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RESUMO

Caracterizagao do concentrado de urucum com alto teor de bixina e
composicao centesimal do leite de ovelhas suplementadas com antioxidante
natural em diferentes fases de lactagao

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar o concentrado de urucum, através das
analises de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), cinzas, fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), hemicelulose, extrato etéreo (EE) e
nutrientes digestiveis totais (NDT), também compostos bioativos compostos por
fendis, flavonoides, captura do radical 2,2-azinobis (ABTS+) e pode de redugéo do
ferro (FRAP) e através do seu uso, avaliar os efeitos do produto sobre a
composi¢cao quimica centesimal do leite, em diferentes fases da lactacdo. O
experimento foi realizado no centro Zootécnico da UNOESTE, utilizando 39 ovelhas
mesticas Dorper, divididas em trés grupos (n=13) experimentais e os tratamentos
foram chamados de: grupo 1 (CT), o controle o produto de urucum; grupo 2 (URU
0,5) com adicdo de 0,5% do produto de urucum e grupo 3 (URU 1,0) que teve
adicdo de 1% do produto por kg de ragdo. Foram colhidas amostras de leite das
ovelhas a cada 10 dias, até o desmame dos cordeiros, ocorrido aos 45 dias de
idade, com isso totalizaram 5 colheitas de leite. As amostras do leite foram
enviadas para o laboratério de bromatologia da UNOPAR, Londrina — Parana, onde
foram realizadas as analises de cinzas, extrato seco (ES), proteina bruta (PB) e
extrato etéreo (EE). Para a analise estatistica foi realizado um teste de Shapiro-
wilk, seguindo a analise de acordo com o resultado. Havendo normalidade se
prosseguiu-se com o teste ANOVA de medidas repetidas e nao havendo
normalidade realizou-se o teste de Friedman. Os dados foram avaliados no
software RStudio. Os resultados da analise do concentrado de urucum,
apresentaram alto teor de MS e o teor de PB demonstra que o produto em questao
nao pode ser considerado como fonte proteica, ja o teor de cinzas demonstra ser
uma boa fonte de minerais, e os valores de FDN (51,07%), FDA (47,57%) e
hemicelulose (4,5%) caracterizam o produto como fibroso. O valor de EE confere
ao concentrado um carater lipofilico, tornando-o insoluvel em agua e englobando
compostos de importancia metabdlica. Os resultados deste estudo demonstram
uma quantidade superior de flavonoides totais e de fendlicos totais do produto
utilizado. A amostra do concentrado de urucum analisada apresentou valor superior
de ABTS e FRAP, quando comparados com outros alimentos, podendo ser
utilizado como antioxidante, pois o valor se assemelha aos antioxidantes sintéticos.
Na analise do leite, verificou-se efeito significativo apenas para o periodo de
lactacdo para as % de PB, com efeito quadratico. Nas demais variaveis, extrato
seco e extrato etéreo ndo houve diferenca estatistica (P<0,05). Observou-se
interacao das doses no inicio e no final da lactagao x tempo, para a variavel cinzas,
ou seja, para a porcentagem total de matéria mineral. O maior teor de cinzas foi
observado no final da lactagdo. O efeito do tempo inicial e final de lactacéo
ocorreu em todos os tratamentos. As doses do concentrado de urucum e o
periodo de lactacdo influenciam o teor de cinzas no leite, minimizando a utilizagao
das reservas corporais das ovelhas e o teor de proteina do leite é influenciado pelo
periodo de lactacao.

Palavras-chave: fenélicos; flavonoéides; leite; ovinos; urucum.



ABSTRACT

Characterization of annalt concentrate with high bixin content and centimal
composition of milk from ewes supplemented with natural antioxidants in
different lactation stages

The objective of this research was to characterize the annatto concentrate, through
the analysis of dry matter (DM), crude protein (CP), ash, neutral detergent fiber
(NDF), acid detergent fiber (ADF), hemicellulose, ether extract ( EE) and total
digestible nutrients (NDT), also bioactive compounds composed of phenols,
flavonoids, 2,2-azinobis radical capture (ABTS+) and iron reducing power (FRAP)
and through their use, evaluate the effects of the product on the proximate chemical
composition of milk, at different stages of lactation. The experiment was carried out
at the UNOESTE Zootechnical Center, using 39 crossbred Dorper sheep, divided
into three experimental groups (n=13) and the treatments were called: group 1 (CT),
the annatto product control; group 2 (URU 0.5) with the addition of 0.5% of the
annatto product and group 3 (URU 1.0) with the addition of 1% of the product per kg
of feed. Milk samples were collected from the sheep every 10 days, until the lambs
were weaned, which occurred at 45 days of age, resulting in a total of 5 milk
collections. The milk samples were sent to the bromatology laboratory at UNOPAR,
Londrina — Parana, where analyzes of ash, dry extract (ES), crude protein (CP) and
ether extract (EE) were carried out. For statistical analysis, a Shapiro-Wilk test was
performed, following an analysis according to the result. If there was normality, the
repeated measures ANOVA test was followed and if there was no normality, the
Friedman test was performed. Data were evaluated using RStudio software. The
results of the analysis of the annatto concentrate showed a high DM content and
the CP content demonstrate that the product in question cannot be considered as a
protein source, while the ash content demonstrates that it is a good source of
minerals, and the values of NDF (51.07%), FDA (47.57%) and hemicellulose (4.5%)
characterizing the product as fibrous. The EE value gives the concentrate a
lipophilic character, making it insoluble in water and encompassing compounds of
metabolic importance. The results of this study demonstrate a higher amount of
total flavonoids and total phenolics in the product used. A sample of annatto
concentrate showed a higher ABTS and FRAP value, when compared to other
foods, and can be used as an antioxidant, as the value is similar to synthetic
antioxidants. In the analysis of milk, a significant effect was only obtained for the
lactation period for up to % CP, with a quadratic effect. In the other variables, dry
extract and ether extract, there was no statistical difference (P<0.05). Observe the
interaction of doses at the beginning and end of lactation x time, for variable ash,
that is, for the total percentage of mineral matter. The highest ash content was
presented at the end of lactation. The effect of the initial and final time of lactation
occurred in all treatments. Concentrated doses of annatto and the lactation period
influence the ash content in the milk, minimizing the use of the sheep's body
reserves and the protein content of the milk is influenced by the lactation period.

