em grandes ireas do territdrio nacional (37).



A producao mundial de semente de mamona e dos principais pai-
ses produtores € mostrada na Tabela 2. O Brasil foi o maior produtor de
semente de mamona nos anos de 1978, 1979 e 1980, sendo responsavel por

37,2 , 36,0 e 33,2 % da producio mundial, respectivamente.

TABELA- 2. Producao de semente de mamona nos principais paises produtores
nos anos de 1978 a 1980.

PRODUCAO (TONELADAS)

PATSES
1978 . 1979 1980

Brasil 317.000 327.000 281.000
India | 217.000 236.000 233.000
China 98.000 115.000 120.000
Russia 43.000 62.000 58.000
Tailandia 43.000 37.000 26.000
Subtotal 7 718.000 767 .000 718.000
Mundo 852.000 907.000 845.000

Tabela 30. FAO PRODUCTION YEARBOOK, 1980 (12).
2.2. INDUSTRIALIZACAO DA SEMENTE DE MAMONA

A semente de mamona reveste-se de importancia pelas varias
aplicacoes de seu 0leo no mundo moderno. Praticamente, toda a producgao
de semente de mamona é industrializada, obtendo-se como produto. principal
0 0leo e como subproduto o farelo de mamona. A extracio do 6leo na indds-
tria é feita com o uso de prensa e/ou lavagem com solvente (43).

0 6leo de mamona, representando cerca de 40 a 50 % do peso da
semente (21); contém como componente principal o acido ricinoléico, o qual

chega a atingir teores de até 90 % dos acidos graxos totais e confere ao



0leo algumas caracteristicas especiais como: solubilidade em etanol e em
hexana quente, pouca solubilidade em eter de petroleo e alta viscosidade e
reatividade quimica (15). O Brasil tem exportado entre 100.000 e 150.000
toneladas/ano de oleo de mamona, contribuindo com cerca de 72 , 86 e 65 %
do total da exportacdo mundial nos anos de 1977 , 1978 e 1979, respectiva-
mente (Tabela 3). Segundo o trabalho elaborado pelo Ministério das Rela-
¢oes Exteriores do Brasil, o consumo mundial deste 6leo devera elevar-se

em 1987 para cerca dg 400.000 toneladas (43).

TABELA 3. Quantidade de 6leo de mamona exportado pelos principais paises
nos anos de 1977 a 1979.

EXPORTACAO (TONELADAS)

PAISES
1977 1978 1979

Brasil 101.270 143.070 140.339
India 24457 4.879 56.000
China 2.000 6.000 6.800
Equador 3.864 1.426 4.960
Alemanha Ocidental 2.904 3.332 4.680
Paises Baixos 1.673 1.792 1.377
Subtotal : 136.168 160.499 214.156
Mundo - 139.741 165.289 217.123

MOURA, P.A.M., 1981 (37).

A utiliiagio do 6leo de mamona & voltada quase que totalmente
para fins industriais. Existem aproximadamente 80 aplicacGes (43) para es
te 0leo, algumas das quais sao mencionadas a seguir:

LUBRIFICANTE: Ha situacGes especificas em que somente o 0leo de mamona po-

de ser utilizado, como por exemplo, onde ocorre grandes variacGes de tempe

ratura. Neste caso ele € o tnico recomendado, pois ndo altera a viscosida



de entre as temperaturas de -30 a +270 9C. Por isso, este 0leo €  muito
utilizado na lubrificacdo de turbinas de aeronaves que percorrem Tegioes
com variacoes bruscas na temperatura. Outras caracteristicas especificas
deste 0leo s@o a sua alta aderéncia a superficies e elevada viscosidade.
Na Bahia, esta sendo instalada uma indﬁétria que vai produzir um 1lubrifi-
cante sintético com caracteristicas superiores as dos lubrificantes deriyg
dos do petrdleo, e que utilizari o 6leo de mamona como matéria prima. O 1u
brificante sintético, se utilizado em motores a explosao, permitira a troca
do 6leo de 50.000 em 50.000 km.

COMBUSTIVEL: Com o advento da alta de precos do petrdleo, o 6leo de mamona
passou a receber atencdo especial, pois este 6leo poderd ser utilizado em
substituicao ao Gleo diesel, conforme pesquisas que estao sendo realizadas.

NA_INDUSTRIA QUIMICA E FARMACEUTICA: Devido a existéncia de diversos tipos

de acidos graxos em sua composicao, o 0leo de mamona proporciona uma série
de utilizaces, como por exemplo, na fabricacdo de plasticos, tintas, ver-
nizes, impermeabilizantes, isolantes, cofantes, anilinas, desinfetantes,
colas, aderentes, germicidas, fungicidas, inseticidas, cosméticos, drogas
farmaceuticas, etc.

NA INDUSTRIA AUTOMOBILISTICA: Além dos usos indiretos, como nas tintas,por

exemplo, o 6leo de mamona € quase que o Unico componente dos  fluidos hi-
draulicos dos freios dos veiculos. I também o mais indicado para a pulve-
‘rizagcao dos chassis e motores apos a lavagem, pois. no proporciona o resse

camento das partes feitas de borracha ou plastico.

2.3. FARELO DE MAMONA

Da extragdao do 6leo de sementes de mamona, obtém-se como sub-
produto industrial o farelo, que contém cerca de 32 a 45 % de  ptoteinas

(43). O Brasil produziu nbs anos de 1978 » 1979 € 1980 em torno de -



158.000 , 163.000 e 140.000 toneladas de farelo de mamona, respectivamente
(calculos estimados apartir dos dados da Tabela 1. Na Tabela 4 é apresen
tada a composicdo centesimal do farelo de mamona, e para comparacao apare-

ce também os farelos de amendoim, girassol e algodio .

TABELA 4. Composicdo centesimal (%) de alguns farelos.

COMPONENTE MAMONA AMENDOIM GIRASSOL ALGODAO
Unidade 7,48 10,35 6,48 10,46
Cinza 7,65 5,19 7,50 9,82
Oleo 2,62 1,39 1,12 1,44
Proteina 45,00 50,87 31,47 37,91
Fibra 32,84 9,36 13,07 16,60
Extrato Nao Nitrogenado 7,91 22,84 24,87 23,77

ROLIM, A.A.B., 1981 (43).

A principal aplicacdo do farelo de mamona ainda tem sido como
adubo organico (51), seja na aplicacao direta ou na preparacio de  adubos
mistos. Como adubo, tem se mostrado bastante superior ao esterco de bovi-
no, pois apresenta 3,77 , 1,62 , 1,12 e 6,41 % respectivamente de N , P
K e Ca contra 0,34 , 0,13 » 0,35 e 0,82 % dos mesmos elementos encontrados
no esterco bovino (43). |

Apesar de seu elevado teor proté€ico o uso do farelo de mamona
como ingrediente para racdes animais ainda tem sido limitado, principalmen
te, por duas razdes: o teor de fibra proveniente da casca e a presenca de
material alergenico, que facilmente resistem aos tratamentos fisicos e qui
micos usados com sucesso para inativacao das substancias toxicas ricina e
ricinina.

Considerando que, os métodos usados atualmente para a destoxi-



cacao do farelo de mamona podem nao ser completamente eficientes, seria de
interesse incluir nesta revisio os efeitos que a ricina, a ricinina,o 6leo
residual e a fracdo alergénica podem ter sobre os animais que o consomem ,

bem como o valor biologico do farelo.
2.3.1. OLEO RESIDUAL

Contrario a idéia de que o ainda escasso Gleo residual contido
no farelo de mamona (Eerca de 2 %) poderia causar problemas fisioldgicos
(21) ,tem sido demonstrado que o acido ricinoléico presente no 6leo nio tem
acao purgativa quando misturado com alimentos (15). A adicio de 1e 5 ¢
de 6leo de mamona ndo tem apresentado efeitos adversos em galinhas (15).

E interessante observar que, o 0leo de mamona tem sido consumido por pes-

S0as ao ser usado como adulterante (10 %) de 6leo comestivel (15,43).
2.3.2. FATORES TOXICOS E ALERGENICOS

2.3.2.1. RICINA

As antigas civilizacGes grega, egipcia, hebraica, romana e chi

nesa ja tinham conhecimento da tocidade das sementes de mamona (14). Se-

gundo JONES (21), foi DIXSON, em 1887, o primeiro a isolar uma fracao toxi
ca da semente de mamona, e o nome ricina foi atribuido por STILLMARK em

1888, o qual demonstrou ter essa fracao protéica a propriedade de agluti-

nar os globulos vermelhos de sangue humano e de animais. FEm 1905, OSBORNE

E COL., segundo JENKINS (22), purificaram uma albumina répresentando 1,5 %

do farelo de mamona, com elevado peso molecular, alta toxidez e acdo hema-

glutinante, a qual foi identificada como sendo a ricina. WALLER E NEGI
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(58) isolaram a ricina dos farelos comercial e preparado no laboratoério,
em quantidades de 0,10 e 0,99 %, respectivamente.

A ricina provoca a morte de um animal quando administrada pdr
qualquer via em doses relativamente pequenas. A dose letal média da rici
na bruta para o camundongo, por via intraperitoneal, & de 28 Mg de nitro-
génio por kilograma de peso corporal (55). Ricina provoca nauseas, diar
réia, perda de apetite, prostracio geral, convulcdo, hemorragia intesti-
nal, e finalmente, parada dos sistemas respiratorio e vasomotor (21,22).

Embora a ricina isolada nio seja facilmente inativada ‘quando
seca, torna-se indcua quando aquecida com calor tmido (15). A toxidade
da ricina € destruida quando uma solucdo aquosa desta albumina € aquecida
até o ponto de fervura, ou até mesmo no ponto de coagulacdo da - proteina
@n.

A toxidez do farelo de mamona industrial, independente do pro
cesso de extracao do 6leo, tem sido demonstrada: a) injetando em animais
de laboratorio (cobaias,ratos), por via intraperitoneal e subcutanea,
extrato protéico fisiologico do farelo (22,51); b) por teste de hemaglu-
tinacao (18,41); e c¢) através da alimentacao de ratos e pintinhos com
dietas contendo farelo de mamona (23). Contudo, o processamento da semen
te de mamona por prensagem tem resultado num farelo com menor toxidade,em
comparacao com o processo de extracao com solvente (23). Isto se deve
provavelmente, ao envolvimento de temperaturas mais elevadas na extracio
POr prensagem, as quais provocam a desnaturacio da riciﬁa.

Varios tratamentos tem sido aplicado no farelo de mamona in-
dustrial para extracdo ou inativacdo do componente t6xi¢o ricina. Segun-
do KODRAS E COL. (23), a autoclavagem com calor Gmido a 125 oC por 15 mi-
nutos, mostrou ser eficiente para destoxicar completamente o farelo, como

evidenciado pelos testes de alimentacao de ratos e pintinhos. Outros tra
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tamentos fisicos e quimicos foram igualmente eficientes para destoxicacdo

do farelo.
2.3.2.2. RICININA

Un alcaldide apresentando também atividade toxica, denominado
ricinina, tem sido encontrado na semente e farelo de mamona (23,58). Este
composto € solvel em agua e alcool, mas pouco soldvel em &ter e benzeno
(58). _

Segundo FONSECA (14),.a ricinina foi isolada pela primeira
vez por TUSON em 1864, e teve sua estrutura determinada por HENRY em 1949,
WALLER (58) encontrou 0,02 % de ricinina no farelo de mamona industrial e
0,1 % no farelo preparado no laboratdrio. Ja FULLER E COL. (15) encontra
ram 0,3 % no farelo industrial.

A ricinina, por ser considerada apenas como medianamente toxi .
Ca e estar presente no farelo em quantidades muito pequenas, nao € consi-
derada nociva, desde que seja usada nas racbes em niveis moderados (18,
33). KODRAS E COL. (23) alimentando ratos e pintinhos com farelo de mamo
na autoclavado, nao observaram qualquer evidéncia de intoxicacio atribui-
vel a ricinina.' Segundo FULLER E COL. (15), .pesquisadores japoneses de-
monstraram que a ricinina inibe o crescimento de pintinhos, quando sao

“alimentados com grandes quantidades de farelo de mamona.Nas suas proprias
investigacées, FULLER E COL. (15) também evidenciaram o efeito adverso
da ricinina no crescimento de pintinhos, demonstrando que o crescimento
dos mesmos € retardado, quando doses elevadas de ricinina pura sao inclui
das nas suas dietas. Em pintinhos alimentados com racao contendo farelo
de mamona, o efeito nocivo devido a ricinina somente foi evidenciado na-

queles cujas ragGes continham niveis elevados de farelo,acima de 10 a 159%.
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2.3.2.3, ALERGENO
2.3.2.3.1. SISTEMA IMUNOLOGICO NOS ANIMAIS

Durante muitos anos a resposta imunologica foi vista como in-
teiramente favoravel para o organismo vivo. Mais recentemente, numerosas
observacoes mostraram que nem sempre uma reacao imunolégica era favorSvel
ao organismo, pelo contrario, muitas vezes prejudicava-o. Esse tipo de
reacdo imunoldgica lesiva ao organismo denomina-se atualmente, reacao de
hipersensibilidade ou reacio alérgica. 0 organismo, tecido ou cé€lula ca-
paz de apresentar uma reacdo de hipersensibilidade diz-se estar sensibili
zado (5,42).

As reacoes alérgicas sendo reacoes imun016gicas sao extrema-
mente especificas. O organismo sensibilizado reage exclusivamente com o
determinante antigénico usado como imunGgeno ou com estruturas semelhan-
tes.

Um antigeno € definido como uma substancia que apresenta duas
caracteristicas fundamentais (5,42):

a) capacidade de induzir a resposta imune num organismo vivo,
que se denomina de imunogenicidade;

b) capacidade de reagir especificamente com os anticorpos ou
- linfécitos sensibilizados resultantes da sensibilizacdo in vivo ou in vi-
tro, que se denomina de antigenicidadé ou especificidade antigénica.

0 antigeno responsavel pela reacao alérgica ou reacdo de hi-
persensibilidade € frequentemente referido como alérgeno. Alergenicidade
ou especificidade alergénica € a propriedade que tem o élérgeno de reagir
especificamente com os anticorpos previamente sensibilizados (5,42).

Haptenos sao substancias que s6 induzem a resposta imune quan
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do conjugados com outras substancias imunogénicas. Substincias compléxas,
como polissacarideos e varias substancias de pequeno peso molecular e de
estrutura muito simples, que, por si sé nio sio imunogénicas, podem funci
onar como haptenos quando conjugadas.quimicamente com proteinas. Quando
o conjugado € injetado em animais, estes respondem com a sintese de anti-
COrpos que reagem nao apenas com O conjugado (hapteno-proteina) original,
mas também com conjugados da mesma substancia (hapteno) com outras protei
nas, e mesmo com o hapteno isolado (5,42).

