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RESUMO

LOPES, Micheline Luiza de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2013. Detoxicacado e andlise da qualidade proteica do farelo do pinhdo -manso
(Jatropha curcas L.). Orientador: Marco Tulio Coelho Silva. Coorientadores: José
Benicio Paes Chaves e Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Jatropa curcas L. também conhecida como pinhdo-manso € uma planta cujas
sementes possuem Oleo com potencial para emprego na producdo de
biocombustivel. Estudos realizados demonstraram que as unidades de extracdo de
6leo ndo sdo economicamente viaveis, se ndo houver o aproveitamento do residuo
da extracdo (torta ou farelo). Em razdo da presenca de componentes tdxicos, como
os ésteres de forbol e curcina nos farelos de pinhdo-manso, e da falta de tecnologias
viaveis para sua eliminacéo, estes farelos ndo sao utilizados na alimentacdo animal.
Assim, tém sido usados exclusivamente como fertilizantes, o que reduz a
competitividade da cadeia produtiva das culturas de pinhdo-manso em relagéo a
outras oleaginosas. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a detoxicagéo e a qualidade
proteica de torta e de cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com hexano
ou etanol, através da inclusédo em dieta para ratos. Observou-se que o uso de etanol
para desengordurar as tortas e cotilédones das amostras de pinhdo-manso diminuiu
a concentracdo de substancias téxicas para valores aceitaveis para 0s animais
(éster de forbol < 0,2 mg.g™* de amostra). O tratamento térmico, autoclavagem do
material imido, provavelmente inativou a maioria dos fatores antinutricionais, pois as
dietas tratadas desse modo tiveram digestibilidade da ordem de 97%, semelhantes a
da dieta padrdo de caseina. Entretanto, digestibilidade corrigida pelo escore quimico
caiu para valores da ordem de 35% devido a baixa concentracdo de alguns
aminoacidos essenciais como fenilalanina e tirosina, metionina e cistina e lisina.
Desse modo os valores de PER e NPR das dietas preparadas com tortas e
cotilédones de pinhdo- manso foram muito baixos, indicando, no minimo, a
necessidade de suplementacdo desses aminoacidos em racdes preparadas com

derivados do pinhdo-manso.



ABSTRACT

LOPES, Micheline Luiza de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, august,
2013. Detoxification and analysis of protein quality from physic nuts meal
(jatropha curcas L). Adviser: Marco Tulio Coelho Silva. Co-advisers: José Benicio
Paes Chaves and Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Jatropa curcas L. also known as physic nuts is a plant whose seeds have an oil
with potential use in the biofuel production. Studies performed show that the
extraction units are not economically viable unless the extraction residues (cakes and
meal) are used. Due to the presence of toxic components like phorbol esters and
curcin in the meal of Jatropha curcas and the lack of viable technologies for their
elimination, these kernel meals are not used in animal food, being used exclusively
as fertilizers which reduces the competitivity of the Jatropha curcas cultivation
compared to other oilseeds. The objective of this research was to evaluate the
protein quality of the cakes and kernel of Jatropha curcas degreased with hexane or
ethanol through the inclusion in rat diet. It has been observed that the use of ethanol
to degrease the cakes and kernels has decreased the concentration of toxic
substances to levels acceptable to the animals (phorbol esteres < 0,2 mg.g™t of
sample). The thermal treatment, autoclaving of moist material, has probably
inactivated the majority of antinutritional factors, thus diets treated this way had
digestibility of 97%, similar to the pattern diet of casein. However, the digestibility
corrected by Chemical Score dropped to values of 35% due to the low concentration
of some essential aminoacids like phenylalanine and tyrosine, methionine and
cystine and lysine. This way the values of PER, NPR of the diets prepared with
detoxicated cakes and kernels of Jatropha curcas were very low, indicating at least,
the need for supplementation of these aminoacids in meals prepared with byproducts

of Jatropha curcas.



1 INTRODUCAO

O aumento da temperatura global causada pela queima de combustiveis
fosseis, que representam 90% da energia mundial, além do aumento do preco
dos 6leos minerais séo a principal causa da procura por fontes renovaveis de
energia. Uma dessas fontes pode ser a producdo de biodiesel por meio da
esterificacdo de 0Oleos vegetais (MAKKAR et al., 2009).

A Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis, com
base na lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, instituiu 0 Programa Brasileiro
de Biodiesel e fixou a partir de 2008, um percentual minimo obrigatério de 2%
de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado, em qualquer parte do
territério nacional. Isto representou uma demanda de 800 milhées de litros
anuais do biocombustivel. E importante salientar que, para 2013, foi
estabelecido o percentual de 5% de adicao de biodiesel (BRASIL, 2005). Nesse
sentido, a pesquisa de novas oleaginosas para a obtencdo de Oleo para a
producéo de biodiesel torna-se imprescindivel para atender a essas demandas.