Keywords: annatto; flavonoids; milk; phenolics; sheep.
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1 REVISAO DE LITERATURA: USO DE ANTIOXIDANTES NA PRODUGAO
ANIMAL

1.1 Introducao

A ovinocultura € um setor que vem crescendo e se desenvolvendo nos
ultimos anos, mas ainda ha algumas areas da produgdo com falta de informagdes
qgue auxiliam no manejo e busca por resultados satisfatérios. A fase reprodutiva, por
exemplo, é de extrema importancia por ser a responsavel de fornecer os cordeiros
que serao utilizados para engorda ou reposigao de matrizes e reprodutores.

O terco final da gestacéo € o periodo em que a ovelha demanda as maiores
exigéncias nutricionais e metabdlicas (CELI; DI TRANA; CLAPS, 2008; OLIVEIRA et
al., 2014), pois é a fase em que ocorre 80% do crescimento fetal, tendo a formagéao
das fibras musculares do feto que garantira seu desenvolvimento corporal em vida
(BUTTERY; BRAMELD; DAWSON, 2000; PATINO; VAN CLEEF, 2010).

As necessidades de energia da mae aumentam no terco final da gestagao,
havendo também o aumento do estresse oxidativo, devido as mudangas fisioldgicas
no final da gravidez e perto do nascimento (ZARBALIZADEH-SAED et al., 2020). O
tipo de gestagdo, a disponibilidade de nutrientes e fatores estacionais, podem ser
responsaveis por alteracbes no perfil metabdlico de ovinos durante a fase
gestacional, sendo de extrema importancia a avaliagdo dos resultados bioquimicos
correlacionados a esses possiveis fatores de interferéncia (SOARES; VIANA;
LEMOS, 2007). Cabe destacar que em ovelhas poliestricas estacionais, o tergo final
da gestagdo se dard nos meses de junho e julho, época do ano, com menor
disponibilidade de nutrientes tanto para a matriz, quanto para o feto.

Sendo assim, o estudo do perfil metabdlico € uma ferramenta que pode
colaborar para o conhecimento do verdadeiro estado nutricional das ovelhas e assim
avaliar possiveis transtornos metabdlicos e a partir desse principio, usar a
alimentacao para minimizar ou reverter esse estado.

Existem varios estudos que mostram que a ocorréncia de estresse oxidativo,
pode interferir no desenvolvimento de imunossupressédo e respostas inflamatérias,
0s quais podem aumentar a susceptibiidade dos pequenos ruminantes a

desenvolverem disturbios que afetam a saude do animal durante a fase critica do
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periparto (BERNABUCCI et al., 2005; CASTILLO et al.,, 2005; SORDILLO, 2005;
TURK et al., 2008).

O estresse oxidativo € uma condicdo biolégica caracterizada pelo
desequilibrio entre compostos oxidantes e a atuagcdo do sistema de defesa
antioxidante, levando a um desequilibrio na homeostase, o que provoca danos
oxidativos nas células e tecidos e que pode ser mensurada através de diversas
analises bioquimicas. O mais usado tem sido o método de substancias reativas ao
TBARS, através quantificagdo de malonaldeido (produzido na peroxidacgao lipidica).

Como ja mencionado anteriormente, as fases da vida do animal de maior
atencdo sao: o periodo final da gestagdo, paricdo e lactagcdo, pelas maiores
demandas nutricionais e sanitarias. Quando existe um manejo alimentar deficiente
ou aumento na exigéncia das fémeas, isso podem gerar o aparecimento de doengas
metabdlicas, como por exemplo, a toxemia na gestagéo, a qual se caracterizada por
um desequilibrio energético proveniente de um menor aporte de glicose, mobilizando
o tecido adiposo, o qual aumentar potencialmente os niveis de corpos cetdnicos na
circulacdo (TOMA; CHIACCHIO; MONTEIRO, 2010). Quando manifestada, a doenca
apresenta altas taxas de mortalidade (90% e 100%). Sendo assim torna-se de
extrema importancia o conhecimento dos niveis de estresse oxidativo nessa fase, e
alternativas para reverté-lo, a fim de potencializar os indices produtivos e
reprodutivos da ovinocultura.

Por exemplo a combinagao Cr-Met com o antioxidante Se-Met, mostrou-se
eficaz na reducéo do colesterol sérico de ovelhas no tergo final da gestagéo, além de
diminuir a concentragdo seérica de malonaldeido em relagdo ao grupo controle
(MOUSAIE; VALIZADEH; CHAMSAZ, 2017).

Em experimento realizado por Martins et al. (2018), avaliando o estresse
oxidativo no soro sanguineo em ovelhas em diferentes fases da gestacéo,
observaram maiores niveis de peroxidacao lipidica (pelo método TBARS) em
ovelhas no periodo pré-parto (30 dias e 15 dias antes do parto) quando comparado
ao parto e pos-parto, evidenciando o aumento dos radicais livres nessa fase de vida
do animal.

Estudos com a adicdo de extratos vegetais e 6leos vegetais diretamente na
dieta das ovelhas, visando pardmetros zootécnicos, como desenvolvimento corporal,
producao leiteira e comportamento animal, vem sendo feitos (STRIDER, 2016), mas

o estudo de aditivos que promovam menor estresse oxidativo nos animais e melhor
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qualidade no leite, principalmente para o bem-estar dos animais e consequente
consumo dos produtos na producdo e saude humana, pode trazer beneficios na
produtividade, mercado e consumidor.