Os trechos da molécula antigénica ou antigeno aos quais os an
ticorpos se combinam s3o denominados determinantes antigénicos. Provavel-
mente, os determinantes antigénicos de proteinas naturais contem apenas 4
a 5 aminodcidos, ocupando somente uma diminuta fracdo do volume da molécu
la inteira (5,42).

A capacidade discriminadora dos anticorpos € de tdo alto grau
como igualmente as enzimas nas reacdes enzimaticas. A interacio antigeno
-anticorpo'depende de forcas intermoleculares nio covalentes que se exer-
cem eficazmente a distancias muito curtas. Assim, a perfeicdo do encaixe
do determinante antigénico com o sitio combinatorio do anticorpo depende
da complementariedade espacial de suas estruturas. Quanto mais perfeita
a complementariedade, maior a area de contato entre as duas moléculas e
maior a afinidade da combinac3o.

Imune-soro a um antigeno qualquer € o soro que reage especifi
camente contra aquele antigeno. |

Por sugestao de HEREMANS, todas as proteinas que exibem ativi
dade de anticorpo Ou que se relacionam antigenicamente 3s moléculas de an
ticorpo sao, hoje, designadas coletivamente de imunoglobulinas e, por pro
posta de um grupo de peritos da Organizagao Mundial da Saide designam-se

abreviadamente por Ig. As imunoglobulinas sdo classificadas em IgG, IgA,
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IgM, IgD e IgE (5).

Os anticorpos da classe IgE sao responsaveis pelos fenomenos
anafilaticos em varias espécies e particularmente no homem. A molécula
IgE & formada como resultado da sensibilizacdo de linfécitos B pelo alér-
geno. Osllinf6citos B sensibilizados se diferenciam histologicamente,foz
mando -c€lulas plasmiticas secretoras de IgE. A IgE, como as demais imuno
globulinas, € formada de duas regioes: a regiao Fab, que € o sitio combi-
natdrio para o antigeno, e a regiao Fc, através da qual a imunoglobulina
se liga ao mastocito ou baséfilo. Num segundo contato havera ligacdo do
alérgeno com as regides Fab das imnoglobulinas fixadas as células, fato
que desencadeia uma série de modificacoes de membrana e reacoes bioquimi-
cas, que culminam na liberacdo de granulos contendo substincias farmacolo
gicamente ativas, como a histamina e serotonina. Estes mediadores indu-
zem contracao da musculatura lisa, vasodilatagio e aumento da permeabili-
dade dos capilares (5,42).

A anafilaxia pode se apresentar como um fenomeno geral que
atinge todo o organismo, como acontece sempre que o al€rgeno & injetado
por via intavenosa ou também como um fenomeno localizado, em que o alérgg
no atinge determinado orgdo ou tecido, por vias extravasculares. No pri-
meiro caso denémina-se anafilaxia sistémica (ou thoque anafilatico) e no
segundo anafilaxia local. Mais frequentemente a anafilaxia se revela por
- fendmenos localizados, podendo instalar-se na pela, no aparelho respirato
rio ou no tubo digestivo_(S).

A atopia € uma doenca alérgica do tipo anafilatica, provavel-
mente controlada geneticamente, existente em determinadas pessoas que se
sensibilizam muito ficil e expontaneamente a um grande nimero de alérge--
nos presentes na natureza (5,42).

A anafilaxia cutanea passiva(ACP) é uma doenca alérgica ou de

hipersensibilidade localizada na pele,que consiste em sensibilizar uma pe
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quena area da mesma com injecdo intradérmica de anti-soro e, apGs um perio
do de sensibilizacio adequado, injeta-se o alérgeno por via intravenosa
juntamente com um corante, como o azul de Evans para facilitar a leitura
da reacdo. O alérgeno atinge rapidamente o local sensibilizado, reage com
0 anticorpo IgE ligado aos mastdcitos do tecido local, provocando a libera
¢do de substancias farmacologicamente ativas, tais como a histamina e soro
tonina, que produzem aumento da permeabilidade capilar local evidenciada

pelo azulecimento da’ area (5,40).
2.3.2.3.2. CASOS DE ALERGIAS OU HIPERSENSIBILIDADE A MAMONA

Segundo SPIES (45) e JENKINS (22), foi ALILARE, em 1914, o pri
meiro a observar a hipersensibilidade humana 3 mamona. ALILARE teve de a-
bandonar suas pesquisas com mamona devido a violéncia dos sintomas por ela
causados, descritos peloféutor como.coceira dos olhos, fotofobia, vermelhi
dao e edema da conjutiva, abundante lacrimejamento, fortes espirros, tos-
ses, dispnéia, coceira e erupcao da pele.

Sao numerosos os casos existentes na literatura médica e cien-
tifica atribuindo ao farelo de mamona o aparecimento de centenas de sensi-
bilizacOes alérgicas. Em 1923, foi relatado'por‘BERNTON, um caso de sensi
bilidade ocupacional 3 semente de mamona, isto €, pessoas cujo = ‘trabalho
consistia no manuseio da semente de mamona tornaram-se sensiveis a mesma
(22).

FIGLEY E ELROD (13), em 1928, demonstraram que os sihtomas as-
maticos de 30 moradores de Toledo, Ohio, eram causados pelo p6 de farelo
lancado na atmosfera por uma fabrica de extracao de oleo de mamona, insta-
lada nas proximidades daquela cidade. A sensibilizacao ao alérgeno da se-

mente de mamona pela inalacdo do po foi demonstrada experimentalmente por



16

RATNER E GRUEHL, em 1929 (21).

Em 1930, VAUGHAN também julgou ter sido o alérgeno da mamona o
agente causador de varios casos de asma em que as pessoas ficaram expostas
a um fertilizante contendo farelo de mamona (21,47). Em 1945, foi relata-
do por BERNTON um caso de alergia intensa acometida por uma pessoa que a
indispos para o trabalho por duas semanas, tendo como agente sensibilizan-
te a proteina de semente de mamona 2n.

Em 1949, KODRAS E COL. (23) registraram em seu trabalho sobre
"Destoxicacdo do Farelo de Mamona"' que varios funcionarios do laboratdrio
ficaram sensibilizados, necessitando de precaucoes especiais para o manu-
seio do farelo.

MENDES E COL. (30) no trabalho publicado em 1953, descreveram
a ocorréncia de um surto epidémico extremamente grave de asma bronquica em
agosto de 1952, na cidade de Bauru, estado de Sao Paulo, que causou 9 &bi-
tos dos 150 casos notifiéédos as autoridades sanitarias. Havia na cidade’
uma indGstria de extracao de 6leo de mamona e o surto epidemico coincidiu
com as modificagoes introduzidas no método de extracdo do dleo para um
maior aproveitamento. A modificacdo consistia em lavar a torta com 0 sol-
vente hexana ap0s a prensagem final. Esta modificacdo tornou mais facil a
formacao e dispersio do po durante o manuseio do.farelo. Trinta pacientes
foram submetidos a exames laboratoriais e ficou comprovado que o alérgeno
" da mamona era 0 agente etiologico daquele surto epidémico.

ORDMAN descreveu um surto epidémico de asma bronquica no  sul
da Africa, em que o pé de farelo de mamona eliminado de uma fabrica de
processamento de 0leo afetou 200 moradores da regiao (22).

FULLER E QOL. (15), em 1971, relataram em seu trabalho que ,mui
tas das pessoas residentes nas areas onde o farelo de mamona estava sendo

manuseado ficaram sensibilizadas ao poO proveniente do mesmo, com tal in-
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tencidade que chegaram a apresentar efeitos respiratlrios graves.
2.3.2.3.3. IDENTIFICACAO, ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO ALERGENO

A atividade alergénica da mamona foi atribuida erroneamente
por ALILAIRE, em 1914, 3 toxalbumina ricina. Porém, a presenca de um a-
gente alergénico distinto da ricina foi demonstrado em 1929, por RATNER E
GRUEHL. Um ano depois, BARNARD preparou um extrato alergénico, nio toxi-
Co, cujo alérgeno mostrava-se solivel em agua, precipitavel em alcool, es-
té&el ao calor e nao dialisdvel. Uma fracdo alergénica e nao toxica foi
isolada da semente de mamona por GRABAR E KONTSEFF em 1934, apresentan-
do as mesmas propriedades descritas anteriormente por BARNARD,com excegao
de que era dialisavel. GRABAR E KONTSEFF mostraram que a casca, o caule e
a folha da planta também continham alérgeno (21,22,45).°

Uma fracao glicoprotéica altamente alergénica e nao téxica de-
nominada CB-1A (Castor Bean - Método 1A usado para o algodao), foi isolada
do farelo de mamona desengordurado e destoxicado no laboratdorio por SPIES
E COULSON (45). O rendimento desta fracao foi igual a 1,8 % e apresentava
as seguintes propriedades: solivel em dgua, solivel em etanol a 25 %, mas
insolivel neste mesmo solvente a 75 %, nao precipitavel com acetato basico
de chumbo, parcialmente dialisivel e éstével em agua fervente. A especifi

‘cidade antigenica e alergénica do CB-1A & atribuida ao componente proteina
9.

Varios foram os trabalhos desenvolvidos na tentativa de fracio
nar o CB-1A e varias foram as investigacGes realizadas sobre a antigenici
dade e alergenicidade das fracdes. Segundo DAUSSANT (10), em 1958,MOURGUE
E COL. separaram as proteinas totais de sementes de mamona nao gefminadas,

extraidas em pH 6,4 a 7,5 por eletroforese em papel e obtiveram sete fra-
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¢bes, das quais quatro foram catddicas e trés anddicas. BERRENS, em 1971,

comparou a migracdo eletroforética de vinte-seis diferentes alérgenos e

concluiu que os alérgenos atdpicos eram glicoproteinas anddicas de movimen

to rapido, mas as proteinas alergéniéas basicas das sementes de mamona
constituiam uma excecdao a este padrao geral. BERRENS também afirmou que o

ponto isoelétrico das proteinas alergénicas das sementes de mamona  estao

situadas na faixa de pH basico. SOBOLEV E COL., em 1972, fracionaram ex-

tratos de sementes de mamona madura em cerca de nove bandas, pela combina-

cao da eletroforese em gel de poliacrilamida e imunodifusio. |

Uma fracao glicoprotéica livre de glicideos foi obtida -  do
CB-1A, a qual ainda continha a especificidade antigénica ou antigenicida-
de, embora tivesse diminuido em onze vézes a sua capacidade de sensibiliza
¢80 ou imunogénica (8,46). A mistura de proteinas livre de carboidratos
obtida da fracdo CB-1A foi fracionada em quatro bandas pela eletroforese
em gel de poliacrilamida e a anilise de difusio em gel mostrou que todas
as bandas continham um antigeno principal comum (31).

LAYTON E COL. (26) obtiveram da fracao CB-1A seis fracGes dis-
tintas através da cromatografia em coluna de DEAR celulose, e que pelo tes
te de Schultz-Dale mostraram ser alergénicas. Através da eletroforese em
papel, LAYTON E COL. (27) encontraram um minimo de seis bandas, que se mos
traram alergénicas no teste de anafilaxia cutanea passiva (ACP) aplicado
.em cobaias, mas apenas cinco bandas mostraram ser alergénicas para o homem.

SPIES E COULSON (52) encontraram dez sub-unidades na fracao
CB-1A, através da cromatografia de troca idnica e eletroforese em acetato
de celulose. Todas as fracdes separadas apresentaram atividade antigéni-
ca, e embora quimicamente distintas possuiam uma especificidade antigénica
principal comum para todas as fragcSes. Com relacdo a atividade alergéni-

ca, houve evidéncias de que a especificidade antigénica principal comum em
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todas as fracoes seja também o principal alérgeno, embora seja possivel
que cada antigeno quimicamente diferente funcione como um alérgeno diferen
te. Um minimo de oito antigenos foi encontrado por SPIES (54) pelo tesfe
de difusao em gel nas bandas eletroforéticas do CB-1A. SPIES E BARRON (53)
obtiveram seis fracGes através da analise eletroforética em acetato de ce-
lulose do CB-1A, sendo que quatro destas fracGes apresentaram uma especifi
cidade antigénica principal comum ou idéntica. O antigeno principal foi
estimado em 85 % do complexo total obtido do primeiro fracionamento eletro
forético do CB-1A. |

DAUSSANT E COL. (10) identificaram pelo menos sete  antigenos
principais num extrato protéico total fisiologico de mamona madura nio ger
minada, mediante andlise imunoeletroforética. A fracao CB-1A foi identifi
cada no extrato protéico total e continha um antigeno principal e pelo me-
nos dois antigenos menores. Alguns antigenos das sementes de mamona dormen
tes desapareceram significantemente apos seis dias de germinacao, mas o
antigeno principal do CB-1A continuava ainda presente.

TRUGO (56) fracionou o CB-1A em sete fragoes usando coluna de
Sulfopropil Sephadex e sistema tampao em gradiente de pH. Todas as fracoes
apresentaram atividade alergénica no teste de anafilaxia cutanea passiva
(ACP).

GARCIA (17) isolou e purificou da fracao CB-1A um componente
“chamado por ela de CB-11af SF3, usando cromatografia de troca ionica, ele-
troforese e eletrofocalizacdo em gel de poliacrilamida. Esse componente
se mostrou alergenico no teste de anafilaxia cutanea passiva (ACP), e apre
sentou uma linha de precipitacdo no teste de imunodifuséo em gel com anti-
soro CB-1A de coelho.

0 CB-1A € definido como uma mistura compléxa de proteinas de

baixo peso molecular e proteinas complexadas com diversas proporgoes de po



20

lissacarideos e que contém pelo menos um componente alergeénico principal.
. Os componentes da fracdo CB-1A sio imunologicamente diferentes de  outros
antigenos da semente de mamona (8,45,46,48).

A fracdo CB-1A tem induzido a formacao de anticorpos no homem,
e em alguns casos induziu a formacio temporaria de anticorpos do tipo rea-
gina e causou sensibilizacio cutinea (50). ReagGes cutaneas positivas fo-
ram obtidas em pessoas sensibilizadas a mamona com solucao a 1 % de CB-1A
diluida em 1 : 106. Reacoes de transferéncia passiva positiva foram induzi
das em pessoas nio sensibilizadas a mamona com 1510g de CB-1A (45).