No Brasil, existem varias plantas oleaginosas cujas sementes possuem
0leo com potencial para emprego na producdo de biocombustivel. A Jatropha
curcas L. conhecida como pinhdo-manso pode ser uma opgéo (TEIXEIRA,
1987).

O interessante desta oleaginosa (Jatropha curcas L.) é que ela existe de
forma espontanea em areas de solos pouco férteis e de clima desfavoravel a
maioria das culturas alimentares tradicionais (MELO et al., 2006) e seu cultivo
tem baixo custo (FREIRE et al. 2010).

Entretanto, a obten¢&o do 6leo vegetal para a producédo de biodiesel pode
gerar grande quantidade de residuos, que sdo a torta (residuo da prensagem,
geralmente com 7 - 10% de o6leo residual) e o farelo (residuo da extracdo com
solvente com menos de 1 % de O6leo residual). Estes residuos podem ser
usados na alimentagdo de animais ou até mesmo de seres humanos
comparados com a soja. Mas, para isto, necessita-se avaliar a seguranca
alimentar deste residuo para consumo, pois se sabe que tortas ou farelos de

oleaginosas como a mamona e 0 pinhdo-manso tém componentes toxicos ou



alergénicos, como a ricina na mamona e a curcina e o éster de forbol no
pinhdo-manso. Por isto, estes residuos sao utilizados atualmente apenas como
adubos. Estudos demonstraram que as unidades de extracdo de 6leo ndo séo
economicamente viaveis se nao houver o aproveitamento do residuo da
extracdo (torta ou farelo). Em razdo da presenca de componentes toxicos,
como os ésteres de forbol e curcina nos farelos de pinhdo-manso e da falta de
tecnologias viaveis para sua eliminagcédo, estes farelos ndo sao utilizados na
alimentacdo animal, sendo usados exclusivamente como fertilizante, o que
reduz a competitividade da cadeia produtiva das culturas de pinhdo-manso em
relacéo a outras oleaginosas.

A detoxicacdo dessas oleaginosas possibilitaria a sua utilizacdo na
alimentacao de animais (SEVERINO, 2005; ABDALLA et al., 2008), visto que a
torta de pinhdo-manso contém aproximadamente 28%de proteina bruta em
base seca segundo estudos de Makkar et al. (1998) e Souza et al. (2009), o
gue agregaria valor comercial a esses residuos e tornaria economicamente
viavel a sua exploracéo.

O cultivo desta espécie para a producdo industrial de biodiesel e a
adequada utilizacdo dos residuos provenientes da extracdo do O6leo, tem
grande potencial de geracdo de empregos, promovendo, dessa forma, a
inclusdo social, especialmente quando se considera o amplo potencial
produtivo da agricultura familiar, sobretudo no semiarido brasileiro e na regiao
Norte.

O uso de solvente eficaz para a extracdo do 6leo do grédo de pinhao-
manso e que, a0 mesmo tempo seja capaz de detoxicar o farelo, € uma
alternativa tecnoldgica que pode agregar valor a cadeia produtiva do pinhéo-

manso usado na producéo de biocombustivel.



1.1 Objetivo geral

Detoxicar e avaliar a qualidade proteica da torta e de cotilédones de pinh&o-

manso.

1.2 Objetivos especificos

- Determinar a composicao fisico-quimica dos graos de pinhdo-manso e da torta
prensada parcialmente desengordurada.

- Determinar a composicado fisico-quimica das tortas e cotilédones
desengordurados com hexano e etanol.

- Avaliar a qualidade proteica e os efeitos de toxicidade das tortas e cotilédones
desengordurados com hexano e etanol com e sem tratamento térmico.

- Auvaliar a toxicidade subcrénica.

- Avaliar o tecido hepatico dos animais experimentais.

- Avaliar os indices hematoldgicos dos animais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pinhdo -manso (Jatropha curcas L.) e seu cultivo

A Jatropha curcas L., espécie conhecida por pinhdo-manso, pertence a
familia Euforbiacea. O nome Jatropha deriva do grego iatros (médico) e trophé
(alimentos) que remete a utilizagdes medicinais (HELLER, 1996). Considerada
nativa da América Central e do Sul, esta presente em toda a América Central,
além da Africa e da Asia (BECKER, et al., 2008).

O pinhdo-manso € uma espécie resistente a seca, amplamente cultivada
nos tropicos como cerca viva, sendo um arbusto de crescimento rapido, cuja
altura é de 2 a 3 metros, mas pode alcancar até 5 metros. Varias partes da planta
sdo usadas na medicina tradicional. No entanto, as sementes, sao toxicas para
os seres humanos e muitos animais. Quantidades consideraveis de grdos de
pinhdo-manso foram produzidas em Cabo Verde durante a primeira metade do
século XX, representando uma contribuicdo importante para a economia do pais,
com os graos sendo exportados para Lisboa e Marselha para extracéo de 6leo e
producéo de sabédo (HELLER, 1996).