O uso de antioxidantes na dieta dos animais pode aumentar a tolerancia ao
estresse térmico, caracteristica importante em um pais tropical que possui boa parte
dos animais criados a pasto, reduzir a perda de peso da matriz em uma fase em que
a perda é comum (final da gestacgéao e inicio da lactagao), melhor ganho de peso de
cordeiros, melhorar a resposta imune dos animais (NICOLODI et al., 2010;
ALHIDARY et al., 2015; NIETO et al., 2016; ZARBALIZADEH-SAED et al., 2020).
Outros estudos apontam beneficios no produto de animais alimentados com
antioxidantes, observando melhor estabilidade da cor e da gordura da carne, tendo
também maior tempo de prateleira (MACIT et al.; 2003, LEAL et al., 2017).

1.2 Urucum (Bixa orellana)

O urucum é uma planta da familia Bixaceae, uma arvore de 3 a 5 metros de
altura, seu fruto é coberto por espinhos e suas sementes possuem coloragao
vermelha e com odor caracteristico. O Brasil € o maior produtor mundial de urucum,
sendo os estados do Para, Bahia, Rondénia e Sdo Paulo os maiores produtores.
Este ultimo é o maior produtor do Brasil (34,7%). A microrregido de Dracena possui
extrema importancia na producgao, pois, sozinha, é responsavel por mais de 21,5%
de todo urucum brasileiro (IBGE, 2019).

A semente desta planta, possuiu como carotenoides principais a bixina e a
norbixina, os quais, de acordo com varios estudos (CONRAD; DIKE; AGBARA,
2013; SOUSA et al, 2019; HOLANDA et al, 2021). possuem propriedades
antioxidantes, devido a presengca de uma cadeia de duplas ligagbes conjugadas
alternadas com a capacidade de agir sobre os radicais livres, reagindo com oxigénio
e peroxidos (SIES; STAHL, 1995).

1.2.1 Uso de carotenoides na nutricao animal
No comparativo mundial, o Brasil € o maior produtor de urucum, sendo

cultivado em varias partes do pais. A bixina representa 80% dos carotenoides

presentes no urucum, sendo ela de maior importancia econémica na planta, possui



15

capacidade de retardar a oxidagao, diminuir o colesterol do sangue e defender o
organismo de doengas oncologicas e cardiovasculares, pelo fato de conseguir
neutralizar os radicais livres (SANTOS; LOURENZANI; LOURENZANI, 2018;
ROCHA, 2014).

Garcia et al. (2012) relata que estudos tém sido realizados para aumentar a
produtividade do urucuzeiro e também para melhorar a qualidade das sementes, ja
que se busca comprovar a capacidade dos carotenoides presentes na planta como
potenciais agentes antioxidantes. Estudos feitos por Lima et al. (2001) em coelhos
demonstram exatamente esse efeito antioxidante, ao introduzirem nesses animais
uma dieta hiperlipémica sendo adicionado diferentes antioxidantes a dieta dentre
eles a bixina, observou-se uma redugao de 40% nos niveis de colesterol, o maior
comparado aos outros.

Animais suplementados com bixina quando submetidos a dietas ricas em
colesterol tiveram maior redugdo deste, quando comparado com outros
carotenoides, os quais inibiram o surgimento da LDL oxidativas, além de prolongar a
vida util dos produtos carneos em prateleiras, ndo ocasionando problemas relativos
a saude do consumidor final (SOUZA, 2011). Sendo assim, a bixina, pode ser uma
importante ferramenta na produg&o animal, agregando qualidade de interesse tanto
para saude publica como para todo o sistema produtivo de proteina animal (ROCHA,
2014).

1.3 Antioxidante e o leite

A importancia do uso de antioxidantes se da devido a sua habil capacidade
em sequestrar o oxigénio singlete e neutralizar os radicais livres, diminuindo o
estresse oxidativo celular (BARREIROS et al., 2006), sendo que os antioxidantes
demonstraram ser transferidos diretamente da alimentagcdo ao leite, a partir de
suplementos adicionados a dieta das fémeas (HAVEMOSE et al., 2004; NALECZ-
TARWACKA; KARASZEWSKA; ZDZIARSKI, 2003).

Diferentes quantidades de bixina adicionadas na ragdo comercial de vacas
leiteiras mostrou que a concentragdo total dos acidos graxos saturados e
insaturados plasmaticos nado sofreu influéncia da inclusdo de bixina (P<0,05),

provavelmente devido a elevada queda do acido miristico e miristoléico. Isto deve ter



16

sido proveniente de alteragbes nos padrées de biohidrogenagdo ruminal ocorridos
pela adigdo da bixina (LIMA, 2016).

O uso de doses diarias de 80mg de curcuma, que também é um antioxidante
natural, na dieta de ovelhas leiteiras da raga Lacaune, evidenciou a reducéo para o
C16:0 do grupo tratado com curcuma, ao mesmo tempo em que o C18:1n9c
aumentou neste mesmo grupo comparado ao grupo controle. Conclui-se que o uso
de curcuma na dieta de ovelhas potencializa a agao antioxidante e anti-inflamatoria
no sangue e reduz a lipoperoxidagédo (JAGUEZESKI, 2018).

Ja em estudos com bufalas utilizando vitamina E como antioxidante na
alimentagcdo durante o periodo de lactagdo, Agustinho (2017), concluiu que a
capacidade antioxidante do sangue, leite e a digestibilidade da fibra em detergente
neutro aumentaram, podendo ser explicado pelas observagbes de alguns autores,
como Nazirogluet, Guler e Yuce (2002) ao avaliarem, a adigdo de vitamina E na
fermentacdo ruminal in vitro, observaram aumento da producdo de acetato e do
numero de protozoarios.