As proteinas da fracao CB-1A sao caracterizadas pela -auséncia
do aminoacido triptofano e a presenca de proporgcoes relativamente altas de
arginina e acido glutamico (48). No que se refere ao conteido do CB-1A no
farelo de mamona encontrou-se diferenca nos dados apresentados na literatu
ra, os quais dependem da espécie e variedade da semente; do procedimento
de extracao do Sleo e do método usado para avaliar o seu teor. SPIES E
COULSON (45) isolaram o CB-1A do farelo de mamona preparado no laboratdrio
apartir da variedade doméstica, obtendo rendimento de 1,8 $. Usando o mes
mo procedimento para isolamento do CB-1A, SPIES E COL. (47) alcancaram ren
dimento de 0,45 % a partir de farelo de mamona comercial. WALLER E NEGI
(58), em 1958, obtiveram contetdo de 1 $ para farelo preparado no laborato
rio e 0,5 % para farelo comercial. éOULSON E COL. (9) reportaram contetdo
‘de 6a9 bara farelos destoxicados preparados no laboratdrio e 0,09 a

4,2 % para farelos comerciais.
2.3.3. USO DO FARELO DE MAMONA DESTOXICADO COMO RACAO ANIMAL

Varios métodos tem sido empregados visando remover ou inativar

0s componentes t6xico$ da mamona. Segundo KODRAS E COL. (23) e PERRONE E



21

COL. (41), varios tratamentos foram sugeridos por diversosv pesquisadores
entre os anos de 1934 a 1957 visando a destoxicacao do farelo de mamona.

Nos testes de alimentacio de ratos e pintinhos, KODRAS E COL.
(23) demonstraram que as proteinas de farelo de mamona destoxicado sao de
baixo valor bioldgico. Aqueles autores observaram que, tanto os ratos co-
mo os pintinhos nao apresentaram crescimento normal quando o farelo de ma-
mona destoxicado foi a principal fonte protéica da racao, concluindo ser
as proteinas de mamona de baixa qualidade.

RAIMO, em 1958 (citado por LAUN E COSTA, 24), estudou a possi-
bilidade de se utilizar o farelo de mamona destoxicado até€ o maximo de
15 % do total da racdo destinada para a alimentacdo de pintos. Além deste
limite, RAIMO constatou crescimento retardado e elevada mortalidade nos
pintos. O autor atribuiu como causa do retardamento no crescimento dos
pintos o alto teor de fibras das racoes que € incluida no farelo de mamo-
na. A elevada mortalidade dos pintos o autor atribuiu como sendo possivel
mente a intoxicacdo progressiva ocasionada pela ingestao de farelo de mamo
na destoxicado apenas parcialmente.

GADELHA E COL. (16) em estudos sobre a substituicao parcial de
concentrado comercial por farelo de mamona atoxicado.em racoes de - frango
de corte, observaram que a eficiéncia alimentar das racoes melhorou propor
cionalmente com o aumento de farelo de mamona até um miximo de 8 %, a par-

“tir do qual o efeito foi negativo. Foi observado também que o custo de
producao da racdo abaixou em mais de 13 % com a inclusao de 8 % de farelo
de mamona atoxicado. Os autores concluiram que o nivel de farelo a ser
acrescentado nas racdes aviculas depende; principalmente, do teor de fibra
dos outros ingredientes.

LAUN E COSTA (24) estudaram o emprego do farelo de mamona des-

toxicado na alimentacdo de galinhas poedeiras em quantidades de 5 ,» 10 e
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15 % da racdo. Os autores verificaram que mesmo com somente 15 % de fare-
lo de mamona destoxicado a postura foi sensivelmente reduzida, embora sem
diminuicdo do peso vivo das galinhas ao final do experimento. Porém, com
10 e 15 % de farelo de mamona destoxicado, além de menor postura  ocorreu
também pequena diminuicio do peso vivo. Os autores atribuiram tal fato co
mo sendo, aparentemente, devido ao elevado teor de fibras do farelo de ma-
mona. Em vista dos resultados apresentados nio & aconselhavel incluir fa-
relo de mamona na preparacdo de racdes para galinhas poedeiras. Estes mes
mos autores mencionaram que, em experimentos anteriores, farelo de mamona
destoxicado foi usado em percentagens de 2,5 a 10 $ em racdes para pintos,
€ 0s resultados foram comparaveis ao da racao controle do experimento.
Elevando os niveis de farelo de mamona, porém, foi observado decréscimo da
eficiéncia, atribuida pelos autores a elevacdo do teor de fibra na racao.

Segundo VILHJAIMSDOTTIR E FISHER (57), fareio de mamona desto-
xicado tem sido usado no nivel de 10 % em racoes destinadas ao gado bovino
de corte e nenhum efeito doentio foi observado, mas quando usado no mesmo
nivel como fonte protéica complementar para gado leiteiro, a manteiga pro-
duzida do leite destas vacas apresentou viscosidade ligeiramente aumentada
e teor de iodo reduzido. Contudo, o gado bovino de corte alimentado com
racao contendo 10 % de farelo de mamona ingeriu menor quantidade de racao
que o gado alimentado com racdo contendo o mesmo nivel de farelo de algo-
-déo, € o crescimento foi correspondentemente menor.

Estudos comparativos do uso do farelo de mamona atoxicado, de
soja e de algoddo como fonte protéica para gado leiteiro foram realizados
por NAUFEL E COL. (39). O experimento foi realizado com doze vacas em lac
tacao, por um periodo de 84 dias, sendo usadas racdes contendo o mesmo ﬁi-
vel protéico. Os animais foram mantidos em estabulacao permanente, rece-

bendo feno de Jaragua como alimento volumoso e as ragdes contendo farelo
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de mamona, de soja e de algodao como concentrados, em quantidade ajustada
semanalmente de acordo com a producdo de leite, na base de 1 kg por 2,5 kg
de leite produzido. Os animais foram submetidos a duas ordenhas diérias.e
pesagens semanais. Os resultados obtidos indicaram que, pelo menos em
periodos de curta duracao, como neste experimento, o farelo de
mamona atoxicado pode ser utilizado como fonte proéica em igualdade de con
dicoes com os farelos de algoddo e de soja, na alimentacdo de vacas em lac
tacao. Durante todo o experimento nao foram observados fendmenos de natu-
reza toxica nem de recusa dos animais para qualquer dos trés farelos estu-
dados.

Experimentos semelhantes com vacas leiteiras foram realizados
por ASSIS E COL. (3,4), em que o farelo de mamona foi comparado com os fa-
relos de amendoim e algoddo. O tempo de duracao do experimento foi de 56
dias, durante os quais nio foi observado nenhum fenomeno toxico. Os resul
tados do consumo de alimentos, da variacdo do peso vivo e da producao de
leite, interpretados estatisticamente, revelaram nio ter ocorrido diferen-
cas significantes entre os trés farelos estudados, evidenciando que o fare
lo de mamona atoxicado pode ser utilizado como suplemento proté€ico na ali-

mentacao de vacas leiteiras.
2.3.4. DESALERGENIZACAO DO FARELO DE MAMONA

Que o alérgeno da mamona pode ser repassado.dos animais para o
homem foi demonstrado em estudos com peixe. LAYTON (29), em 1977, detec-
tou a presenca de antigeno alergénico em misculos de peixes alimentados
com racao contendo até 50 % de farelo de mamona comercial, quantidade con-
siderada suficiente para provocar manifestacoes alérgicas envolvendo o apa

relho respiratorio em pessoas ji sensibilizadas através do pd do farelo de
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mamona.

Em 1960, foi publicado por GARDNER E COL. (18) os resultados
do primeiro trabalho visando nao somente a destoxicacdo, mas também, a de-
salergenizacdo do farelo de mamona. Os autores desenvolveram métodos pra-
ticos de tratamento que poderiam ser combinados com os processos convencio
nais de extracdo do dleo por solvente. Os tratamentos envolveram cozimen-
to da semente moida crua ou do farelo, sob varias condicdes de temperatura
e umidade, com ou sem substancias quimicas como hidréxido de SOle acido
cloridrico, hipoclorito de sodio, formaldeido, amdnia, sulfato de amonia,
permanganato de potassio, uréia e com varias combinacoes desses agentes
quimicos. Foram feitos ainda tratamentos bioldgicos incluindo fermentacao
aerobica e digestdo enzimitica. Os autores apontaram como mais efetivos
na reducao do teor do alérgeno os seguintes tratamentos:

1. Aquecimento a seco do farelo a 205 OC por 125 minutos.

2. Coccao da semente moida tmida (16 %) a 80 oC por 15 minu-
tos com 2 § de hidroxido de sGdio e 10 % de formaldeido.

3. Coccao da semente moida umida (16 %) a 80 9C por 4 minutos,
com 0,9 % de acido cloridrico e 3 % de formaldeido.

4. Coccao da semente moida tmida (20 %) na autoclave a 125 OC
por 15 minutos, com 2 % de hidréxido de sédio. |

5. Coccao da semente moida umida (16 $) a 100 oC por 15 minu-

\tos, com 1 % de hidréxido de sédio.

As correspondentes percentagens de reducdo do contetdo do alér
geno para os cinco tratamentos mais eficientes mencionados acima foram de
100 , possivelmente 100 , 100 , 100 e 98,4 % respectivamente, segundo o
teste de imunoprecipitacdo. Quando avaliado pelo teste Schultz-Dale os
mesmos tratamentos resultaram em reducées de possivelmente 100 , 99,9 ,

99,9 e 100 ¢ respectivamente, ndo sendo mencionada a percentagem de redu-
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€0 para o Gltimo tratamento. Embora considerando o teste Schultz-Dale co
mo razoavelmente acurado, GARDNER E COL. (18) sugerem que Os testes finais
indicativos da presenca ou auséncia de alérgeno residual no farelo de mamo
na tratado sejam feitos com seres humanos.

' A SANBRA (Sociedade Algodoeira do Nordeste Brasileiro) (44) ,
um dos principais produtores de leo de mamona, a partir de 1960, apresen-
tou ao mercado brasileiro um produto denominado 'Lex Protéico", que & um
farelo de mamona destoxicado e desalergenizado (7,41). O Lex protéico se-
gundo a SANBRA € tratado com calor umido, contudo nio sio mencionadas as
condi¢oes de tratamento, nem os graus de inativacio.

No tratamento do isolado alergénico (CB-1A)E e do farelo de ma
mona com diferentes concentracGes de Ca(OH)Z, SPIES E COL. (51) determina-
ram as condigGes necessarias de temperatura, tempo e pH para inativar o}
alérgeno da mamona. O grau de desalergenizacdo foi medido através dos tes
tes de imunoprecipitacao, anafilaxia cutanea passiva e teste cutaneo dire-
to, os quais sao usados para avaliar a perda das propriedades do alérgeno
de imunoprecipitacdo, capacidade de neutalizar a reagina e reatividade cu-
tanea direta, respectivamente. No aquecimento a 100 9C de uma solugdo a
10 % de isolado alergénico (CB-1A)E com uma concentracao 0,028 M de
Ca(OH)z, 4 minutos foram suficientes para inativar a propriedade imunopre-
cipitante do antfgeno; porém as propriedades alergenicas de reatividade cu
~tﬁnea direta e capacidade de neutralizar a reagina foram inativadas somen-
te aos 32 minutos de tratamento. Quando o aquecimento da solucdo a 10 &%
de isolado alergénico (CB-1A)E com igual concentracao de Ca(OH)2 foi feito
a 120 °C a propriedade imunoprecipitante continuou a ser inativada apos 4
mlnutos, porém 8 e 16 minutos foram requeridos para inativar as proprieda-~
des alergenicas de neutralizacio da reagina e reatividade cutanea, respec-

tivamente . No tratamento a 100 9C por 32 minutos de uma mistura de
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farelo em agua (26 %), foram necessarias concentracdes de 8 e 16 % de
Ca(OH)2 (calculado sobre o peso do farelo) para inativar, respectivamentg,
as propriedades imunoprecipitante e reatividade cutidnea. O aquecimento de
igual mistura farelo-agua em temperatura mais alta igual a 120 °C, 'inati-
vou a propriedade de reatividade cutinea do alérgeno em tempo mais curto
de 8 minutos e menor concentracao de Ca(OH)2 igual a 8 4.

MOTTOLA E COL. (32) alcancaram bons resultados em 11 dos 54 di
ferentes processos estudados, utilizando o hidréxido de cilcio combinado
com calor umido e pressdo para tratamento do farelo de mamona. O fe%te de
avaliacao por eles empregado foi a anafilaxia cutanea passiva (ACP), em co
baias, injetando o antigeno por via intravenosa. Todos os extratos protéi
cos dos onze farelos tratados eficientemente deram ACP 1+ ou menos, equiva
lendo a uma reducdo parcial do conteddo de antigeno de 0,0001 ou menos em
relacao ao farelo nao-tratado. O tratamrnto em que se usou 8 % (p/p) de
Ca(OH)2 e autoclavagem a 140 oC por 60 minutos e uma mistura de farelo-
agua 1 : 3 (p/v) foi recomendado pelos autores como sendo o mais seguro.
Contudo, os autores nio declararam decisivamente que, com estes tratamen-
tos os farelos estariam totalmente desalergenizados para o homem.

Mais tarde, MOTTOLA E COL. (36), reproduzindo as condicdes de
tratamento do trabalho anterior (32), obtiveram semelhante desalergeniza-
cao do farelo em condicdes mais moderadas de tratamento, especificadas co-
‘mo segue: 4 % de hidroxido de cilcio (p/p) e autoclavagem a 120 °C por 15
minutos, usando uma mistura farelo-agua na proporgao de 1 : 2 (p/v). Os au
tores atribuiram tal ocorréncia ao uso de uma técnica de anafilaxia cuta-
nea passiva mais sensivel e reproduzivel (33), que consistia em injetar o
antigeno por via intradérmica, ao invés da via intravenosa empregada no
trabalho anterior.

Em 1971, MOTTOLA E COL. (34) avaliaram o efeito de tratamentos
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hidrotérmicos sobre uma mistura de farelo de mamona-agua né proporgcao de
2 :1 (p/v). O efeito de tratamentos a 114, 125 , 140 e 161 ©C por tempos
de 15 , 30 e 60 minutos, foi avaliado mediante teste de ACP em cobaias.
Todos os farelos tratados apresentaram atividade anafilatica, embora tenha
sido observada a diminuicio parcial desta propriedade em comparagao com o
farelo nao-tratado. Alguns anos antes, JENKINS (22) havia também estudado
o efeito do tratamento hidrotérmico sobre os compostos alergénico e tdxico
do farelo de mamona. _Os testes usados para avaliar a alergenicidade do fa
relo de mamona tratado indicaram que, o tratamento a 100 9C por 60' e 105
minutos destruiu as propriedades do alérgeno de produzir sensibilizacao e
choque anafilatico em cobaias. Num teste de alimentacao foi mostrado que,
ratos alimentados com uma dieta contendo caseina e proteina de farelo de
mamona (1 : 1) tratado a 89 ©oC por 90 minutos apresentavam-se em boas con-
dicOes ap0s 4 semanas de ensaio. Porém, a taxa de crescimento e o ganho
de peso foram significantemente mais baixos em relacao a dieta controle.
A toxidade do farelo tratado a 100 oC por 60 minutos foi reduzida parcial-
mente, contudo o nivel de toxidade do farelo usado no teste de alimentacao
nao foi determinado.