No Brasil, o pinhdo-manso ocorre praticamente em todas as regioes,
sempre de forma dispersa, adaptando-se as diversas condicdes
edafoclimaticas (ALVES et al, 2008). O fruto, formado por um pericarpo ou
casca dura e lenhosa, apresenta caracteristica trilocular com uma semente em
cada cavidade. Nos estadios iniciais o fruto € verde, passando a amarelo.
Quando em estadio de maturagcédo, o fruto tem cor que varia de castanho a
preto (PEIXOTO, 1973).

O pinhdo-manso é uma planta perene, com capacidade produtiva acima
de 50 anos e sua colheita se estende por cerca de seis meses. Pode ser
cultivada sem utilizagdo de maquinario, o que a torna Otima opgéo para
estimular a agricultura familiar. Segundo estimativas, a producéo de 2000 a
3500 litros de oleo por hectare pode garantir renda média anual entre R$
3000,00 a R$ 4500,00 (ALMEIDA, 2007).

LAVIOLA; DIAS (2008) afirmaram que dependendo do espagcamento, a
produtividade poderia passar dos 6000 kg. ha™ de sementes, produzindo mais



de 2000 kg. ha ™ de 6leo. Com o melhoramento genético e o aprimoramento do
sistema de produc&o, o pinhdo-manso poderia produzir acima de 4000 kg. ha™
de oleo.

Segundo Arruda et al. (2004) o cultivo de pinhdo-manso no semiarido
nordestino, que possui solos pouco férteis e arenosos, pode ser interessante
alternativa para producdo de oleo para fins energéticos usando mao-de-obra
familiar, pois € uma cultura viavel para pequenas propriedades rurais, sendo
mais uma fonte de renda e emprego para a regido. Seu cultivo tem baixo custo
e alta produtividade.

Os aspectos agrondmicos do cultivo do pinhdo-manso foram
pesquisados apenas nos ultimos trinta anos (SATURNINO et al., 2005). Desde
janeiro de 2008 o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
por meio da Instrucdo Normativa n.4, autorizou a inscricdo da espécie Jatropha
curcas L. no Registro Nacional de Cultivares (RNC). Isto s6 foi possivel devido
a estudos recentes sobre o desempenho agronémico da cultura e sobre o

desempenho das sementes (PINTO et al., 2009).

2.2 Composicao do grao do pinhdo -manso

O epicarpo e a casca compdem a maior parte do fruto (Figura 1). Com a
retirada desses dois componentes, sobra o albumen (os cotilédones ou
améndoas) que chega a conter 60 % de 6leo. A composi¢cao meédia do fruto do
pinhdo-manso analisada em diversos lotes de sementes oriundas de Riacho da

Cruz, municipio de Januaria, esta apresentada na Tabela 1.



Figura 1: (A) Planta jovem de Jatropha curcas L. com flores e vagens em desenvolvimento. (B)
Inflorescéncia contendo flores estaminadas masculinas (M) e flores pistiladas femininas (F) de
Jatropha curcas L.. (C) Secado transversal de vagem de Jatropha curcas L. contendo trés

sementes. (D) Sementes maduras de Jatropa curcas L..
Fonte: KING et al. (2009).

Teixeira (1987) avaliando o teor e a composi¢cdo do 6leo de Jatropha
curcas cultivado no estado de Sao Paulo, obteve teor final médio de 6leo, 34 +
1,4%. Este valor foi detectado a partir do momento em que os frutos de pinh&o-
manso passaram a apresentar 0s primeiros sinais de matura¢do. Segundo este
autor, essa informacdo € de interesse para definir quando coletar os frutos,
pois a coleta de frutos maduros somente dificulta e onera essa pratica.



Tabela 1: Composicdo média do fruto do pinhdo-manso (diversos lotes).

Partes Peso de 100 unidades Umidade Teor d e Oleo base seca
(9) (%) (%)

Fruto inteiro 86,7 a 100 11,0 28,1
Epicarpo 22,7 a 26,2 148 e
Semente 64,0a 73,8 9,5 38,1

Casca 24,1 a 27,8 162 e
Albumen 39,9a46,0 5,6 60,8

Fonte: CETEC, citado em www.pinhaomanso.com.br.

Em estudos de Arruda e colaboradores (2004), o teor de 6leo dos gréos
apresentou variabilidade entre 25 a 40%. Ja Freitas e colaboradores (2011), ao
utilizarem métodos indiretos de analise, quantificaram teores de 6leo entre 16,0
e 45,6%.

Pelo exposto, € importante salientar o elevado conteudo de Odleo
encontrado em pinhdo-manso. Seus altos indices de produtividade de oleo
colocam-no entre as principais oleaginosas potencialmente utilizaveis para a
producéo de biocombustiveis.