Dessa forma, torna-se de extrema importdncia o fornecimento de
antioxidantes para fémeas ruminantes no tergo final da gestagcdo, como forma de

melhor seu estado fisioldgico e posteriormente a qualidade do leite.
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RESUMO

A bixina presente na semente do urucum tem apresentado bons resultados na producio de
ovinos. O objetivo foi caracterizar o concentrado de urucum com alto teor de bixina 35%®
através das andlises bromatologicas e compostos bioativos e com seu uso, os efeitos do
produto sobre a composi¢ao quimica centesimal do leite de ovelhas, em diferentes fases da
lactacdo. Foram utilizadas 39 ovelhas, (n=13): grupo 1 (CT), o controle sem produto de
urucum; grupo 2 (URU 0,5) com adi¢ao de 0,5% do produto de urucum e grupo 3 (URU 1,0)
que teve adicao de 1% do produto/kg de ragdo. Foram colhidas 4 amostras de leite das ovelhas
até o desmame dos cordeiros. Para a andlise estatistica foi realizado um teste de normalidade
dos dados, seguindo a andlise de acordo com o resultado. Os resultados apresentaram alto teor
de MS, cinzas e baixo teor de PB. Os valores de FDN, FDA e hemicelulose expressaram que
o produto de urucum ¢ de fécil digestibilidade para os ruminantes. O valor de EE confere ao
produto um carater lipofilico. Os resultados demonstram uma quantidade superior de
flavonoides totais e de fendlicos totais. A amostra apresentou alto valor de ABTS e FRAP. Na
analise do leite, verificou-se efeito significativo apenas para o periodo de lactacdo para PB.
Houve interagdo das doses no inicio e no final da lactagdo x tempo, para a variavel cinzas. O
maior teor de cinzas foi observado no final da lactagdo. O efeito do tempo inicial e final de
lactacdo ocorreu em todos os tratamentos. As doses do concentrado de urucum e o periodo de
lactagdo influenciam o teor de cinzas no leite de ovelhas e o teor de proteina ¢ influenciado
pelo periodo de lactagao.

Palavras-chave: Fendlicos. Flavonoides. Leite. Ovinos. Urucum.

INTRODUCAO
O uso de carotenoides, que sdo produtos naturais, utilizados como antioxidante na
alimentagcdo animal, podem trazer resultados positivos para os rebanhos. A bixina e a

norbixina, encontramos na semente do urucum, tem apresentado bons resultados (Alonso,
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2004), trazendo beneficios para a producdo de ovinos. No entanto, sdo escassas ainda as
pesquisas aplicadas, necessitando de um maior nimero de estudos, em realidades distintas.

Em relacdo aos produtos gerados pela ovinocultura, atencdo deve ser dado ao leite
ovino, quando comparado aos demais, destaca-se por possuir menores teores de sodio,
maiores teores de nutrientes importantes, proteina, gordura, solidos totais, bem como os
minerais, calcio, fosforo, ferro, magnésio, potassio e as vitaminas A, C, D, E e do complexo
B, portanto, seus derivados podem ser uma alternativa rentavel aqueles advindos de bovinos
leiteiros (Alichanidis & Polychroniadou, 1995; Yuksel et al., 2012), com o objetivo de
agregar valor em funcao da qualidade do produto.

Dessa forma ha a possibilidade de alteracdes no leite devido o fornecimento do

concentrado de urucum.

Objetivo

Caracterizar o produto comercial de urucum através de analise bromatoldgica
contemplando andlise de MS, PB, cinzas, FDN, FDA, hemicelulose, EE e NDT, realizar
analise dos bioativos e antioxidantes; flavonoides, fenodlicos, FRAP e¢ ABTS e avaliar a
qualidade do leite de ovelhas suplementadas com antioxidante natural colhidos em diferentes

tempos de lactagao.

MATERIAL E METODOS

Local
O experimento foi realizado no centro Zootécnico da Universidade do Oeste Paulista,
localizado no Campus II, na cidade de Presidente Prudente, Oeste do Estado de Sao Paulo

(latitude de 22° 07 norte e longitude 51 ° 23") e no Laboratério de Anélises de Alimentos da
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mesma universidade. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Unoeste (Protocolo n° 7020).
Caracterizacao do concentrado de urucum com alto teor de bixina 35%® através de
analise bromatologica

Apos pré-secagem, a amostra foi triturada para obtencdo de um farelo e encaminhada
para andalise de MS, em estufa a 105°C. A MS foi determinada pela metodologia AOAC
(950.46), para cinzas foi utilizada a incineragdo a 525°C (920.152), PB pela determinagdo de
nitrogénio pelo método de Kjedal (920.152), o EE por Soxhlet (963.15), sendo realizadas as
andlises em triplicata para cada amostra e a fibra bruta em duplicata para cada amostra
(993.21). As analises de lignina, em triplicata para cada amostra, foram realizadas de acordo

com o método descrito por Van Soest et al. (1991).

Determinacio dos compostos fendlicos e flavonoides totais do concentrado de urucum

A determinagdo do teor de compostos fenolicos totais foi realizada no Laboratério de
Nutricdo da Unoeste, utilizando quatro solventes extratores diferentes com fator de diluigao
1:50. O extrato etandlico 96%, obtido pela adicdo de 25,00 mL de alcool etilico 99,5% em
tubos de ensaio contendo 0,50 g de amostra, onde a mistura permaneceu em repouso por 48
horas protegida da luz e posteriormente foram filtrados. O extrato etandlico 70% composto
por 70% de etanol em agua destilada, e o extrato metandlico 30% composto por 30% de
metanol em 4gua destilada, onde os frascos foram tampados e agitados por 2 h a 220 rpm, em
temperatura ambiente e protegido de luz, este procedimento foi repetido por trés ciclos. O
extrato aquoso onde amostras trituradas do concentrado de urucum (lg) foram
homogeneizadas em 50 mL de cloreto de so6dio (50 mM) sendo agitados manualmente a cada

10 minutos a 75°C por 1 hora.
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A concentragdo de compostos fendlicos totais fora determinada segundo o método de
Folin-Ciocalteau baseado na reacdo colorimétrica de oxidagao/reducdo dos fenodis em
triplicata para cada amostra. Os resultados foram calculados com base na curva de calibragao
de 4cido galico e expressos em miligramas de equivalentes de acido gélico (GAE) por g.
(Singleton & Rossi, 1965).