No tratamnto do farelo de mamona com hidréxido de amonia,
MOTTOLA E COL. (35) observaram que o grau de destruicdo do antigeno obtido
por este processo era comparavel com aqueles obtidos com calor Umido e
‘presséo (34).

0 efeito dos diversos tratamentos sobre os aminoacidos essen-
ciais das proteinas de farelo de mamona também foi avaliado por MOTTOLA E
(OL.. Todos os tratamentos (32,34,35,36) afetaram em diferentes graus os
aminoacidos cistina, serina, treonina, arginina, metionina e lisina. A ar-
ginina foi parcialmente convertida em ornitina durante a autoclavagem com-

binada com hidroxido de cdlcio. O efeito da simples autoclavagem combina-
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da com hidroxido de cdlcio sobre os aminoacidos foi maior que o tratamen-
to com amonia. MOTTOLA E COL., apesar de considerarem a ACP aplicada em
animais de laboratorio como um bom teste imunoldogico para avaliar a perda
de atividade do alérgeno no farelo tratado, sugerem que os testes aléergi-

cos finais sejam feitos diretamente em pessoas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS

1) Farelo de mamona (Ricinus communis L.) de origem industri-

al, subproduto da inddstria de extracdo de 6leo de mamona. O farelo deno-
minado n® 2 (Tabela 11) foi escolhido aleatoriamente para os tratamentos
de inativacdo dos compostos alergénicos.

2) Farelo de mamona (Ricinus commmnis L.) preparado no labora-

torio. As sementes foram fornecidas pela Seccdo de Oleaginosas do Insti-

tuto Agronomico de Campinas.
3.2. CARACTERIZACAO DO FARELO DE MAMONA INDUSTRIAL
3.2.1. UMIDADE

A umidade do farelo de mamona industrial foi determinada pelo

método Bd 2-52 da AOCS (1).
3.2.2. CINZA

Foi det?rminada pelo método Ba 5-49 da AOCS (1).
3.2.3. OLFO

A determinacdo do Gleo foi feita no aparelho Goldfish usando-

se o método Bd 3-52 da AOCS (1).
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3.2.4. FIBRA BRUTA

Na determinacdo da fibra bruta usou-se o método Ba 6-61 da

AOCS (1).
3.2.5. PROTEINA

0 método utilizado foi o Kjeldhal modificado Ba 4-38 da  AOCS
(1). O fator de conversio de nitrogénio total para proteina foi 6,25 , re

comendado para proteina de mamona.
3.2.6. AMINOACIDOS

As determinagGes de aminodcidos totais foram realizadas em Ana
lisador de Aminoacidos Beckman 119-CL com as seguintes caracteristicas de
operagao: -

Comprimento da coluna de vidro: 6 x 460 mm

Comprimento da resina: 220 mm

Tipo de resina: H3 (Beckman)

Tampoes: pH 3,25 0,20 N Na+, contendo 1 % de 2-propanol

pH 3,95 0,20 N Na*
pH 6,40 1,00 N Na*
Taxas de fluxo: 44 mL/h - tampdes
22 mL/h - ninidrina
Temperaturas da coluna: 50 9C - inicial
65 9C ~ final

Tempo de analise: 92 minutos, incluindo a limpeza da coluna.
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3.2.6.1. PREPARO DA AMOSTRA

Foram passadas amostras de farelo contendo aproximadamente 25
mé de proteinas, em tubo pirex, acrescentando acido cloridrico 6 N (1/1000
p/v) de modo a eliminar todo o ar do tubo. A hidrolise foi realizada a
110 2 1 oC por 22 horas. Apds o tempo de hidrélise ter-se completado, as
amostras foram esfriadas e filtradas em funil de vidro sinterizado superfi
no, completando-se o-volume para 100 mL. Deste volume retirou-se uma ali-
quota de 20 mL, a qual foi evaporada duas vézes para eliminacao do  3cido
cloridrico, em rota-evaporador. O material hidrolisado seco foi dissolvi-
do em 5 mL de tampdo citrato de sddio (0,20 N, pH 2,2), de onde foram toma

das aliquotas para serem injetadas no analisador automitico.

3.2.6.2. MISTURA PADRAO

Foi utilizada uma mistura de calibracao obtida da Beckman Ins-
truments contendo 0,05 Jmol/100 pL dos seguintes aminodcidos: L-lisina, L-
histidina, sulfato de amdnia, L-arginina, acido L-aspartico, L-treonina ,
L-serina, acido L-glutdmico, L-prolina, glicina, L-alanina, L-valina, L-me
tionina, L-isoleucina, L-leucina, L-tirosina, L-fenilalanina. A concentra
‘ cao da L-cistina foi de 0,025‘pnml/100 pL.
Para quantificacdo todas as andlises foram monitoradas pela

mistura padrao.

3.2.6.3. ANALISE AUTOMATIZADA E CALCULOS

Aliquotas de 100 pL de hidrolizado, previamente filtradas em

membrana Millipore 0,2 pm, foram injetadas no analisador automitico Beck-
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man 120-CL. A mistura de aminodcidos foi eluida com sisteha de trés tam-
poes de citrato de sodio pH 3,25 , 3,95 e 6,40 , respectivamente, em forma
descontinua e formando um gradiente de concentracdo de Na‘t de 0,2 até 1 N.
O 'programa de eluicdo automitica teve uma duracdo de 90 minutos. As areas
dos picos dos aminogramas gerados foram integrados manualmente e as concen
tracoes de cada aminoacido calculadas por comparacao com um aminograma pa-

drao obedecendo a relacido

o

x _ Ax

(S
onde Cx e Cp sdo as concentracdes de um aminoacido qualquer na solugao pro
blema e na solucao padrao, respectivamente, e, Ax e Ap as areas sob os pi-
Cos correspondentes.

Com a finalidade de se expressar os resultados em termos de
gramas de aminoacido por 16 gramas de nitrogénio total, foi necessirio de-

terminar nitrogénio total nessas amostras especificas, como indicado no

item 3.2.5...
3.3. EXTRACAO DO CB-1A (ALERGENO DA MAMONA) E PREPARO DO ANTI-SORO CB-1A

O CB-1A foi extraido do farelo de mamona'de origem industrial
por E. A. Kumagai em nosso laboratdrio da FEA, segundo a técnica de SPIES
. E COULSON (45) desenvolvida com base nas propriedades do alérgeno de ser
estavel a fervura em dgua, soliivel em etanol a 25 & mas insolivel a 75 %,
e nao precipitavel por acetato basico de chumbo. Esta fracdo, que contém
os principais alérgenos da semente de mamona (8,45,46,48) foi denominada
por SPIES E COULSON de CB-1A. Na Figura 1 apresenta-se o esquema geral pa

ra isolamento do CB-1A .

O anti-soro CB-1A, fornecido pelo Prof. Dr. Moysés A. Fuks do
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FIGURA 1. Esquema de isolamento do CB-1A (45).

FARELO DE MAMONA INDUSTRIAL (500 g)

-etanol a 80% fervente (2 litros)
-agitacao mecanica (10 minutos)

-filtracdo a vacuo (funil de vidro sinterizado)

FILTRADO RESIDUO
-etanol a 80% fervente (1 litro)
-agitacao mecanica (10 minutos)
-filtracdo a vacuo (funil de vidro sinterizado)

FILTRADO RESTDUO
-agua destilada (3 litros)
-agitacao mecanica (4 horas)
-centrifugacdo

RESIDUO SOBRENADANTE
-autoclavagem (100 9C, 10 minutos)

. -resfriamento (5 9C, 12 horas)
-concentracao a vacuo
CONCENTRADO
| -etanol (q.s.p. obter-se uma solucio a 80%
FRACAO-A FRACAO-B
, -centrifugacio

SOBRENADANTE RESIDUO
~agua destilada (pouco)
-aquecimento (100 oC, 10 minutos)
-resfriamento até § oC
-centrifugacao a 16.000 rpm

RESIDUO SOBRENADANTE
-liofilizacao

CB-1A

—
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Instituto de Microbiologia da UFRJ, foi preparado num lote de quatro coe-
lhos, inoculando-se uma suspensao do alérgeno CB-1A a 2 % e coadjuvante
Freund por via sub-cutanea. Todos os coelhos foram submetidos a uma prova

e branco antes de iniciadas as inoculag6es.
3.4. TRATAMENTO DO FARELO DE MAMONA INDUSTRIAL PARA INATIVACAO DO ALERGENO

Amostras de farelo de mamona industrial foram submetidas a tra
tamentos hidrotérmicos conjugados ou ndo com acido ou alcali para inativar
o alérgeno do farelo. O teor de umidade em todas as amostras foi ajustado

para 20 % com agua destilada antes do tratamento hidrotérmico.
3.4.1. SIMPLES AUTOCLAVAGEM (COM CALOR UMIDO)

Amostras de farelo de mamona foram autoclavadas na temperatura
constante de 121 oC,variando-se o tempo de autoclavagem, como segue: 10 ,

20 , 30 , 40 , 50 e 60 minutos.
3.4.2. AUTOCLAVAGEM (COM CALOR OMIDO) CONJUGADA COM ACIDO CLORIDRICO

Amostras de farelo de mamona industrial foram tratadas com
" quantidades diferentes de acido cloridrico (p/p) e autoclavadas apos 24 ho
ras em temperatura constante de 121 oC, variando-se o tempo de autoclava-
gem. As condigoes desses tratamentos sdo mostradas a seguir:

Acido cloridrico (p/p): 0,5, 1,0,2,0e4,05%.

Autoclavagem: Temperatura de 121 ©C.

Tempos de: 10 , 20 , 30 , 40 » 50 e 60 minutos.
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3.4.3. AUTOCLAVAGEM (COM CALOR OMIDO) CONJUGADA COM HIDROXIDO DE SODIO

Amostras de farelo de mamona industrial foram tratadas com
quantidades diferentes de hidroxido de sodio (p/p) e autoclavadas apos 24
horas em temperatura constante, variando-se o tempo de autoclavagem. As
condicoes desses tratamentos estio a seguir:

Hidroxido de sddio (p/p): 0,5 » 1,0 , 2,0 e 4,0 3.

Autoclavagem: Temperatura de 121 oC.

Tempos de: 10 , 20 , 30 , 40 » 50 e 60 minutos.
3.5. PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DO FARELO DE MAMONA
3.5.1. PROCEDIMENTO

Uma quantidade (5 g) de farelo de mamona foi misturada com 50
mL de agua destilada e agitada continuamente durante 1 hora em pH constan-
te igual a 7. Posteriormente, a mistura foi passada duas vézes em papel
de filtro comum, e no filtrado obtido adicionou-se cloreto de sédio q.s.p.
formar um extrato aquoso fisiologico (0,85 %) e conservante azida sédica
q.s.p. obter-se uma concentracio de 100 p.p.m..

Para o ajuste do pH durante a homogenizacdo da mistura farelo-
‘5gua, foram usadas solugdes de acido cloridrico 0,5Ne 6 N e solucdes de
hidroxido de sodio 0,5 Ne 6 N. Todos os extratos foram congelados e

assim mantidos até o momento.dos testes de avaliacao.
3.5.2. CONCENTRACAO DE PROTEINAS NO EXTRATO

Em todos os extratos obtidos das amostras de farelo de  ‘mamona
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foram feitas determinacées de proteina total, usando-se o método Kjel-
dhal (%N . 6,25) modificado Ba 4-38 da AOCS (1). As determinacdes  foram
feitas antes da adicdo do cloreto de sddio € conservante azida sodica, e

usou-se 10 ml, de extrato.
3.6. METODO PARA AVALIAR A TOXIDADE DO FARELO DE MAMONA

A toxidade do farelo de mamona foi avaliada em cobaias, inje-
tando-se por via intraperitoneal extrato aquoso preparado de acordo com o
item 3.5., em doses de 10 ,» 15 e 24 pg de proteina/g de peso do animal.
Usou-se animais adultos para o teste e o volume de extrato injetado nao
foi superior a 1 mL. As aplicacoes foram feitas com seringa de 1 mL e agu
lhas de bisel curto.

Interpretou-se como tdxicas aquelas amostras que mataram 0s

animais durante um period6 de 7 dias (22).
3.7. METODOS PARA AVALIAR A ATIVIDADE DO ALERGENO NO FARELO DE MAMONA
3.7.1. METODO DE DIFUSAO DUPLA EM GEL DE AGAR (DDGA)

- E um método imunoquimico desenvolvido por Ouchterlony que ava-
lia a presenca de um antigeno numa determinada amostra em funcao de sua
propriedade imunoprecipitante, que € a capacidade que tem o antigeno de
precipitar soros imunes especificos. A capacidade imunoprecipitante € uma
propriedade denominada antigénica ou de antigenicidade (5,42).

Ségundo este método o antigeno e anticorpo colocados em escava
¢oes feitas no gel de agar se difundem um contra o outro, formando 1linhas

de precipitacdo visiveis quando sdo atingidas as proporcoes Otimas de an-
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tigenos e anticorpos (5,42).
3.7.1.1. SOLUCOES ALERGENICAS PARA AVALIACAO
A) EXTRATO AQUOSO DE FARELO DE MAMONA

Foi preparado um extrato aquoso inicial contendo 2 mg de pro-
teina (N . 6,25) por mL. A partir desse extratd procedeu-se o preparo de
onze diluicoes em séries na proporcao de 1 : 2 (uma parte do extrato para
uma parte do diluente). Usou-se como diluente uma solucao salina fisiold-

gica contendo 100 p.p.m. de conservante azida sodica.

B) CONDENSADO DO DESTILADO AO VAPOR

Os condensados obtidos no item 3.9.1. foram usados diretamente

no teste de difusdo dupla em gel de agar.
3.7.1.2. TECNICA DE ENSAIO

Gel de agar a 3 % foi previamente preparado, cortado em cubos
de mais ou menos 7 mm de lado e lavado em agua destilada durante 30 dias,
trocando-se a agua de lavagem de 5 em 5 dias. Apds esse periodo, a  agua
de lavagem foi removida e o gel guardado a seco na temperatura de geladei-
ra para ser usado quando nécessario. No momento de execucao do teste, o
gel de agar foi diluido para 1,5 % com adgua destilada, em agua fervente.
Acrescentou-se cloreto de sddio q.s.p. 0,85 % (solucdo salina fisiologica)
e conservante azida sédica q.s.p. 100 p.p.m., e aplicou-se sobre 1laminas

de vidro de 26 x 76 mm, dentro de cimara Umida na temperatura ambiente.
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Decorridos mais ou menos 20 minutos, foram escavados no gel trés orificios
circulares periféricos e um orificio central de cerca de trés milimetros
(3 mm) de diametro, com o auxilio de um aparelho perfurador.