Quanto a composicdo desse 6leo em acidos graxos, foram encontrados
em meédia valores de 15 £ 0,5% para o acido palmitico, 3 + 0,4% para o acido
esteérico, 30 £ 1,6% para o acido oléico e 52 + 2% para o acido linoléico. O
teor de &cidos graxos variou pouco, verificando-se tendéncia de elevacéo do
teor de acido oléico (24 a 29%) com a diminui¢cdo do teor de acido linoléico (59
a 52%). Segundo ADEBOWALE; ADEDIRE (2006) em relacdo ao conteido em
Oleo, os cotilédones de pinhdo-manso apresentaram o conteddo acima de
66,4% tendo como lipidio dominante o triacilglicerol, com &cido linoléico em
maior quantidade.

Em outro estudo, em analises preliminares de pinhdo-manso feitas no
ITAL, (Instituto de Tecnologia de Alimentos- Campinas, S.P.) pode-se verificar
gue as amostras apresentaram em sua composi¢ao principalmente os acidos:
oléico (C18:1) (32 — 44%); linoléico (C18:2) (34 — 49%) e palmitico (C16:0) (12 -
14%) (MARQUES; FERRARI 2008).



Casarini; Ferrari; Marques (2009), analisaram 27 amostras de sementes
de pinhdo-manso e determinaram o rendimento em Oleo nas sementes que

variou de 11,3% a 39,7%. A composicdo em acidos graxos € apresentada na
Tabela 2.

Tabela 2: Valores médios e desvios padrao da composicdo em acidos graxos
de gréaos de pinhdo-manso.

Acido Graxo Teor %
Palmitico (C16:0) 13,2 (0,58)
Palmitoléico (C16:1w7) 0,8 (0,08)
Margarico (C17:0) 0,1 (0,00)
Estearico (C18:0) 6,6 (0,87)
Oléico (C18:1 w 9) 44,8 (5,69)
Linoléico (C18:2 w 6) 33,8 (6,60)
Araquidico (C20:0) 0,2 (0,04)
Alfa linolénico (C18:3w3a) 0,2 (0,04)
> Saturados 20,27 (1,2)
2 Monoinsaturados 45,62 (5,6)
2 Poliinsaturado 34,04 (6,6)

Fonte: CASARINI; FERRARI; MARQUES (2009).

A composi¢cdo em aminoécidos da proteina do farelo desengordurado de
guatro variedades de pinhdo-manso de diferentes regides agroclimaticas

originarias do México esta apresentada na Tabela 3.



Tabela 3: Composi¢cdo em aminoacidos da proteina do farelo desengordurado
de quatro variedades de Jatropha curcas originarias do México e valores de
aminoacidos essenciais sugeridos pela FAO/WHO 1991 (g 16 g* N).

Aminoéacido Minimo Maximo FAO/WHO*
Essenciais
Cistina 1,6 1,8 2,5%
Metionina 1,4 1,6
Valina 3,8 4,4 3,5
Isoleucina 3,0 3,9 2,8
Leucina 59 6,6 6,6
Tirosina 2,5 3,4 6,3°
Fenilalanina 3,8 4,2
Histidina 2,7 29 1,9
Lisina 3,5 3,6 5,8
Treonina 3,2 3,3 3,4
Triptofano ND ND 1,1
N&o essenciais
acido aspartico 11,4 12,2
Prolina 3,86 4,21
Serina 4,59 4,91
acido glutamico 14,7 16,7
Glicina 4,16 4,40
Alanina 4,26 4,51
Arginina 10,4 11,8

*FAO/WHO 1991: referéncia sugerida para criangas de 2-5 anos.
3cistina + metionina. ° tirosina + fenilalanina.

Fonte: MARTINEZ-HERRERA et al. (2006), modificado.

De acordo com os valores recomendados pela FAO/WHO (1991) podemos
observar que os aminoacidos sulfurados cistina e metionina, a histidina e a
lisina estdo abaixo da necessidade para criancas de 2 a 5 anos de idade.

Como o ser humano nao sintetiza em quantidade suficiente os aminoacidos

essenciais relacionados na tabela 3, faz-se necessaria a ingestdo dos
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alimentos que contem estes aminoacidos em quantidade que supra a

necessidade humana.

Makkar et al. (1997) estudando as caracteristicas de 18 variedades de
pinh&o-manso originarias de varias regiées do mundo, como Costa Rica e india
por exemplo, encontraram o0s valores apresentados na Tabela 4, enquanto
Martinez-Herrera et al. (2006) estudaram a composi¢cdo de quatro variedades
de pinh&o-manso originarias do Meéxico. Estas caracteristicas estéo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 4: Caracteristicas tecnologicas e quimicas de graos de 18 variedades

de pinhdo-manso.

Caracteristica Minimo Méaximo
peso médio da semente (Qg) 0,49 0,86
% cotilédone 54 66
% casca 34 46
composicao do cotilédone
caracteristica ( %) Minimo Maximo
proteina Bruta 22 31
lipideos 43 59
fibra alimentar(detergente 3,5 6,1
neutro)
cinzas 3,4 5,0

Fonte: MAKKAR et al.(1997), modificado.
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Tabela 5: Caracteristicas tecnologicas e quimicas de graos de quatro
variedades de pinhdo-manso.