O contetido total de flavonodides foi determinado a partir do extrato etanodlico 96%,
usando o método de Dowd adaptado, baseado na reagdo do cloreto de aluminio em uma
solucdo de metanol. Foi utilizada uma curva padrdo de catequina com sete pontos de
concentracgoes (5, 10, 25, 50, 100, 150 e 200 pg/ mL). O contetudo total de flavonoides foi

expresso como mg de equivalentes de catequina por g. (Arvouet-Grand et al., 1997).

Determinacio do potencial antioxidante do concentrado de urucum

O potencial antioxidante foi determinado pelos ensaios de FRAP e ABTS+, em
triplicata para cada amostra, os quais mensuram o efeito do composto sobre diferentes
radicais e processos oxidativos no extrato etanolico 1:50, o mesmo utilizado na determinagao
do teor de compostos fenodlicos e flavondides.

A capacidade de reducao do ferro do extrato do extrato de urucun foi avaliada por meio
do método FRAP. Para o ensaio sdo utilizadas as seguintes solucgoes: cloreto férrico 5,4% em
agua; HCl 40mM; tampao acetato 0,3M; e TPTZ 10mM. A partir destas solucdes o reagente
FRAP (1:1:10 / TPTZ: ClFes:Tampao) ¢ preparado no dia da andlise e deve ser mantido
distante da luz. Para o ensaio sdo obtidas aliquotas da amostra, agua destilada e reagente
FRAP, na propor¢ao de 1:3:30, mantidos em banho-maria por 30 minutos a 37°C e em
seguida ¢ feita a leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 593nm. A curva
padrao de Trolox foi preparada com com sete pontos de concentracdes (5, 10, 25, 50, 100, 200

e 400 pg/ mL) umol TE e sera utilizada para calcular a capacidade antioxidante do
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concentrado de urucum por meio de regressao linear. O resultado foi expresso em pmol TE/g.
(Benzie & Strain, 1996).

O método ABTS+ se caracteriza por mensurar a captura do radical 2,2’-azinobis
ABTS+, que pode ser gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica.
Com essa metodologia, pode-se determinar a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica. O radical ABTS+ foi preparado a partir da mistura da solugdo estoque do radical
com uma solug¢do de persulfato de potassio 140mM e alcool etilico. A solu¢ao do radical
ABTS+ deve permanecer por 16h em repouso, protegida da luz, antes de ser utilizada. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 734 nm, no tempo
de 7 minutos, de acordo com o descrito no método. A curva padrdao de Trolox foi preparada
com concentragdes de 100 a 1500 umol TE e foi utilizada para calcular a capacidade
antioxidante do concentrado de urucum por meio de regressao linear. Os resultados foram

expressos em pumol TEAC por g. (Re et al., 1999).

Manejo nutricional das ovelhas

Foram utilizadas 39 ovelhas, mestigas Dorper, prenhes, por monta natural de um mesmo
reprodutor, e saudaveis, com idade entre 2 e 4 anos, de rebanho proveniente da propria
instituicdo, aprovado pelo CEUA com protocolo de ntimero 7020.

No terco final da gestacdo (dia 100 da gestacdo, diagnosticada através de
ultrassonografia) as ovelhas foram divididas em trés grupos experimentais com 13 animais
cada, que permaneceram em piquetes rotacionados de Panicum Maximum cv Tanzania e
tiveram suas exigéncias nutricionais atendidas de acordo com NRC (2007) para ovelhas
prenhas, tendo como dieta a pastagem, suplementagdo para manutencdo das exigéncias
nutricionais de 1,5% do peso vivo de ra¢do comercial (FORT OVINOS 16, FORTSAL®)

para ovinos, contendo proteina bruta minima (160 g/kg); NDT estimado (720 g/kg); extrato
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etéreo minimo (33 g/kg); fibra bruta méxima (62 g/kg); FDA méaximo (70 g/kg); material
mineral maximo (50 g/kg); célcio méaximo (18 g/kg); calcio minimo (17 g/kg) e fosforo
minimo (8000 mg/kg).

Trés diferentes doses de concentrado de urucum com alto teor de bixina foram
adicionados a ragdo comercial: 0%, 0,5% e 1% (com base no quilo de matéria seca ingerida).

As adicoes foram chamadas de: controle (CT) com n=13, apenas a ragdo comercial sem
adi¢do do produto; grupo 2 (URU 0,5) com n=13 que teve adi¢do de 0,5% na ragdo comercial,
ou seja, 5g do produto 35% por kg de racdo, e grupo 3 (URU 1,0) com n=13 que teve adi¢do
de 1% do produto na ragao, ou seja 10g do produto. Todas as ovelhas tinham acesso livre a sal
mineral quelatado especifico para ovinos e dgua limpa ad libitum. Para ajuste do fornecimento
da ragdo, as ovelhas foram pesadas a cada 15 dias, e permaneceram comendo pasto, ragdo € o
concentrado de urucum (de acordo com o grupo experimental) at¢ o desmame dos cordeiros,

que ocorreu 60 dias pds-parto, permanecendo um total de 110 dias em dieta experimental.

Colheita e analises do leite das ovelhas

Foram colhidas amostras de leite das ovelhas a cada 10 dias, até o desmame dos
cordeiros, ocorrido aos 45 dias de idade, totalizando 4 colheitas de leite/animal.