No orificio central foi aplicado um volume de 20 pL de  anti-
soro CB-1A, preparado conforme descricido no Item 3.3., e também 20 pL da
amostra a ser testada nos trés orificios periféricos. A seguir, as lami-
nas foram colocadas em camara Umida na temperatura ambiente. A leitura

foi feita 24 horas apds o enchimento das 13minas.

3.7.1.3. INTERPRETACAO

A presenca de uma ou mais linhas de precipitacao, detectada(s)
a olho nu com o auxilio de um foco de luz, foi considerada como indicacdo
de reacao entre o antigeno e o anticorpo especifico, re%elando a presenca
de antigeno na amostra analisada. Contudo, embora a combinacdo antigeno-
anticorpo revele a atividade do antigeno in vitro, ndo podemos concluir
que este ainda esteja biologicamente ativo e capaz de causar efeitos fisio
16gicos nocivos ao organismo vivo. Além disso, esse teste nio informa se

o antigeno detectado & ou nio alérgeno (5,42).
3.7.2. METODO DE ANAFILAXIA CUTANEA PASSIVA (ACP)

A anafilaxia cutanea passiva (ACP)gé uma reacio alérgica ou rea
cao de hipersensibilidade cutanea do tipo imediato, que consiste em sensi-
bilizar uma pequena area da pele do animal com injecdo intradérmica de
anti-soro e injetar, ap6s um periodo de sensibilizacdo adequado, o alérge—
no (antigeno) por via intravenosa, juntamente com um corante para facili-

tar a leitura da reacao. O alérgeno (antigeno) atinge rapidamente o local
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sensibilizado e reage com o anticorpo imunoglobulina E (Ig E) especifico
ligado aos mastocitos do tecido local, provocando a liberacdo de substan-
cias farmacologicamente ativas como a histamina e sorotonina, as quais pro
duzem aumento da permeabilidade capilar local evidenciada pelo azulecimen-
to da area (5,40,42).

A propriedade anafilitica & uma propriedade denominada de aler
génica ou de alergenicidade, especifica dos antigenos chamados  alérgenos
(5,28,32,40,42).

O animal de teste foi o camundongo e para sensibilizd-lo usou-

se anti-soro CB-1A preparado em coelhos, conforme descrito no item 3.3..
3.7.2.1. SOLUCOES ALERGENICAS PARA AVALIACAO
A) EXTRATO AQUOSO DE FARELO DE MAMONA

Foi preparado um extrato aquoso contendo 2 mg de proteina (%N.
6,25) por mL. Usou-se solugcao salina fisioldgica contendo 100 p.p.m. de

conservante azida sédica como diluente.

B) CONDENSADO DO DESTILADO AO VAPOR .

Os condensados obtidos no item 3.9.1. foram usados diretamente

no teste de anafilaxia cutinea passiva (ACP).

3.7.2.2. TECNICA DE ENSAIO

No dorso do animal, raspado 24 horas antes, foi injetado intra

dermicamente 0,05 mL de anti-soro CB-1A obtido conforme item 3.3.. Apés
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um periodo de sensibilizacdo de 3 horas, foi injetado por via intravenosa
- 0,6 mL de uma mistura composta de 0,3 mL de amostra e 0,3 mL da solucdo ‘de
corante azul de Evans 0,5 % em salina fisiologica. O animal foi sacrifica
do 30 minutos depois, deslocada imediatamente a pele da regiao de prova e,
finalmente, foi medido o didmetro da mancha de corante no lado interno da

pele (5,28,32,40,42).

3.7.2.3. INTERPRETACAO

A presenca de manchas azuladas na parte interna da pele do dor
so do animal, nos pontos de injecdo de anti-soro CB-1A, foi considerada co
mo reacao ACP positiva, indicando ter havido reacao alérgica do tipo anafi
latica naquele local da pele do animal. A positividade da reacdo revela a
presenca do alérgeno (antigeno da mamona) na amostra, e.que O mesmo Se en-
contra biologicamente ativo (5,28,32,40).

Os resultados desse teste foram representados po cruzes, ado-

tando-se a seguinte convencao (40):

(-) auséncia de mancha;
() mancha com diametro igual ou inferior a 4,9 mm;
(+) mancha com diametro de 5 a 9,9 mm;

(++) mancha com didmetro de 10 a 14,9 mm;
(+++) mancha com didmetro de 15 a 19,9 mn;
(++++) mancha com didmetro igual ou superior a 20 mm;

sendo tomada a média de trés medicGes em cada caso.

3.8. ENSAIO BIOLOGICO

Duas das amostras de farelo de mamona industrial tratadas no



41

laboratorio respectivamente com acido cloridrico e hidréxido de sodio, e
posteriormente autoclavadas, foram selecionadas para serem usadas como fon
te protéica complementar da caseina em dietas destinadas para alimentacao

de ratos nos ensaios biologicos.
3.8.1. PREPARO DO FARELO DE MAMONA INDUSTRIAL PARA ALIMENTACAO DE RATOS

Quantidddes suficientes de farelo de mamona industrial destina
das a alimentacdo de ratos foram trituradas no moedor de café Braun duran-
te 30 segundos e passadas em peneira Tyler 28. Com esse procedimento eli-
minou-se aproximadamente 41 % de residuo, constituido principalmente por
fragmentos das cascas das sementes de mamona que resistiram ao processo de

moagem.

Posteriormenfé, porcoes distintas de farelo de mamona industri
al moido e peneirado foram tratadas com 0,5 % (p/p) de acido cloridrico e
0,5 % (p/p) de hidroxido de sddio, respectivamente, ajustada a umidade pa-
ra aproximadamente 20 % com agua destilada e autoclavadas a 121 oC por 60
minutos (item 3.4.). Apds o tratamento, ajustou-se o pH de ambos os fare-
los para a neutralidade, usando-se solucdes de acido cloridrico e hidréxi-
do de sodio. Em seguida, os farelos foram secados na estufa a 80 9C duran
" te 20 minutos. O teor protéico total dos farelos,preparados como descrito
anteriormente, foi determinado pelo método de Kjeldhal modificado Ba 4-38

da AOCS (1).
3.8.2. PREPARO DAS DIETAS

A composicao teorica de cada dieta e das misturas salina e vi-
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taminica estdo reproduzidas nas Tabelas 5, 6 e 7.
Trés dietas contendo niveis diferentes de proteina de  farelo
de mamona industrial tratado como descrito anteriormente, foram preparadas

para cada uma das amostras tratadas. Usou-se como fonte protéica comple-

TABELA 5. Composigcdo centesimal (teorica) das dietas utilizadas para - ali-
mentacao de ratos.

COMPONENTES ) (%)

Proteina (Farelo de Mamona Industrial + Caseina Comercial) 10
Gordura (0leo de Milho Comercial)

Sais Minerais

Mistura Vitaminica

Sacarose (Acucar Refinado Comercial) 25
Amido (Amido de Milho Comercial) 50

AOAC, 1980 (2).

TABELA 6. Componentes da mistura salina utilizada nos ensaios.

COMPONENTES _ (%)
Carbonato de Calcio 29,97
Fosfato de Potassio _ 32,22
Fosfato de Monocalcio 7,49
Sulfato de Magnésio | 10,19
Cloreto de Sodio 16,74
Citrato Férrico 2,75.
Iodeto de Potassio - 0,08
Sulfato de Magnésio | 0,50
Sulfato de Cobre 0,30
Cloreto de Zinco ‘ 0,02

HEGSTED E COL., 1941 (20).
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TABELA 7. Componentes da mistura vitaminica utilizada nos ensaios.

COMPONENTES mg/100 g DE DIETA
Vitamina A* ’ 1982,40
Vitamina D* 220,26
Tocoferol 11,00
Menadiona 4,96
Colina (HC1) ' 165,00
Acido p-Amino Benzdico 11,00
Inositol 11,00
Niacina 9,90
Pantotenato de Calcio 6,60
Riboflavina ) 2,20
Tiamina (HC1) 2,20
Piridoxina (HC1) 2,20
Acido Folico . 0,20
Biotina 0,04
Cianocobalamina _ ‘ 0,003
Kcido Ascorbico 99,00
Glucose q.s.p. 1000,00
AOAC, 1980 (2). * U.I1.

mentar a caseina comercial, afim de que, o teor protéico total de cada die
ta permanecesse em torno de 10 %$. Uma dieta contendo somente caseina co-
- mercial como fonte proté€ica (controle) e uma dieta aprot€ica foram também

preparadas.
3.8.3. AGRUPAMENTO E ALIMENTACAO DOS RATOS

Para os ensaios foram utilizados ratos machos e fémeas, recém-

desmamados da raca Wistar. Durante o periodo de adaptacdo (3 dias) forne-
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ceu-se dieta comercial e agua a vontade. Apos a pesagem, 8 grupos de 7 ra
tos foram formados. Em cada grupo colocou-se 4 machos e 3 fémeas, todos
com idade inicial de 30 dias. Seis grupos foram alimentados com  dietas
contendo como fonte protéica uma combinacao de farelo de mamona industrial
e caseina comercial. Os dois outros grupos foram alimentados, respectiva-
mente,.com uma dieta contendo caseina comercial como tnica fonte protéica
(controle) e uma dieta aprotéica. Durante os ensaios 0s animais permanece
ram em gaiolas individuais de ago inox e tela, fornecendo-se alimento e
agua a vontade. O tempo de duracao dos ensaios foi de 10 dias.

Os indices "NPR" (Net Protein Retention) e '"PER" (Protein Effi
ciency Ratio) calculados para cada grupo de ratos foram usados como medi-

das da qualidade nutricional das proteinas em cada dieta (38).

3.9. ARRASTE POR VAPOR D'AGUA DE COMPOSTOS ALERGENICOS DO FARELO DE MAMONA

3.9.1. PROCEDIMENTOS DE ARRASTE

Compostos destilaveis ao vapor foram obtidos do farelo de mamo
na industrial atraves de dois procedimentos diferentes:

No primeiro, passou-se vapor pro&uzido externamente através de
uma suspensao de farelo. O vapor foi posteriormente condensado e recolhi-
do em erlemyer resfriado com gelo (Figura 2A).

O segundo procedimento foi realizado na autoclave (Figura 2B).
Dois condensadores foram adaptados, em série, na valvula de seguranca da
autoclave, para resfriar e condensar o vapor d'agua eliminado. O vapor
d'agua, antes de ser eliminado, passou através do farelo Suspenso por uma
peneira e envolvido em pano, dentro da autoclave. A temperatura registra-

da no termometro da autoclave foi mantida entre 110 e 115 oC.



FIGURA 2. Procedimentos para arraste de vapor.
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Os condensados de vapor d'agua obtidos por ambos os procedimen

tos foram estocados em geladeira até serem usados.
3.9.2. TESTES QUIMICOS PARA CARACTERIZACAO DO CONDENSADO DE VAPOR D'AGUA

3.9.2.1. TESTE DA ANTRONA

Em tubo de ensaio, foram colocados 0;3 mL da amostra e adicio-
nados 2 mL do reagente (0,002 g de antrona Riedel Haenag p.a. para cada 2
mL de acido sulflrico concentrado) pelas paredes do tubo, sendo feita a de
teccdo visual apbés 3 minutos de reacdo. Desta forma os carboidratos sao
detectados, pelo aparecimento de uma cor verde que lentamente se torna ver

de-azulada (59).
3.9.2.2. REACAO DO BIURETO

Em tubo de ensaio, colocou-se 1 mL da amostra e adicionou-se 4
mL do reagente biureto, misturou-se e deixou-se reagir durante 30 minutos.
A leitura foi feita a 540 nm, usando o tubo com zero proteina como branco.
Qualquer proteina ou peptideo contendo pelo menos duas ligacdes peptidicas
(3 aminoacidos) pode formar complexos de coloracio tipo quelato, que varia

do vermelho até o azul (maximo de absorcao entre 540 e 560 mm) (25).
3.9.2.3. DETERMINACAO DE AMINOACIDOS
As determinacOes de aminoacidos livres e totais nos condensa-

dos de vapor d'agua foram realizadas de acordo com o item 3.2.6.. Para de

terminar os aminoacidos livres, o condensado foi passado diretamente no
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analisador de aminoacidos (item 3.2.6.3.).
3.9.2.4. REACAO DA NINIDRINA

Em tubo de ensaio com tampa, colocou-se 1 mL da amostra e sem
causar agitacdao foram acrescentados 3 mL do reagente ninidrina (Merck).
Com o tubo fechado, a solucdo foi homogenizada, cuidando-se para nio produ
zir turbuléncia, e aquecida em banho maria em ebulicdo por 10 minutos.
Apos a reacdo, as amostras foram resfriadas, afrouxadas as tampas e agita-
das vigorosamente, produzindo turbuléncia. A ninidrina reage com todas as
aminas primarias, inclusive a amdnia e seus sais, produzindo uma cor azul-
violeta com um maximo de absorcdo entre 570 e 585 mm 49).

Uma escala de concentragGes de 20 a 240 nanomoles de acido glu

tamico contidos em 1 mL de dgua foi preparada para uma curva padrio.
3.9.2.5. DETERMINACAO DE NITROGENIO TOTAL

Determinou-se o nitrogénio total no condensado pelo método de

Kjeldhal modificado Ba 4-38 da AOCS (1), e usou-se 10 mL da amostra.
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4. RESULTADO E DISCUSSZO
4.1. CARACTERIZACAO DO FARELO DE MAMONA INDUSTRIAL
4.1.1. COMPOSICAO CENTESIMAL

As composicoes centesimais dos trés farelos de mamona indus-
trial de diferents origens sdo apresentadas na Tabela 8. As composicoes
aqui apresentadas concordam com a relatada por ROLIM (43) e mostrada na
Tabela 4. Comparando-se a composicao centesimal dos trés farelos de mamo-
na industrial com a‘de outras oleaginosas como amendoim, girassol e algo-
dao (Tabela 4), podemos observar que o farelo de mamona apresenta quantida
des de cihza, o0leo e proteina equivalente 3s demais oleaginosas. Porém, a
quantidade de fibra bruta € significativamente mais elevada no farelo de
' mamona, ;hegando a apreséﬁtar cerca de duas e trés vézes mais que a quanti’
dade de fibra do algodao e amendoim, respectivamente. A elevada quantida-
de de fibra no farelo de mamona industrial & um fator limitante de seu uso

para formulacao de racSes destinadas a alimentacdo de animais.