Caracteristica Minimo Méaximo
peso médio da semente (Q) 0,44 0,72
Peso médio do cotilédone (g) 0,31 0,49
Peso médio da casca (Q) 0,13 0,23

composicgédo do cotilédone

caracteristica (%) Minimo Maximo
Cotilédone 68,1 70,1
Casca 29,9 31,9
proteina Bruta 31,1 34,5
lipideos 55,3 57,7
fibra (detergente neutro) 3,9 4,5
Cinzas 3,8 51

Fonte: MARTINEZ-HERRERA et al.(2006), modificado.

Comparando os valores apresentados nas duas tabelas (4 e 5), observamos
gue os dados apresentados por Martinez-Herrera et al.(2006) s&o valores bem
maiores que as apresentadas por Makkar et al. (1997), possivelmente os
meétodos atuais de extracdo das substancias foram mais eficientes que as

utilizadas na década de 90.

2.3 Fatores antinutricionais do  grdo do pinh&o -manso

Os fatores antinutricionais designam compostos ou classes de compostos
presentes nos alimentos de origem vegetal, e podem reduzir o valor nutritivo
desses alimentos (GRIFFITHS; BIRCH; HILLMAN, 1998).

Estes compostos podem reduzir a biodisponibilidade de minerais
(oxalatos, fitatos), a digestibilidade de proteinas (taninos), inibir a enzima
citocromo oxidase (cianeto), e as enzimas proteoliticas (inibidores de
proteases), e ainda formar compostos carcinogénicos (nitritos) (BENEVIDES et
al., 2011).

Entre os compostos toxicos isolados das sementes de pinhdo-manso sao
citados: PD-glicosideos de sitosterol (Bose et al., 1961), a curcina, pertencente
ao género das lectinas (Siegel 1983; Mourgue et al., 1961; Stirpe et al. 1976), e

alguns flavonoides (Mourgue et al. 1961). A torta possui também alta atividade
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de inibidores de tripsina que podem ser reduzidos por meio de tratamento
térmico (ADERIBIGBE et al. 1997). A presengca de uma proteina toxica, a
curcina, é capaz de inibir a sintese de proteinas em estudos in vitro (KUMAR;
SHARMA, 2008).

Outro agente toxico presente em alta concentracdo € o grupo dos ésteres
de forbol. Estes ésteres sdo resistentes ao tratamento térmico, mesmo a
temperaturas elevadas, ndo sendo inativados nem por tratamento a 160 °C por
30 minutos (MAKKAR et al., 1997). Somente por meio de tratamentos quimicos
é possivel reduzir a sua concentragdo na torta.

Os ésteres de forbol, considerados 0s principais responsaveis pela
extrema toxicidade apresentada pelos gréos de pinhdo-manso, sdo moléculas
derivadas de diterpenos tetraciclicos derivados do tigliane, (Figura 2) com
atividade promotora de tumor. Sua ag¢do é semelhante a do diacilglicerol, que
ativa a proteina quinase C (PKC) regulando sinais de vias transdutoras e
outras atividades metabdlicas celulares (GOEL, et al., 2007). A ingestao
acidental por humanos provoca tonturas, vomitos e diarréia, e, em condi¢cdes
extremas, tem-se registro de casos com o6bitos (KUMAR; SHARMA, 2008).

A B v~ .OH
""-\.'\-\,.\__,-P"-H"-\-,\_“\-H “"“:‘_y,.f"
S - _.'-'-""‘3< T -'.:'ﬁ\"'\--""'--}\"\-\. .-"'-F.- - I:IH
N R I H

Figura 2: (A) Anel de tigliane (B) 12-hidroxi, -16-deoxiforbol.
Fonte: HAAS, et al.(2002).

Adam (1974), Liberalino et al. (1988) e El-Badawi et al. (1995),

observaram alta mortalidade ou condicdes patoldégicas severas em
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experimentos com animais, alimentados com dietas contendo 0,5% ou mais de
sementes ou partes da semente de pinh&o-manso. Estes e outros trabalhos
mostram as limitagdes do pinh&o-manso como alimento ou fonte de
alimentacao para animais.

Makkar et al. (1997) analisando 18 variedades de pinhdo-manso
originarias de véarias regibes do mundo encontraram valores de atividade de
inibidor de tripsina variando de 18,4 a 27,5 mg de tripsina inibida por grama de
farelo desengordurado. Para a atividade coagulante da lectina, foram
encontrados valores de 51,3 a a 204,0 (inverso da concentragdo minima em
mg.mL™* que produzia a aglutinagéo de uma quantidade padréo de eritrdcitos).
Além disso, foram encontrados valores variando de 6,2 a 10,1 % para fitatos e
de 1,82 a 3,4 % para saponinas. Para os ésteres de forbol, foram encontrados
valores variando de 0,87 a 3,3 mg.g™* como a soma das concentracées de trés
isémeros, sendo o phorbol-12-miristato, 13-acetato o principal isbmero.