Todas as ovelhas foram ordenhadas de forma manual, sendo feita a higiene dos tetos
(pré-dipping) com o descarte dos trés primeiros jatos. O leite colhido foi filtrado com o
auxilio de gaze, para remog¢do de qualquer sujidade, e foi transferido para tubos falcon® de
50mL previamente identificados com niimero do animal, tratamento e data da colheita. O leite
foi colhido do teto esquerdo das ovelhas para padronizac¢do, sendo o direito utilizado caso

houvesse baixa producdo de leite no lado esquerdo.
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As amostras do leite foram enviadas para o laboratério de bromatologia da UNOPAR,
Londrina — PR, onde foram realizadas as andlises de cinzas, extrato seco, proteina bruta,

extrato etéreo.

Analise dos dados

Para a analise estatistica foi realizado o teste de normalidade dos dados (Shapiro-wilk),
seguindo a analise de acordo com o resultado. Havendo normalidade se prosseguiu-se com o
teste ANOVA de medidas repetidas e ndo havendo normalidade realizou-se o teste de

Friedman para regressao. Os dados foram avaliados no software RStudio.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao do concentrado de urucum com alto teor de bixina 35%®

Através das andlises centesimais foi possivel quantificar os percentuais de MS, PB,
cinzas, FDN, FDA, hemicelulose, EE ¢ NDT e os compostos bioativos que visaram medir a
capacidade da substancia impedir ou reduzir a oxidagdo de substancias quimicas presentes em
seres vivos, 0s quais podem ser observados na Tabela 1.

O CUARB ¢ extraido do arilo da semente de urucum, que possui varias substancias além
do pigmento vermelho caracteristico. Este representa de 5 a 10% do peso da semente, dos
quais 30% do peso total ¢ representado pelos carotenoides (Antunes et al., 2021).

O estudo dessa caracterizagdo ¢ uma informacao relevante para os sistemas de produgao
e para as aplicagdes industriais ja que ¢ de fundamental importancia se ter conhecimento da
concentracdo dos componentes presentes nos antioxidantes naturais (Da Silva et al., 2020), a
fim de se garantir uma aplicabilidade adequada de acordo com o objetivo final. E importante

ressaltar que ndo ha na literatura a caracterizacao do produto em questao.
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Tabela 1. Caracterizacdo do concentrado de urucum através da composi¢do centesimal,
compostos bioativos e antioxidantes.

Composic¢io centesimal %
MS 92,77
PB 5,32
Cinzas 3,64
FDN 51,07
FDA 47,57
Hemicelulose 4,50
EE 30,28
NDT * 51,85
Compostos bioativos e antioxidantes

Flavonoides (mg eq catequina/g) 436.667
Fenolicos (eq ac. Galico/g) 69.167
FRAP (umol TE/g) 9647.200
ABTS (umol TEAC/g) 306.500

* Nutrientes digestiveis totais calculados através da formula: Capelle et al. (2001)

O alto teor de MS se caracteriza como fator de importancia para o armazenamento, haja
vista que produtos desidratados sdo mais estdveis; possibilitando, desse modo, aumento de
vida de prateleira e na concentragdo de compostos fendlicos presentes (Valadez-Carmona et
al., 2016; Santos et al., 2017).

O teor de PB (5,32%) demonstra que o CUAB ndo pode ser considerado como fonte
proteica, pois de acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 54/2012 determina
que, para um alimento ser considerado fonte de proteina deverd ter no minimo 6% de PB
(Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitéria, 2012).

Pereira et al. (2009) e Franco et al. (2008) encontraram valor de 13,5% de PB na
semente inteira do urucum e Anselmo et al. (2008) registraram 13% em residuo de urucum
(sobras apds a extracdo da bixina, galhos e folhas da planta), o que justifica o teor menor
encontrado nessa pesquisa, pois o concentrado de urucum ¢é extraido apenas da camada
externa da semente, ndo contemplando a semente toda.

Ja teor de cinzas encontrado no concentrado urucum foi de 3,64% e demonstra ser uma

possivel fonte de minerais (Antunes et al., 2021), j& que este valor foi superior ao encontrado
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por Silva, Nachtigall & Stringheta (2010), com percentual de 2,98% para cinzas no pd
concentrado de urucum.

J& Franco et al. (2008) apresentou valor maximo de cinzas na semente inteira de 5,4% e
Pereira et al. (2010), 6,25% ao avaliarem o subproduto do urucum apos a extracao do arilo.
Segundo Gomes, Silva & Silva (2003), o teor de cinzas no p6 concentrato pode ser menor
quando comparados a semente inteira ou subproduto do urucum pois o arilo ¢ composto em
sua maior parte por nutrientes facilmente volatilizados na mufla.

A parede celular das plantas modifica-se gradualmente de acordo com sua maturidade
podendo esta por¢do tornar-se mais espessa € impregnada por lignina (Assis, 2021), (tabela 1)
o teor de lignina e celulose (FDA) de (47,57%) e hemicelulose 4,57%, em subproduto do
urucum, apresentou 36,8% de fibra em FDN e 20,2% FDA. Estes valores expressam que o
concentrado de urucum ¢ de facil digestibilidade para os ruminantes, aumentando seu
aproveitamento por estes animais (Utiyama et al., 2002).

Os 70% restantes constituintes do pericarpo da semente, estdo divididos entre PB,
umidade, cinzas ¢ EE e este ultimo se manteve em torno de 30%, semelhante ao valor de
30,28% encontrado no presente estudo (Carvalho et al., 2010). Este valor de EE confere ao
concentrado de urucum um carater lipofilico, tornando-o insolivel em dgua (Da Costa &
Chaves, 2005).

A por¢ao de gordura do urucum contém, além da bixina, o tocotrienol, tocoferol,
vitamina E e os 4cidos graxos linoleico, palmitico, oleico e estedrico (Zou & Aki, 2015; Costa
et al., 2013). Assim como os antioxidantes, os acidos graxos representam compostos de
importancia metabolica, pois participam de reacdes inflamatorias que podem estar
relacionadas a resisténcia imunoldgica, disturbios metabdlicos e doencas neoplasicas

(Hirayama et al., 2006; Martin et al., 2006; Tinoco et al., 2007).
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A importancia desta fracdo deve-se as suas atividades biologicas, que sugerem a
inibicao do crescimentode células cancerigenas em glandulas mamarias ereducao do risco de
doencas cardiacas por essas moléculas, que podem também prevenir outraspatologias que se
originam do estresse oxidativo (Nakagawa et al., 2007; Shibata et al., 2008).