COMPONENTES (%)
FARELO-1 FARELO-2 FARELO-3

Umidade 9,37 8,10 8,60
Cinza 6,39 9,00 7,60
Oleo , 1,80 2,70 1,70
Proteina (3N . 6,25) 46,97 37,61 42,38
Fibra Bruta 30,50 31,60 - 29,50
Carboidrato (Por Diferenca) 4,03 10,01 10,22

AOCS, 1979 (1).
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4.1.2. AMINOACIDOS TOTAIS

De um modo geral, os trés farelos de mamona industrial anali-
sados apresentaram a mesma composicdo de aminoacidos totais (Tabela 9).
Observa-se que os teores de cistina e metionina, aminoacidos sulfurados re
lativamente escassos nas oleaginosas, encontram-se em taxas normais na pro
teina de mamona. A lisina, leucina e treonina sio os trés aminoacidos
essenciais limitantes no farelo de mamona industrial, enquanto que no fare
lo de soja aparecem como limitantes os sulfurados e a treonina. A lisina
€ o primeiro aminoacido essencial limitante no farelo de mamona, aparecen-
do em segundo e terceiro niveis a leucina e treonina, respectivamente.

Os resultados aqui apresentados, especialmente no que se refe-
re aos aminoacidos essenciais, concordam com o encontrado por outros auto-

.

res (15;32,34).
4.2. EFEITO DO TRATAMENTO HIDROTERMICO NA TOXIDADE DO FARELO

A toxidez devida a ricina residual do farelo de mamona indus-
trial foi avaliada injetando-se em cobaias, por via intraperitoneal, extra
to aquoso (0;85 % NaCl) do farelo. O resultado esta apresentado na Tabela
10. |

Ambos os farelos de mamona, industrial e preparado no laborato
rio; que nao receberam tratamento na autoclave se mostraram toxicos para
cobaias, porém, o farelo industrial mostrou ser menos toxico em relacao ao
farelo preparado no laboratdrio, como era de se esperar. Tratamento do fa
relo industrial na autoclave (com calor Umido) a 121 9C por 10 , 20 e 30
minutos mostrou que, um periodo entre 10 e 20 minutos pareceu j5Aser sufi-

ciente para inativar a substancia toxica.
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TABELA 9. Contetdo de aminodcidos totais de trés farelos de mamona indus-
trial procedentes de fontes diferentes.

g AMINOACIDO/100 g PROTEINA TOTAL

AMINOACIDO FARELO-1 ~ FARELO-2  FARELO-3  FARELO DE  PERFIL
SOJA (a)  FAO (b)

Acido Aspartico 9,84 10,68 9,86

Treonina 3,65 3,95 3,81 3,80 4,00
Serina 5,52 6,00 6,06

Acido Glutamico 20,81 20,72 21,08

Prolina 3,68 3,78 3,84

Glicina 4,26 4,33 4,43

Alanina 4,43 4,46 4,47

Cistina (c) 2,54 1,90 2,70 2,90 3,50(d)
Metionina 1,55 1,58 1,40

Valina 5,27 5,28 5,37 5,00 5,00
Isoleucina 4,62 4,60 4,72 « 4,80 4,60
Leucina ' 6,62 6,68 6,30 7,30 7,00
Tirosina 2,87 2,57 . 2,87 7,80 6,00(d)
Fenilalanina 4,29 4,30 4,12

Histidina 2,44 2,40 2,15

Lisina 3,52 3,32 3,52 5,80 5,50
Amndnia 2,05 1,90 1,77

Arginina 12,55 11,93 12,07

% Proteina 46,97 37,61 42,38

(3N . 6,25)

(a) Tabela 1. FULLER, G. E COL., 1971 (15).

(b) Tabela 21. FAO, 1973 (11).

(c) Cistina € parcialmente perdida durante a anilise e foi corrigida em
+ 25 4.

(d) Aminoacidos sulfurados e aromiticos considerados conjuntamente.
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TABELA'lQ. Avaliacao da toxidade do farelo de mamona em cobaias por via in
traperitoneal (a).

DOSE DE PROTEINA
FARELO DE AUTOCLAVAGEM IN.6,25) EXTRA- N? DE EFEITO NOS ANIMAIS

MAMONA A 121 °C POR TAVEL INJETADA  ANIMAIS (7 DIAS DE OBSERVACAO)
(ug/g PESO)

Preparado (Nao Tratado) 2 2 Morte em 2 dias.
no Labor.
Industrial (Nao Tratado) 10 4 Morte em 3 dias.
(Ne 2) 15 4 Morte em 3 dias.
10 minutos 10 2 Sobreviveram.
15 2 Sobreviveram.
24 2 Uma morte em 2 dias.
20 minutos 10 2 Sobreviveram.
15 2 Sobreviveram.
24 2 Sobreviveram.
30 minutos 10 4 Sobreviveram.

(a) Controle com salina fisioldgica.
4.3. EFEITO DO TRATAMENTO NA ATIVIDADE ANTIGENICA E ALERGENICA DO FARELO

Ensaios preliminares mostraram que tratamentos hidrotérmicos a
temperéturas superiores a 121 9C foram excessivamente drasticos, ja  que
conferiram ao produto caracteristicas fisicas indesejévéis (torrados), e
foram portanto descartados.

0 farelo de mamona industrial foi submetido a varios tratamen-
tos para inativacao do alérgeno, que consistiu na aplicacao de simples au-
toclavagem e autoclavagem combinada com tratamento acido ou alcali. O grau
de desalergenizacdo do farelo foi avaliado in vitro e in vivo pelos testes

de difusao dupla em gel de agar (DDGA) e anafilaxia cutanea passiva (ACP),



52

respectivamente. No teste de DDGA avaliou-se a perda da atividade imuno-
- precipitante, uma propriedade referida como antigénica, e no teste de ACP
avaliou-se a perda da atividade anafilatica, uma propriedade referida como

alergénica.
4.3.1. SIMPLES AUTOCLAVAGEM (COM CALOR UMIDO)

Os tratamentos com simples autoclavagem a 121 9C por diversos
tempos, praticamente nao alteraram a atividade imunoprecipitante e anafila
tica do farelo de mamona industrial, como podera ser apreciado nas Tabelas
11 e 12,

A capacidade imunoprecipitante do antigeno, uma propriedade an
tigénica, ndo apresentou qualquer alteracdo com 10 minutos de autoclavagem.
A partir de 20 minutos, porém, observou-se uma diminuicdo de 50 %, que per
maneceu constante até os 60 minutos de tratamento em comparacao com o fa-

relo de mamona industrial ndo-tratado (Tabela 11). Quanto a propriedade

TABELA 11. Efeito da autoclavagem (com calor tmido) a 121 oC na atividade
imunoprecipitante do antigeno de farelo de mamona industrial.

TEMPO DE AUTOCLAVAGEM ATIVIDADE IMUNOPRECIPITANTE RESIDUAL (a)
(min) (%)
0 (Controle) 100
10 100
20 50
30 50
40 50
50 50
60 50

(a) Determinada em triplitata no extrato aquoso do farelo pelo método de .
DDGA, usando-se anti-soro CB-1A de coelho.
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TABELA_lg. Efeito da autoclavagem (com calor Umido) a 121 9C na atividade
anafilatica do antigeno de farelo de mamona industrial.

TEMPO DE AUTOCLAVAGEM ATIVIDADE ANAFILATICA RESIDUAL (a)
(min) (cruzes)
0 (Controle) (++++)
10 (++++)
30 ( ++4)
60 (+++4)

(a) Determinada no extrato aquoso do farelo pelo método de ACP em camun-
dongos, usando-se anti-soro CB-1A de coelho. Média de cinco manchas.

anafilatica do antigeno, nenhuma alteracdo foi detectada, mesmo apds 60
minutos de autoclavagem (Tabela 12).

A ineficiencia do tratamento com calor Umidd e pressdo na des-
truicao da propriedade anafilatica do alérgeno foi observada por MOTTOLA

E COL. (34), em 1971.
4.3.2. AUTOCLAVAGEM (COM CALOR UMIDO) CONJUGADA COM ACIDO CLORIDRICO

A inclusdo de acido cloridrico no tratamento do farelo de mamo
na industrial com calor tmido a 121 oC na autoclave tornou este processo
"mais eficiente na reducao das atividades imunoprecipitante e anafilatica
do antigeno, no farelo. Nenhum dos tratamentos destruiu totalmente as ati
vidades imunoprecipitante e anafilatica do antigeno, como pode ser visto
nas Tabelas 13 e 14.

A reducdo maxima da atividade imunoprecipitante para 12,5 $%
foi alcancada no tratamento com 0,5 e 1,0 % (p/p) de acido cloridrico,apds

40 minutos de autoclavagem. No tratamento com 2 % (p/p) de acido, a mes-
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TABELA 13. Efeito da autoclavagem (com calor Umido) a 121 OC conjugada com
acido cloridrico na atividade imunoprecipitante do antigeno de
farelo de mamona industrial.

% ATIVIDADE IMUNOPRECIPITANTE RESIDUAL (a)

TEMPO DE
AUTOCLAVAGEM HC1 (p/p)
(min) 0,05 0,54 1,04 2,05 4,05
0 100
10 : 50 50 50 50
20 25 25 50 50
30 25 50 50 50
40 12,5 12,5 50 50
50 12,5 12,5 25 25
60 12,5 12,5 12,5 25

(a) Determinada em triplicata no extrato aquoso do farelo pelo método de
DDGA, usando-se anti-soro CB-1A de coelho.

TABELA 14. Efeito da autoclavagem (com calor umido) a 121 oC conjugada com
acido cloridrico na atividade anafildtica do antigeno de farelo

de mamona industrial.

ATIVIDADE ANAFILATICA RESIDUAL (cruzes) (a)

TEMPO DE
AUTOCLAVAGEM HCL. (o/p)
(min) 0,0% 0,5% 1,0% 2,0% 4,0%
0 (++++)
10 _ ( +++) ( +++) (++++) (++++)
30 " C++4)  (+444) (+444)  ( +44)
60 ( +4+) (++++4) (+++4) ( +4)

(a) Determinada no extrato aquoso do farelo pelo método de ACP em camun-
dongos, usando-se anti-soro CB-1A de coelho. Média de cinco manchas.
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ma reducao foi atingida somente apds 60 minutos de autoclaVagem. Com 4,0 %
(p/p) de acido a.atividade imunoprecipitante foi abaixada somente para o
minimo de 25 % apds 50 minutos de tratamento (Tabela 13). |

0 efeito do calor umido e pressdo conjugados com o dcido  na
atividade anafilatica do antigeno aparece na Tabela 14. A diminuicdo maxi
ma dessa propriedade para duas cruzes foi observada somente ap6s 60 minu-
tos de autoclavagem com 0,5 e 4,0 % (p/p) de acido cloridrico. Tratamento
com concentracoes intermediarias de 1,0 e 2,0 $ (p/p) de acido, porém, ndo
resultou em diminuicao da atividade anafildtica do antigeno de farelo de
mamona industrial.

A diminuicao das atividades imunoprecipitante e anafilitica do
antigeno durante o tratamento com calor tmido e pressao conjugados com aci
do (Tabelas 13 e 14), pode ser explicada do seguinte modo: o calor umido e
pressao conjugados com acido desnaturam e hidrolisam parcialmente a molé-
cula antigenica (proteina) modificando a sua conformacdo ativa. Dessa for
ma, as moléculas antigénicas sofrem alteracdes reversiveis e irreversiveis,
perdendo a capacidade de combinarem-se com seus anticorpos especificos tan
to na reacao de imunoprecipitacdo em gel como na reacdo de anafilaxia cu-
tanea em animais de laboratdrio.

Houve um aumento aparente das atividades imunoprecipitante e
anafilatica estimulado pelo acido cloridrico, como pode ser observado nas
‘Tabelas 13 e 14. Na Tabela 11, por exemplo, foi apresentada a diminuicao
da atividade imunoprecipitante do antigeno para 50 % mediante 0 uso de sim
ples autoclavagem. Quando o tratamento hidrotérmico foi acoplado ao  uso
de uma concentracao fixa de HCl (Tabela 13), a atividade imunoprecipitante
foi também reduzida em funcdo do tempo. Porém, verificou-se uma resistén-
cia aparente a inativacdo causada pelo acido, isto &, para um determinado

tempo, a atividade pareceu aumentar com a concentracao do acido. Desta
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forma, autoclavagem por 50 minutos na presenca de 4 % de acido produziu a
. mesma reducao aparente que um tratamento mais brando de 20 minutos com
0,5 % de acido.

Esta aparente incoeréncia € mais provavelmente devida a mani-
festacao de um processo simultaneo de ativagdo e inativacdo do antigeno du
rante a sua desnaturacao. Desse modo, durante o fenomeno de desnaturacdo
alguns determinantes antigénicos sdo modificados irreversivelmente, perden
do a sua capacidade de combinarem-se com anticorpos especificos. No entan-
to, outros podem sofrer modificacOes reversiveis, permanecendo assim poten
cialmente ativos e perdem transitoriamente a capacidade de combinacao com
0s anticorpos apenas por estarem encobertos. A propria hidrélise acida,
um fator capaz de conduzir a inativacdo irreversivel, poderia também pro-
duzir a liberacdo ou desmascaramento dos determinantes antigénicos, antes
da desnaturagao se traduzir na perda permanente de atividade.

Dos dados apresentados nas Tabelas 11 a 14 desprende-se a hi-
potese de que com tratamentos hidrotérmicos na presenca de HCl pode ocor-
rer, primeiro um desarranjo da estrutura terciaria seguido da liberacao hi

drolitica de regides moleculares contendo os determinantes antigénicos.
4.3.3. AUTOCLAVAGEM (COM CALOR UMIDO) CONJUGADA COM HIDROXIDO DE SODIO

O efeito do tratamento com calor Umido e pressao conjugados
com hidroxido de sddio nas atividades imunoprecipitante e anafilitica do
antigeno (Tabelas 15 e 16) foi mais efetivo em comparacao com o mesmo tra-
tamento conjugado com acido cloridrico (Tabelas 13 e 14). Ambas as pro-
priedades foram inativadas gradativamente com tempos de tratamento e quén—
tidades progressivamente mais altas de hidrdxido de Sodio, como ﬁode ser

observado nas Tabelas 15 e 16. Os tratamentos com 0,5 e 1,0 % (p/p) de hi
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TABELA 15. Efeito da autoclavagem (com calor umido) a 121 oC conjugada com
hidroxido de sédio na atividade imunoprecipitante do antigeno
de farelo de mamona industrial.