Makkar et al. (1998) comparando variedades téxicas com uma variedade
nao toxica (originaria do México) encontraram valores de atividade de inibidor
de tripsina variando de 18,4 a 26,5 mg de tripsina inibida por grama de farelo
desengordurado. O maior valor foi encontrado na variedade nao téxica. Para a
atividade coagulante da lectina, foram encontrados valores de 51,3 a 102,0
(inverso da concentracdo minima em mg.mL™* que produzia a aglutinacdo de
uma quantidade padrdo de eritrécitos). O menor valor foi encontrado na
variedade ndo toxica. Para os ésteres de forbol, foram encontrados valores
variando de 0,11 a 2,7 mg.g"' como a soma das concentracdes de trés
isbmeros, sendo o phorbol-12-miristato-13-acetato o principal isomero. A
variedade ndo toxica foi a que apresentou a menor concentragdo de ésteres de
forbol.

Segundo Makkar, Francis e Becker (2008), o que leva ao impedimento
da utilizacédo da torta do pinhdo-manso como fonte nutritiva para a producao de
racdo animal € o grande reservatorio de compostos antinutricionais, como 0s
ésteres de forbol, inibidores de tripsina, lectinas e fitatos. Em um concentrado
de proteinas produzido a partir da torta de pinhdo-manso foram encontradas

guantidades consideraveis de todas as substancias citadas acima.
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2.4 Desalergenizacéo - detoxicagao

As Tabelas 6 e 7 apresentam as concentracbes dos fatores
antinutricionais apés aplicacdo de diversos tratamentos em amostras de
pinhdo-manso origindrias do México e da Nicaragua. Nestas tabelas, o
tratamento 1 é simplesmente o farelo desengordurado (semente moida e
desengordurada com hexano / éter de petroleo).

Nos tratamentos 2 e 6 da tabela 6 o farelo desengordurado foi tratado
com metanol ou agua e nos tratamentos 3 e 4 da tabela 7, o farelo
desengordurado foi tratado com etanol. A concentracdo de éster de forbol
nestes casos foi muito baixa, pois o éster de forbol é solivel em metanol e
agua e etanol. Os outros tratamentos (autoclave, NaOH, HCIO e outros
tratamento quimicos) ndo eliminaram os ésteres de forbol, embora tenham

algum efeito sobre os demais fatores antinutricionais.

Tabela 6: Concentracéo de éster de forbol e de lectina de quatro variedades de

Jatropha curcas originarias da Nicaragua apos diversos tratamentos

Tratamentos Ester de forbol ( mg. g™) Lectina (*)
1 1,78 102
2 0,09 ND
3 1,78 1,17
4 0,13 - 0,46 ND
5 0,18 ND
6 ND ND

Fonte: AREGHEORE; BECKER ; MAKKAR (2003),
modificado.

*inverso da concentracdo minima em mg/mL que produzia a aglutinacdo de uma quantidade
padrdo de eritrécitos.

ND = néo detectado.

'Controle sem tratamento.

2Desengordurado, tostado e extraido com metanol.

3Desengordurado e tostado, adicionado de agua até 66% de umidade e autoclavado a 121
°C/30 min, liofilizado e moido.

*NaOH + HCIO (vérias concentracdes), autoclavado a 121 °C/30 min, liofilizado e moido.
®NaOH, autoclavado a 121 °C/30 min, liofilizado e moido. Extracdo com metanol, liofilizado e
moido.
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®NaOH, autoclavado a 121 °C/30 min, liofilizado e moido. Extracdo com &gua, liofilizado e
moido.

Aregheore, Makkar e Becker (1998) observaram inativacdo total de
lectinas provenientes de farinha extraida de sementes de Jatropha curcas L.,
quando utilizaram tratamento térmico com calor umido (66% de umidade, 121
°C por 30 minutos) e manutencao da atividade de lectinas com calor seco (130

e 160 °C por 20, 40 e 60 minutos) em variedades toxicas e ndo téxicas.

Tabela 7: Concentragdes minimas e maximas dos fatores antinutricionais de
guatro variedades de Jatropha curcas originarias do México

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento

1 2 3 4 5
Inibidor de 33,1-36,4 0,53-0,68 30,6-36,0 0,57-0,61 33,2-37,8
tripsina
(ma/g)

Acido fi tico  8,54-9,27 8,92-9,88 10,1-10,7 11,3-12,0 6,04-8,12
(%)
Fendis 0,15-0,24 0,29-0,38 0,14-0,19 0,27-0,32 0,17-0,23
totais
(9/100q9)

Saponinas 2,14-2.85 1,96-3,0 1,4-151 1,07-1,29 1,30-1,76
(9/100q9)

Lectina (*) 0,35-1,46 5,89-12,2 0,38-1,52 11,8-23,2 6,75-6,82

Ester de ND-3,85 ND-0,95 ND-0,16 ND-0,08 ND-3,16
forbol

(mg/q)

Fonte: MARTINEZ-HERRERA et al. (2006), modificado.

ND = n&o detectado.