Os resultados deste estudo demonstram uma quantidade superior de flavonoides totais
(436.667 mg eq catequina/g), que foi detectada no extrato do concentrado de urucum com alto
teor de bixina (Tabela 1), quando comparados aos valores encontrados por Silva (2022) com
concentragdes que variaram de 1.03 mg eq catequina/g e 9,77 mg eq catequina/g extrato de
urucum e urucum encapsulado.

Os flavonoides apresentam importantes atividades terapéuticas como consideravel acao
antitumoral, podendo também atuar como anti-inflamatério, antiviral, antimicrobiano e
antioxidante devido a presenca de hidroxilas aromaticas (Simdes et al., 2005). Esses
compostos t€ém demonstrado ser altamente eficazes na eliminagdo das moléculas oxidantes,
como o oxigénio singlete por exemplo (Bravo, 2009). Nesse contexto, o extrato bruto do
concentrado de urucum sugere ser eficaz no combate aos radicais livres em humanos, os quais
estdo envolvidos na génese ou desenvolvimento de varias doencgas via estresse oxidativo
(Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

De acordo com Cushinie & Lamb (2011), os flavonoides podem se comportar como
agentes antibacterianos e sabe-se que dentre os compostos fendlicos encontrados no extrato de
urucum, a alguns deles ja foi atribuida atividade antibacteriana, como ¢ o caso dos acidos
caféico, galico e clorogénico, que demonstraram ser efetivos contra S. aureus (Luis et al.,
2014).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, os teores de fenodlicos totais do
produto utilizado foram de 69.167 (eq ac. Galico/g), inferior aos resultados de fenolicos totais

encontrados por Carvalho et al. (2022), com valor de 459.58 (eq ac. Galico/g) e Lemos
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(2008), que reportou concentracdes de compostos fendlicos que variaram de 297,80 a 450,97
(eq ac. Galico/g) e Lemos et al. (2011) encontraram teores 109,8 a 156,5 eq ac. Gélico/g em
sementes de urucum.

Compostos fenolicos também apresentam atividade antioxidante, o que depende de
muitos fatores, tais como a combinagdo com outros compostos presentes no alimento, o que
pode afetar significativamente a sua bioatividade (Maqgsood & Benjakul, 2010; Siger et al.,
2012; Mirnaghi et al., 2013). Estes compostos podem modular a microbiota intestinal e
reduzir o risco de varias doengas cronicas que tenham relagdo com disbiose intestinal,
diabetes, obesidade e doengas inflamatdrias intestinais (Quatrin et al., 2019). Deus et al.
(2019) afirmam que as propriedades antioxidantes nos alimentos estdo diretamente
relacionadas com a presenca dos compostos fenolicos, em especial os acidos fendlicos e os
flavonoides.

A amostra de CUAB analisada apresentou valor de 9647.200, resultado maior que
3263.33 e 277.70, valores apresentados por Silva (2022) e Dos Santos (2022),
respectivamente, ao avaliarem residuo de urucum. Pulido et al. (2000) descreveram o método
FRAP como uma alternativa para determinar a redu¢do do teor de ferro nas solucdes aquosas
de compostos puros e fluidos bioldgicos (Tiveron, 2010; Rufino et al., 20006).

Na inibi¢ao do radical ABTS o valor da presente pesquisa foi de 306.500 umol TEAC/g
em comparacdo com o antioxidante sintético BHT que mostrou um 63.62 na inibi¢do de
ABTS no estudo realizado por Moreira (2013). Isto significa que o produto analisado tem
maior poder de reducdo do radical ABTS quando comparado com antioxidantes sintéticos
utilizados em larga escala na industria alimenticia.

J4 o0 método ABTS mede a capacidade dos antioxidantes de inativar os cations ABTS

gerados por meio de reagdes quimicas, eletroquimicas ou enzimaticas, permitindo a medi¢ao
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das atividades antioxidantes de compostos hidrofilicos e lipofilicos (Tiveron, 2010; Rufino et

al., 2007).

Composicio bromatologica do leite de ovelhas alimentadas com diferentes doses de

concentrado de urucum no terco final da gestacao

Para a varidvel proteina bruta (Grafico 1), verificou-se efeito significativo apenas para o
periodo de lactacdo, com efeito quadratico e ¢ importante ressaltar que até o presente
momento ndo se observou na literatura estudos semelhantes que avaliaram o uso do
concentrado de urucum e seus efeitos sobre a composi¢do do leite de ovelhas.

Nas demais variaveis, extrato seco e extrato etérco nao houve diferenga estatistica
(p>0,05) como apresentado na Tabela 2. No entanto os resultados estdo acima dos valores
encontrados por Park et al. (2007), trabalhando com urucum, que verificaram valores de
extrato seco de 12,0% e abaixo de 7,9%, valores considerados comuns neste produto.

Tabela 2. Composi¢do centesimal do leite de trés grupos de ovelhas suplementadas com

diferentes niveis (CT, URU 0,5 e URU 1,0) do concentrado comercial com alto teor de bixina
35%® no terco final da gestacao, avaliado em diferentes tempos de lactagao.