% ATIVIDADE IMUNOPRECIPITANTE RESIDUAL (a)

TEMPO DE
AUTOCLAVAGEM NaOH (p/p)
(min) 0,0% 0,5% 1,0% 2,0% 4,0%
0 100
10 ‘ ‘ 12,5 12,5 6,25 1,56
20 12,5 12,5 6,25 0,39
30 12,5 6,25 6,25 0,39
40 6,25 6,25 3,12 0,00
50 | 6,25 6,25 1,56 0,00
60 6,25 6,25 1,56 0,00

(a) Determinada em triplicata no estrato aquoso do farelo pelo método de
DDGA, usando-se anti-soro CB-1A de coelho.

TABELA 16. Efeito da autoclavagem (com calor Umido) a 121 ©oC conjugada com
hidroxido de sodio na atividade anafilatica do antigeno de fa-
relo de mamona industrial.

ATIVIDADE ANAFILATICA RESIDUAL (cruzes) (a)

TEMPO DE
AUTOCLAVAGEM NaOH (p/p)
(min) 0,0% 0,5% 1,0% 2,0% 4,0%
0 (++++)
10 . _ (4e4) ( ++4) (-) (-)
30 ( +4) ( ++) (-) - (=)
60 ( +4) ( +4+) (-) (-)

(a) Determinada no extrato aquoso do farelo pelo método de ACP em camun-
dongos, usando-se anti-soro CB-1A de coelho. Média de cinco manchas.
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dréxido de sédio reduziram a atividade imunoprecipitante do antigeno para
12,5 % apés 10 minutos de autoclavagem e para o minimo de 6,25 % apds 40 e
30 minutos, respectivamente. No tratamento com 2,0 % (p/p) de  hidréxido
de sodio, apos 10 minutos a atividade imunoprecipitante foi reduzida para
6,25 % e o minimo de 1,56 % foi atingido apSs 50 minutos de autoclavagem.
Finalmente na autoclavagem conjugada com 4,0 % (p/p) de hidrdxido de sodio
a atividade imunoprecipitante foi reduzida ap6s 20 minutos para o minimo
de 0,39 %. A partir de 40 minutos de tratamento com 4 $ de NaOH, a ativi-
dade imunoprecipitante nao foi detectada em extratos com concentracio de
2 mg/mL de proteina, porém, em extratos 4 a 5 vézes mais concentrados esta
propriedade ainda continuou a ser detectada.

A atividade anafilatica do antigeno também ndo foi detectada
em estratos de alguns farelos tratados com hidroxido de sédio conjugado
com calor Umido e pressdo (Tabela 16). Na autoclavagem.com 2,0 e 4,0 %
(p/p) de NaOH, 10 minutos foram suficientes para uma completa . inativacdo
da propriedade anafilatica do antigeno, determinada em extratos do farelo
com concentracao de 2 mg/mL de proteina, porém, em extratos 4 a 5 vézes
mais concentrados esta propriedade ainda continuou a ser detectada. Nos
tratamentos com 0,5 e 1,0 % (p/p) de NaOH, somente uma reducdo minima de
duas cruzes foi alcancada apés 30 minutos de autoclavagem.

0 decréscimo consistente'das atividades imunoprecipitante e
anafilatica, tanto em funcdo do tempo de autoclavagem como da  concentra-
cao de alcali, sugere que os processos de inativacao por acido e por alca-
li sao fundamentalmente diferentes. Sem divida, o tratamento alcalino &
mais destrutivo do que o tratamento com acido. Além da cisdo de ligacoes
peptidicas, o alcali promove: 1) a hidrélise de aminodcidos com grupos élg
trbfilicos; 2) a formacao de ligacGes cruzadas com producdo de iisinoala-

nina, ornitoalanina, etc; e 3) a racemizacic dos aminoacidos.
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Comparando os resultados das Tabelas 15 e 16 pode-se verificar
~ que a propriedade anafilatica do antigeno mostrou-se mais sensivel ao tra-
tamento do que a propriedade imunoprecipitante. Esta observaciao é conso-
nante com a sugestao de SPIES E COL. (51) de que o alérgeno pode as vézes
perder as propriedades alergénicas sem perder totalmente as suas proprieda
des antigénicas.

Em virtude das consideracGes anteriores, o teste de ACP parece
ser o mais indicado quando for desejado detectar a atividade alergenica do

produto tratado.
4.4. ENSAIO BIOLOGICO COM FARELO DE MAMONA INDUSTRIAL

O efeito do tratamento hidrotérmico a 121 9C conjugado respec-
tivamente com acido ou dlcali sobre o valor nutricional'das proteinas de
farelo de mamona industrial foi avaliado neste trabalho através de ensaios
biologicos realizados com animais de laboratdrio. Dois tratamentos foram
selecionados, levando-se em conta o seu efeito nas atividades imunoprecipi
tante e anafilatica e o aspecto fisico aparente do farelo. Ambos os trata
mentos consistiram na autoclavagem do farelo a 121 9C por 60 minutos em
combinacao com 0,5 % (p/p) de dcido cloridrico ou 0,5 % (p/p) de hidréxido
de sodio, respectivamente. .

O farelo de mamona industrial foi especialmente preparado para
o ensaio biologico de alimentacdo de ratos, como descrito no item 3.8.1.
de Material e Métodos. O farelo moido e peneirado apresentou teor protéi-
co (8N . 6,25) de 51,61 %, e os farelos tratados com acido ou alcali apre-
sentaram teores de 36,08 e 39,27 %, respectivamente.

O conteido de aminoacidos totais dos farelos autoclavados res-

pectivamente com dcido ou 4lcali e do farelo ndo-tratado estdo apresenta-



60

dos na Tabela 17. A autoclavagem a 121 9C por 60 minutos conjugada com
0,5 % (p/p) de acido cloridrico abaixou o nivel dos aminodcidos Acido as-
partico, treonina, serina, glicina, alanina, cistina, leucina e histidina,
enquanto que, a autoclavagem com 0,5 % (p/p) de hidroxido de sGdio abaixou
o nivel dos aminodcidos treonina, prolina, alanina, cistina, leucina, tiro
sina e lisina. A Tabela 18 mostra a percentagem de perda desses aminoaci-
dos em ambos os tratamentos. No tratamento hidrotérmico com acido,os trés
aminoacidos essenciais cistina, treonina e leucina foram parcialmente des-
truidos em 18,03 s 12,30 e 2,93 %, respectivamente. Por outro lado, no
tratamento hidrotérmico conjugado com alcali foram destruidos parcialmente
cinco aminoacidos essenciais: cistina, lisina, leucina, tirosina e treoni-
na em 31,69 , 6,39 , 5,12 , 2,98 e 1,31 %, respectivamente. A cistina foi
0 aminoacido mais intensamente destruido em niveis diferentes por ambos os

tratamentos.

Nao considerando o triptofano, o farelo de mamona possui trés
aminoacidos essenciais limitantes, apresentando a seguinte ordem: lisina,
leucina e treonina (Tabela 9). FEmbora tenham sido encontrados os mesmos
aminodcidos essenciais limitantes apos o procedimento de preparacao envol-
vendo a moagem e peneiramento do farelo, a ordem do segundo e terceiro 1i-
mitantes se mostraram invertidas (Tabela 17). No farelo moido e peneirado
.autoclavado com 0,5 % (p/p) de acido cloridrico ndo se observou mudanga
nos aminoacidos limitantes nem na sua ordem, em comparacdo com o farelo
moido e peneirado néo-tratadé (Tabela 17), embora a treonina e leucina
tenham sido parcialmente destruidos em 12,30 e 2,93 % (Tabela 18), respec-
tivamente. Com relacao a lisina, nao ocorreu nenhuma destruigéo{ ao con-
trario, houve até mesmo um leve aumento de seu nivel. No farelo autoclava

do com 0,5 % (p/p) de hidrdxido de s6dio ,além desses aminoacidos, os sul-
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TABELA 17. Conteldo de aminoacidos totais dos farelos de mamona industrial
autoclavados a 121 9C por 60 minutos com acido ou alcali, res-
pectivamente, e usados nas dietas para ratos. '

AMINOACIDOS g AMINOACIDO/100 g PROTEINA TOTAL

NAO-TRATADO 0,5 % HCI 0,5 % NaOH FAO (a)
Acido Aspartico 11,48 10,67 11,84
Treonina 3,82 3,35 3,77 4,00
Serina ‘ 6,11 5,60 6,14
Acido Glutamico 20,55 20,92 21,54
Prolina 3,59 3,75 3,50
Glicina 4,31 4,27 4,47
Alanina 4,69 4,65 3,30
Cistina (b) 1,83 1,51 1,25 3,50(c)
Metionina 1,69 1,99 1,77
Valina 5,66 5,85 5,81 5,00
Isoleucina 4,43 4,98 4,52 4,00
Leucina 6,83 6,63 6,48 7,00
Tirosina 3,02 3,07 2,93 6,00 (c)
Fenilalanina 3,98 4,18 4,10
Histidina 2,26 2,12 2,26
Lisina 3,13 3,37 2,93 5,50
Amonia 1,98 2,19 2,33
Arginina 11,11 11,11 11,21
$ Proteina(%N . 6,25) 51,61 36,08 39,27

(a) Tabela 21. FAO, 1973 (11).
(b) Cistina € parcialmente perdida durante a analise e foi corrigida em
+ 25 3. | '
(c) Aminoacidos sulfurados e arématicos considerados conjuntamente.
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furados também se mostraram limitantes, sendo a ordem final: lisina, sulfu
rados, leucina e treonina (Tabela 17), os quais foram destruidos em quanti

dades de 6,39 , 31,69 , 5,12 e 1,31 % (Tabela 18), respectivamente.

TABELA 18. Perda de alguns aminoacidos das proteinas de farelo de mamona
industrial durante o tratamento de desalergenizacao.

% DE PERDA DURANTE
AUTOCLAVAGEM A 121 ©C POR 60 min

AMINOACIDOS
COM 0,5 % HCl COM 0,5 % NaOH

Acido Aspartico 7,06 0,00
Treonina 12,30 1,31
Serina - 8,35 | 0,00
Prolina 0,00 2,51
Glicina 0,93 0,00
Alanina ’ 0,21 29,64
Cistina : 18,03 31,69
Leucina ’ 2,93 5,12
Tirosina 0,00 2,98
Histidina 6,19 0,00
Lisina 0,00 6,39

A qualidade nutricional das proteinas do farelo de mamona in-
dustrial tratado na autoclave respectivamente com dcido ou alcali foi medi
‘da pelos indices '""NPR" (Net Protein Retention) e "PER" (Protein Efficiency
Ratio) num estudo de 10 dias de alimentacdo de ratos da raca Wistar, no
qual as proteinas dos farelos foram avaliadas em quatro niveis, a  saber:
0,2,4e6 % em substituicdo a caseina da dieta. As Tabelas 19 e 20
mostram os reéultados desses indices calculados para cada fonte proté€ica.
Na avaliacao dos resultados apresentados naquelas Tabelas observa-se:

1) que a substituicdo de caseina por farelo de mamona autocla-
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TABELA 19. Ensaio biologico (a) com dietas contendo proteina de farelo de
mamona industrial autoclavado (com calor Umido) a 121 9C por 60
minutos na presenca de 0,5 % (p/p) de acido cloridrico.

PROPORCAO TECRICA (%) DE PROTEINA % PROTEINA FI

FARELO DE MAMONA CASEINA COMER NAL NA DIETA NPR PER
INDUSTRIAL (b) ~ CIAL (c) (5N . 6,25)
° 10 10,60 4,32 5,28
2 9,72 4,29 3,09
4 9,39 4,10 2,94
6 4 9,90 3,71 2,46

(a) Ensaio de 10 dias.
(), (c) Contém 36,08 e 78,89 % de proteina (N . 6,25), respectivamente.

TABELA 20. Ensaio bioldgico (a) com dietas contendo proteina de farelo de
mamona industrial autoclavado (com calor tmido) a 121 9C por 60
minutos na presenca de 0,5 % (p/p) de hidroxido de sédio.

PROPORCAO TECRICA (%) DE PROTEINA ¢ PROTEINA FI

FARELO DE MAMONA CASETNA COMEr AL NA DIETA NPR PER
INDUSTRIAL (b)  CIAL (c) (3N . 6,25)
0 10 10,60 4,32 3,28
2 8 9,60 4,23 3,03
4 6 9,40 4,24 2,96
6 4 10,35 3,58 2,36

- (&) Ensaio de 10 dias.
(b),(c) Contém 39,27 e 78,89 % de proteina (4N . 6,25), respectivamente.

vado tanto com acido como alcali produz uma diminuicdo dos indices NPR e
PER. Isso ja era esperado devido a limitidncia de alguns aminoicidos essen
ciais em ambos os farelos tratados, como discutido anteriormente.

2) A tendéncia geral € de diminuir os Indices NPR e PER com as

percentagens crescentes de substituicao da caseina por farelo.
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3) Nas dietas com menor e maior teor de proteina (2 e 6 %) de
farelo, observou-se que o tratamento alcalino foi ligeiramente mais preju-
dicial ao valor nutricional da proteina do que o tratamento acido. Que o
tratamento acido € menos nocivo a proteina, pode ser confirmado com os re-
sultados apresentados na Tabela 21. Naquela Tabela observa-se que as die-
tas com farelo tratado com acido renderam pesos ganhos superiores aos obti

dos com farelo tratado com alcali.

TABELA 21. Dados obtidos nos ensaios bioldgicos com ratos Wistar, usando-
se como fonte protéica diferentes combinacées de farelo de ma-
mona industrial tratado no laboratorio e caseina comercial.

PROPORCAO TECRICA (%) DE PROTEINA DE GANHO PESO  PROTEINA CONSUMIDA

FARELO DE MAMONA CASEINA COMER POR RATO POR RATO
INDUSTRIAL (a) CIAL (b) €3] (g)

0,5 % HC1 (c)

2 8 +30,00 9,72

4 6 +29,44 10,03

6 4 +23,03 9,37
0,5 % NaOH (d)

2 8 +29,36 9,70

4 6 +27,07 9,15

6 4 +22,69 9,61
Controle

0 10 436,97 11,27
Aprotéica

0 0 | -11,69 | 0,16

(a) Autoclavado (com calor Umido) a 121 oC por 60 minutos conjugado com
0,5 % (p/p) de acido cloridrico ou de  hidroxido de sGdio, respec
tivamente. '

(b),(c),(d) Contém 78,89 , 36,08 e 39,27 % de proteina (3N . 6,25), res-
pectivamente.
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4.5. AVALIACAO DO VAPOR D'AGUA APOS CONTATO DIRETO COM FARELO DE MAMONA

As experiencias laboratoriais com vapor d'dgua mantido em coﬁ-
tato prévio com o farelo de mamona industrial foram motivadas por informa-
coes iniciais provenientes do setor industrial de que, alguns operarios
que trabalhavam no processamento da semente para extracdo do 6leo, passa-
Tam a apresentar determinados sintomas como regides avermelhadas na pele e
coceira. Suspeitou-sg entao que, o vapor d'agua eliminado pelos maquina-
rios durante o processamento industrial poderia estar arrastando o'compos-
to ou compostos alergénicos presentes nas sementes de mamona, 0S quais po-
deriam estar sensibilizando os operidrios e causando os sintomas descritos.