*inverso da concentracdo minima em mg/mL que produzia a aglutinacdo de quantidade
adréo de eritrécitos.

Amostras desengorduradas.

2Desengordurada, tratada com NaHCOg3;, autoclavado 121 °C/20 min, liofilizado emoido.

3Desengordurada, extraida com etanol 90%, liofilizada e moida.

4Desengordurada, extraida com etanol, liofilizada e moida, tratada com NaHCOs,

autoclavado 121 °C/20 min, liofilizado e moido.

5Desengordurada, tratada com NaHCO;, liofilizada, moida e irradiada com bomba de

cobalto.
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2.5 Métodos de extracao de 6leos e gorduras

Oleos e gorduras sdo extraidos de fontes animais ou vegetais. O
processo mais primitivo para a obtencdo desses produtos consiste no
aquecimento e hidratacdo da matéria-prima para a coagulacdo de proteinas e
carboidratos, o que provoca a separacdo do Oleo ou gordura fundida. O
processo ainda é usado na producdo artesanal em pequenas comunidades e
para a extracdo de Oleos e gorduras de origem animal (MORETTO; FEET; 1998).

O segundo processo € o de extragdo por prensagem, que consiste em
espremer a matéria-prima para separar o 6leo ou gordura. Atualmente a
prensagem € usada para a extracdo de matérias-primas com altos teores de
6leos. O processo ndao € muito eficiente e sempre deixa certa quantidade de
Oleo residual (8 a 15%) nas "tortas" (MORETTO; FEET; 1998).

O processo mais moderno € o da extracdo por solvente. A matéria-prima
a ser extraida € moida e misturada com um solvente. O 0leo se dissolve no
solvente e a mistura de 6leo e solvente (miscela) é separada do residuo (farelo)
por filtracdo ou decantacdo. Com a repeticdo do processo pode-se chegar a
teores de Oleo residuais da ordem de 0,5% no material que sobra da extracéo
(farelo) (SWERN, 1979).

No final do processo, a mistura de solvente e 6leo é destilada para a
separacdo do 6leo e a recuperacdo do solvente que é reutilizado para novas
extracbes (WAN, 1991). Também o farelo & aquecido para retirada e
recuperacéo do solvente e para a inativacéo de fatores antinutricionais.

Na industria, a extracdo do 6leo de sementes oleaginosas com teores de
6leo maiores que 30% é feita pelos dois processos, em duas etapas. Na
primeira etapa, a maior parte do 6leo € extraida por prensagem, deixando um
teor de O6leo residual na torta da ordem de 8 a 15%. Na segunda etapa, a
extracdo é feita com solventes, sendo o hexano o solvente padrdo para este
processo (SWERN, 1979, HOFFMAN, 1989).

Embora o hexano seja o solvente padrdo para a extragdo de 0leos, por
razdes de custo, disponibilidade, toxidez e principalmente seguranca, o hexano

é altamente explosivo. Portanto, varios outros solventes foram avaliados para a
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extracdo de Oleos vegetais (ELDRIDGE et al., 1963). Em todos os periodos de
alta do preco do petréleo, o etanol é citado como um solvente alternativo para a
extracao de oOleos vegetais (SILVA E TURATTI, 1991). Em 1940, na Manchuria,
devido a falta de hexano, os japoneses usaram etanol em uma instalacéo
industrial para extrair 6leo de soja (OKAMOTO, 1947). RAO et al. (1955), RAO;
ARNOLD (1956) estudaram a utilizagdo de etanol para a extragdo do 6leo de
sementes como algodéo, soja, milho, colza, girassol, gergelim, palma, linho,
amendoim entre outras. Embora o éster de forbol seja soltvel em alcobis como
o metanol e o etanol (GOEL et al, 2007), ndo foram encontradas referéncias
sobre a utilizagdo do etanol para a extracao de 6leo de pinhdo-manso.

Segundo Van Cleef (2008), coprodutos da agricultura e da agroindustria
tém potencial para uso na alimentacao de animais. O principal coproduto usado
atualmente é o farelo de soja, que é empregado na fabricacéo de racoes e até
na alimentacdo de seres humanos (ERICKSON, 1995). A extracdo de Oleos de
sementes oleaginosas € mais rentavel quando o residuo da extracdo é usado
como alimento para animais ou humanos. Porém, em alguns casos, como a
mamona, pinhdo-manso e até soja, o residuo deve ser tratado para melhoria
do valor nutritivo (SMITH et al., 1988).

2.6 Avaliacéo da qualidade proteica

A qualidade da proteina é uma medida da biodisponibilidade da proteina e
sua avaliacdo como forma de determinar a capacidade que as proteinas
alimentares e as dietas tém de satisfazer as exigéncias metabodlicas de
aminoacidos e nitrogénio ndo-essencial, para fins de sintese proteica (PIRES,
et al., 2006; SOLAE, 2009).

O valor nutritivo da proteina depende da composicdo, digestibilidade,
biodisponibilidade dos aminoacidos essenciais, auséncia de toxicidade e ou de
propriedades antinutricionais (SGARBIERI, 1996).