Doses de urucum

%) Periodo de lactacao Valor de p
Composicao 0% 0,50% 1% Inicial Meio  Final Trat tempo  Trat
*Tempo
Cinzas 0,90 0,81 0,93 0,86 0,90 0,89 0,0011 0,4522  0,0000*
ES 15,55 16,27 16,07 16,73 15,72 15,44 0,5223 0,1295 0,9239
PB 7,59 8,13 7,65 7,99ab  7,30b 0,1599 0,0281 0,1612
EE 544 6,35 6,17 6,36 5,80 5,81 0,1640 0,4406 0,5908

*Interacdo significativa desdobramento da interacao. Os dados sdo apresentados como média
+ desvio padrdo. Cinzas, extrato seco (ES), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE). As
diferencas estatisticas sdo representadas por letras diferentes nas linhas de acordo com
ANOVA (p<0,05).
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Proteina Bruta 8,072
7,99

ab

7,30

Grifico 1. Regressao efeito quadratico para os dados significativos nos diferentes periodos de
lactacdo de ovelhas alimentadas com o concentrado de urucum com alto teor de bixina 35%®
para a variavel proteina bruta.

Esse efeito sobre a PB pode ter ocorrido devido influéncia dos tempos de lactagdo pois
de acordo com Brito et al. (2006), o inicio e o final da lactacdo sdo os periodos de maior
exigéncia metabodlica da fémea, justificando este resultado para a PB do leite.

Outra justificativa para este efeito ¢ que cepas de bactérias proteoliticas como
Prevotella albensis, Prevotella ruminicola, Peptostreptococcus sp. e Clostridium
aminophilum, foram sensiveis a acdo dos compostos bioativos antioxidantes identificados em
outros produtos analogos ao concentrado de urucum. Sendo assim, os compostos biotativos do
concentrado de urucum podem ter efeito positivo sobre a reducdo da digestdo ruminal,
aumento no fluxo intestinal de proteina e, possivelmente, na digestibilidade intestinal da
proteina (Aguiar, 2012; Simioni, 2011; Prado et al., 2010ab)

Também neste contexto, Osorio (2018) forneceu semente de urucum com ou sem 6leo
de linhaga para vacas leiteiras em sistema de pastejo e ao analisar a PB do leite, os resultados
foram menores que os encontrados nesta pesquisa, com 1,89% para o leite de vacas recebendo

apenas as sementes e 1,86% no leite de vacas que receberam a semente com 6leo de linhaga.
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Ja Chilliard (2003) afirma que a produgdo de proteina no leite esta relacionada a fatores
nutricionais, mais especificamente a ingestao energética e as dietas foram formuladas com o
intuito de atender as exigéncias de producdo das ovelhas, associando a PB do leite a dieta
principal e nao aos aditivos.

Das variaveis analisadas na composi¢ao centesimal, houve interagao dos tratamentos no
inicio e no final da lactacdo x tempo, para a varidvel cinzas, ou seja, para a porcentagem total
de matéria mineral (Tabela 3). O maior teor de cinzas foi observado no final da lactagdao. O
efeito do tempo inicial e final de lactagdo ocorreu em todos os tratamentos.

Tabela 3. Interacdo das doses de urucum e periodo de lactacdo para a varidvel cinzas do leite

de trés grupos de ovelhas suplementadas com diferentes niveis (CT, URU 0,5 e URU 1,0) do
concentrado de urucum no terco final da gestagdo, avaliado em diferentes tempos de lactagao.

Periodo de lactagao

Doses de urucum Inicial Meio Final Valor de p
0% 0,796b 0,864b 1,054a <0.01
0,50% 0,800 0,880 0,767 0,1064
1% 0,993 0,954 0,861 0,0506
Valor de p <0,01* 0,2075 <0.01*

As diferencas estatisticas sdo representadas por letras diferentes de acordo com ANOVA
(p<0,05).
Houve aumento do teor de cinzas conforme o periodo de lactacdo foi chegando ao

tempo final, ou seja, o teor de cinzas apresentou efeito do tratamento, tempo e interagdo entre

tratamento versus tempo (Grafico 1).
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Doses dentro do inicio da lactagdo
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0.00% 0.50% 1.00%

Doses de urucum

Grafico 2. Regressdo efeito linear para os dados significativos da dose dentro do tempo
inicial de lactagcdo de ovelhas alimentadas com concentrado de urucum para a variavel cinzas.

Os resultados da presente pesquisa mostram que o aumento do CUAB possivelmente
melhorou os teores de cinzas, como houve na inclusdo de selénio (Se) na dieta de vacas
lactantes ¢ eficiente em aumentar o teor deste mineral no leite (Clausen et al., 2010; Gierus;
Schwarz & Kirchgessner, 2002) e segundo Viero et al. (2010), a capacidade de resposta do

leite a suplementagdo dietética dos animais com selénio ¢ considerada alta.
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Grafico 3. Regressao efeito quadratico para os dados significativos da dose dentro do tempo
final de lactagdo de ovelhas alimentadas com concentrado de urucum para a variavel cinzas.

De acordo com Moore & DeVries (2020), no final da lactagdo, as maes estdo em
balanco energético negativo e comegam a usar suas reservas corporais, tornando o leite de
melhor qualidade. Vacas que pariram no inverno tiveram maior mobilidade de minerais do
organismo para o leite do que as paridas no verdo; tais ocorréncias podem ser explicadas por
uma maior produgdo de leite dos animais paridos no inverno (Nebel & McGilliard, 1993;
Corassin et al., 2011).

A manutencdo dos niveis de minerais no sangue envolve um equilibrio entre fontes de
suplementagdo em circulagdo e os mecanismos para remover os minerais da circulagdo
sanguinea. Por exemplo o célcio na circulagdo ¢ derivado de cdlcio ingerido na dieta e
absorvido pelo intestino delgado e de mobilizagdo de célcio do esqueleto quando ha

necessidade.
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CONCLUSOES

Conclui-se que o produto concentrado de urucm utilizado ¢ rico em extrato etéreo,
fendlicos e flavonoides, o qual possui substancias com atividade antioxidantes.

As diferentes doses do concentrado e o periodo de lactagdo influenciam o teor de cinzas
no leite de ovelhas, sendo o teor de proteina influenciado somente pelo periodo de lactagao e

nao pelos teores de concentrado adicionado a dieta.
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