Em nosso laboratorio, vapor d'agua obtido por dois procedimen-
tos diferentes de arraste (Figuras 2A e 2B) foi condensado e submetido a
testes quimicos e immoldgicos, apds ter permanecido em contato direto com

o farelo de mamona industrial.
4.5.1. CARACTERIZACAO QUIMICA DO CONDENSADO DE VAPOR D'AGUA

Alguns testes quimicos foram aplicados no condensado de vapor
d'agua e os resultados estdo apresentados na Tabela 22. Detectou-se a pre
senca de compostos aminados e amonia no condensado de vapor d'agua mantido
“em contato direto com o farelo de mamona industrial. Os testes qualitati-
Vvos para carboidratos, peptideos e aminoacidos indicaraﬁ a ausencia desses
compostos. O nitrogénio total foi quantificado em 0,65 mg por 100 mL de
condensado normal e 9,37 mg por 100 mL de condensado parcialmente concen-

trado (14 vézes) por liofilizacdo.
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TABELA 22. Resultado dos testes quimicos aplicados no condensado de vapor
d'agua ap0s contato direto com o farelo de mamona industrial.

: CONDENSADO
NATUREZA DO TESTE DETECCAO DE NORMAL PARCTALMENTE
LIOFILIZADO (a)

pH - 6,0 a 6,5 6,0 a 6,5
Antrona Carboidratos Negativo Negativo
Reacdo do Biureto Peptideos Negativa Negativa
Analisador de Ami  Aminoacidos Nao detectados Nao detectados
“noacidos (b) e NHZ (Presenca de NHZ) (Presenca de NHZ)

Reacao da Ninidri
na

Kjeldhal (b)

Aminas Prima
rias, Amino-
acidos e NH,

Nitrogénio

Positiva

0,65 mg/100 mL

Positiva

9,37 mg/100 mL

(a) Concentrado 14 vézes.
(b) Testes aplicados somente no condensado de vapor obtido através do pro

cedimento da Figura 2B.

4.5.2. COMPOSTOS NINIDRINA-POSITIVOS

O farelo de mamona industrial, o farelo preparado no laborato-

rio e as cascas das sementes de mamona eliminaram compostos por arraste de

vapor que deram reacao positiva com a ninidrina (Tabela 23).

Ambos os fa-

relos eliminaram maior quantidade desses compostos do que a casca separa-

damente, sendo que o farelo industrial eliminou 35 % a mais que o

preparado no laboratério.

farelo
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A autoclavagem (com calor Umido) do farelo de mamona industri-
al pareceu promover a liberacdao de compostos ninidrina-positivos, e a libe

racao foi maior nos tempos de autoclavagem mais prolongados (Tabela 24).

TABELA 23. Quantidade (em ug de dc. glutamico) de compostos ninidrina-posi
tivos arrastados do farelo de mamona por vapor d'agua (a).

AMOSTRA USADA NO ARRASTE COMPOSTOS NINIDRINA-POSITIVOS (b)
(2g) 4 (ug AC. GLUTAMICO/400 mL)
Farelo Industrial (com Casca) 12,0
Farelo Preparado no laboratorio 7,8
(com Casca)
Casca de Sementes 5,4

(a) Procedimento da Figura 2A.
(b) Média de tres testes com o reagente ninidrina.

TABELA 24. Quantidade (em ug de ac. glutamico) de compostos ninidrina-posi
tivos arrastados do farelo de mamona industrial por vapor
d'agua (a).

AUTOCLAVAGEM DO FARELO DE MAMONA COMPOSTOS NINIDRINA-POSITIVOS (b)

INDUSTRIAL USADO NO ARRASTE (2g) (g AC. GLUTAMICO/400 mL)
121 oC 30 min | 8,4
90 min - 9,3
180 min 16,5
150 oC 30 min 21,6

(a) Procedimento da Figura 2A.
(b) Média de tres testes com o reagente ninidrina.

Adicao prévia de hidrdxido de sodio em quantidades de 0,25 ,



0,50 , 0,75 e 1,00 % (p/p) ao farelo de mamona industrial estimulou pro-

gressivamente a liberacdo dos compostos ninidrina-positivos, com excecgdo

da concentracao mais alta, como pode ser observado na Figura 3. Conside-

NINIDRINA - POSITIVOS

COMPOSTOS

( ug de dcido glutamico)

.\ ——+——.— SEM NoOH

——0——0—~—— 0,25%NoOH
———0——0—~—— (,50% NaOH
—A——a—— 0,75%NaOH

—0—8— |,00%NaOH

-
o
-

FRAGAO DO CONDENSADO

FIGURA 3. Concentracao de compostos ninidrina-positivos por fracio de 100

mL de destilado ao vapor, mantido em contato direto com farelo
de mamona industrial tratado com NaOH e autoclavado a 1219C por
60 minutos.
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rando a concentracdo desses compostos versus tempo de destilacao, verifi-
cou-se que a liberacao dos compostos ninidrina-positivos foi decrescente

tendendo a uma extincao final.
4.5.3. ANTIGENICIDADE E ALERGENICIDADE DO CONDENSADO DE VAPOR D'AGUA

0 vapor d'agua mantido em contato direto com o farelo de mamo-
na industrial foi avaliado quanto as suas propriedades imunoprecipitante e
anafilatica, através dos respectivos testes de difusdo dupla em gei de
agar e anafilaxia cutanea passiva.

O condensado de vapor obtido por ambos os procedimentos de ar-
raste das Figuras 2A e 2B apresentou atividade anafildtica no teste de ACP
em camundongos (Tabela 26), mas n3ao se mostrou imunoprecipitante no teste
de DDGA (Tabela 25). O condensado manteve a atividade anafilatica apos
ser concentrado 14 vezes no liofilizador, e também quando totalmente liofi
lizado e rediluido para 5 ml com solucdo salina fisiolégica (Tabela 28).
Nestas condicoes a atividade immoprecipitante continuou nio sendo detec-
tada (Tabela 27).

Quando o farelo de mamona industrial foi submetido a tratamen-
to hidrotérmico no laboratério antes da operacdo de arraste, ja nio  foi
possivel detectar a atividade anafilatica no destilado mantido em contato

"direto com estes farelos (Tabela 30). A atividade imunqprecipitante tam-
bém ndo foi detectada, como ja era esperado (Tabela 29).

Aparentemente, nao existe correlacdo entre a atividade anafi-
latica e os compostos ninidrina-positivos no destilado condensado. A pro-
priedade anafilatica do destilado condensado mantido em contato direto com
o farelo industrial € inativada pelo tratamento prévio do farelo com calor

umido na autoclave (Tabela 30), enquanto que a liberacao dos compostos
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TABELA 25. Atividade imunoprecipitante do vapor d'igua mantido em contato
direto com farelo de mamona industrial nao-tratado no laboratd-
" rio. :

PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DE

CONDENSADO DE VAPOR TESTE: DIFUSAO DUPLA EM GEL DE AGAR (a)

Sol. 0,2 % de CB-1A (Controle) Positivo
Figura 2A (5 g de Farelo) Negativo
Figura 2B (200 g de Farelo) Negativo

(a) Em triplicata, usando-se o anti-soro CB-1A de coelho.

TABELA 26. Atividade anafildtica do vapor d'dgua mantido em contato direto
com farelo de mamona industrial ndo-tratado no laboratorio.

PROCEDIMENTO PARA OBTENCAO DE TESTE: ANAFILAXIA CUTANEA PASSIVA (a)

CONDENSADO DE VAPOR NO ENSAIO POSITIVO NEGATIVO AVALIACAO
Sol. 0,2 % de CB-1A (Controle) 3 3 0 Positivo
Figura 2A (5 g de Farelo) 3 2 1 Positivo
Figura 2B (200 g de Farelo) 3 2 1 Positivo

(a) Usou-se o anti-soro CB-1A de coelho.

ninidrina-positivos parece ser estimulada pelo mesmo tratamento aplicado
'no farelo (Tabela 24). |

Os resultados do teste de anafilaxia cutdnea passiva (Tabelas
26 e 28), ao contrario do teste de difusio dupla em gel de agar - (Tabelas
25 e 27), sugerem que algum composto (ou compostos alergénicos) presente
no farelo de mamona industrial pode ser arrastado por vaﬁor d'agua durante
tratamento hidrotérmico brando. Cabe acrescentar aqui que, durante as ope

racoes de arraste com vapor no laboratério, o autor teve a oportunidade de
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TABELA 27. Atividade imunoprecipitante do vapor d'dgua mantido em contato
direto com farelo de mamona industrial nio-tratado no laborato-
rio, e posteriormente condensado e concentrado no 1liofilizador.

LIOFILIZACAO DO CONDENSADO

OBTIDO NA AUTOCLAVE (FIG. 2B) TESTE: DIFUSAO DUPLA EM GEL DE AGAR (a)

Sol. 0,2 % de CB-1A (Controle) Positivo
Parcial (Concentrado 14 Vézes) Negativo
Total (e Rediluido para 5 ml Negativo

com Sol. Salina Fisioldg.)

(a) Em triplicata, usando-se anti-soro CB-1A de coelho.

TABELA 28. Atividade anafildtica do vapor d'agua mantido em contato direto
- com farelo de mamona industrial nio-tratado no laboratério, e
posteriormente condensado e concentrado no liofilizador.

LIOFILIZACAO DO CONDENSADO TESTE: ANAFILAXIA CUTANEA PASSIVA (a)
OBTIDO NA AUTOCLAVE (FIG. 2B) N9 ENSAIO POSITIVO NEGATIVO AVALTACAO

Sol. 0,2 % de CB-1A (Controle) 3 3 0 Positivo
Parcial (Concentrado 14 Vézes) 3 1 2 Positivo
Total (e Rediluido para 5 ml 2 1 1 Positivo

com Sol. Salina Fisioldg.)

(a) Usou-se o anti-soro CB-1A de coelho.

experimentar o desconforto de reacdes locais, nos olhos e narinas, como
descritas anteriormente. |

Esses dados permitem concluir que, os vapores que entram em
contato com farelos industriais ndo arrastam compostos de natureza protéi-
ca ou glicidica em quantidades suficientes para serem detectados em nosso

sistema analitico. No entanto, outros compostos de poder alergénico (tipo
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TABELA 29. Atividade imunoprecipitante do vapor d'agua (a) mantido em con-
tato direto com farelo de mamona industrial tratado no labora-
torio. ;

AUTOCLAVAGEM (COM CALOR OMIDO)

Sol. 0,2 % de CB-1A (Controle) Positivo
121 10 Negativo

20 Negativo

30 Negativo

40 Negativo

50 Negativo

60 Negativo

150 30 Negativo

(a) Procedimento da Figura 2A.
(b) Em triplicata, usando-se anti-soro CB-1A de coelho.

.

TABELA 30. Atividade anafildtica do vapor d'agua (a) mantido em contato di
reto com farelo de mamona industrial tratado no laboratdrio.

AUTOCLAVAGEM (COM CALOR UMIDO)

Sol. 0,2 % de CB-1A (Controle) Positivo
121 10 Negativo

20 ' Negativo

30 Negativo

40 Negativo

50 Negativo

60 . Negativo

150 30 Negativo

(a) Procedimento da Figura 2A.
(b) Tres ensaios em trés animais diferentes, usando-se anti-soro CB-1A de

coelho.
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hapteno) estao co-destilando com o vapor d'agua, apos contato deste Gltimo
~ com os subprodutos industriais da mamona. O fato da substancia alergénica
presente nos vapores possuir atividade anafilatica mas nio imunoprecipitan
te (Tabelas 25 e 26), concorda também com a possibilidade de que a mesma

seja de natureza hapténica, e ndo protéica ou glicidica.
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5. CONCLUSCES

No presente trabalho, que objetivou explorar métodos rapidos
e economicos para desalergenizar o farelo de mamona industrial, foram
apresentados resultados que permitem concluir o seguinte:

Para obter-se uma desalergenizacdo parcial do farelo de mamo-
na industrial precisa-se aplicar condicGes de tratamento muito drasticas,
especialmente quando- comparadas as condicées que destroem os principios
‘toxicos deste subproduto.

A autoclavagem conjugada com hidroxido de sédio mostrou ser
mais eficiente para desalergenizar o farelo de mamona em comparacdo com
igual autoclavagem conjugada com dcido cloridrico.

Possiveis desalergenizacoes do farelo de mamona industrial fg
ram alcancadas na auticlavagem (com calor umido) a 121 9C conjugada com
hidroxido de sddio.

Os aminoacidos essenciais das proteinas de farelo de mamona
industrial foram mais intensamente destruidos na autoclavagem a 1219C por
60 minutos conjugada com 0;5 % (p/p) de NaOH do que igual autoclavagem
conjugada com 0;5 % (p/p) de HC1. O farelo autoclavado com alcali apre-
sentou quatro aminoacidos essenciais limitantes, a lisina, os sulfurados,
a leucina e a treonina; enquanto que, no-farelo autoclavado com acido
constatou-se apenas trés aminoacidos essenciais limitantes, a lisina, a
treonina e a leucina.

Atraves de ensaios biologicos dos produtos que sofreram trata
mentos desalergenizantes razoavelmente bréndos, verificou-se que o valor
biologico da proteina foi ligeiramente mais baixo para o produto tratado
com alcali do que com acido.

Foi constatada a atividade alergénica de compostos ainda nio



75

identificados (talvez do tipo hapteno) extraido pela acao do vapor d'agua
sobre o farelo de mamona, fendmeno que pode ser extrapolado aos processos
de destoxicacdo e/ou desalergenizacdo industrial.

Obter-se 100 % de desalergenizacdo pelos métodos aqui testa-
dos apresenta-se como um objetivo ainda distante, especialmente conside-
rando que se busca a preservacdo das propriedades biolégicas das prdtei-
nas. A necessidade de pesquisa posterior € aparente, especificamente de-
vido a importancia da destruicdo da totalidade dos alérgenos para .a salde

do animal que se destina a ragdo e, em Gltima instancia, do homem.
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