Sendo assim, para determinar a qualidade proteica, deve-se calcular a
digestibilidade verdadeira, o escore quimico de aminoacidos e a digestibilidade

proteica corrigida pelo escore quimico (PDCAAS).
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A digestibilidade verdadeira é calculada através de ensaios biolégicos
para saber a relacdo entre a proteina que foi ingerida, hidrolisada pelas
enzimas digestivas e absorvida pelo organismo na forma de aminoacidos ou de
qgualquer outro composto nitrogenado e a proteina excretada (MONTEIRO et
al., 2004). A digestibilidade verdadeira é calculada por meio de nitrogénio
proveniente do proprio animal e que é excretado nas fezes junto com a
proteina ingerida na dieta. O nitrogénio de origem endogena do animal é
determinado nas fezes de um grupo igual de animais submetidos a uma dieta
aproteica por igual periodo de experimento (SGARBIERI, 1996).

O escore quimico de aminoacidos é definido como a relagdo entre o
conteudo do primeiro aminoacido limitante na proteina, em mg/g, e o contetudo
desse aminoacido em uma proteina de referéncia em mg/g. O padrdo de
referéncia para seres humanos é uma proteina que supre a necessidade de
aminoacidos essenciais para criangas entre 2 e 5 anos de idade (FAO WHO,
1991).

Aminoacido limitante € aquele que aparece na proteina estudada em
concentragfes inferiores as encontradas em uma proteina de referéncia ou
requeridas pelo organismo receptor. O Aminodacido limitante ira diminuir o valor
nutritivo da proteina prejudicando a capacidade do organismo de sintetizar
suas proprias proteinas em nivel de tecidos e células (SGARBIERI, 1996).

O PDCAAS é definido pela digestibilidade verdadeira multiplicada pelo
escore quimico de aminoéacidos (fator de correcdo da digestibilidade). (FAO
WHO, 1991).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria prima

Foram utilizados 800 kg de graos de Jatropha curcas L. (pinhdo-manso)
adquiridas em Janeiro de 2010, na Fazenda Primavera (Vicosa/MG), e 200 kg
de torta parcialmente desengordurada fornecida pela empresa Fusermann
Biodiesel (Refinaria Nacional de Petroleo Vegetal LTDA - Barbacena/MG) em
julho de 2010. Segundo informacao do fornecedor, para a producao da torta,
graos de pinhdo-manso com casca foram moidos em moinho de martelo,
cozidos a 110 °‘C por 30 minutos e prensados em prensa continua tipo

“expeller” até o teor de 6leo residual da ordem de 7 a 9 %.

3.2 Preparo das tortas e cotilé dones desengordurados

3.2.1 Torta Fusermann desengordurada com hexano

Extracdo com hexano (marca Vetec) em extrator Soxhlet por 12 horas
(AOAC, 1990).

3.2.2 Torta Fusermann desengordurada com etanol

A torta desengordurada com etanol (marca Pring) foi preparada na planta
piloto de extracdo de Oleos por solvente do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa — Vigcosa, MG. O extrator consta
de cinco tanques com capacidade de 20 litros cada, nos quais foram colocados
sacos de tecido grosso contendo porcdes de 5 a 6 kg de torta de pinhdo-manso
e 10 litros de etanol 96% (m/m). O solvente circula em um circuito fechado com
trocador de calor para manter a temperatura em 65 ‘C.

Cada batelada foi extraida cinco vezes num sistema em contracorrente. A
miscela resultante da quinta extragcao de um tanque, com etanol puro, foi usada

para a primeira extragdo do tanque seguinte. A miscela resultante desta
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extracdo foi usada para a segunda extracdo do proximo tanque e assim por
diante. A seguir o farelo foi dessolventizado por aguecimento em tacho com

camisa de vapor até a evaporacéao do etanol residual.

3.2.3 Cotilédones desengordurados

As sementes foram quebradas em moinho de café e as cascas separadas
manualmente dos cotilédones. Os cotilédones foram triturados em aparelho
liquidificador até granulometria suficiente para passar em peneira mesh 1,16
mm. Em seguida foram extraidos com etanol (18 horas) ou com hexano (12
horas) em extrator Soxhlet. Os farelos extraidos com hexano foram
dessolventizados em temperatura ambiente (20 a 30 °C). Os farelos extraidos
com etanol foram dessolventizados também em temperatura ambiente por 24

horas e depois por uma hora na estufa a 105 C.

3.2.4 Tratamento térmico

Parte dos cotilédones desengordurados com hexano foi tratada em
autoclave a 120 ‘C, durante 30 minutos para a inativacdo dos fatores
antinutricionais. Parte dos cotilédones desengordurados com etanol foi
umedecida com agua até 30% de umidade e tratada em autoclave a 120 °C,

durante 40 minutos para a inativagdo dos fatores antinutricionais.

3.3 Anélises fisico -quimicas da matéria prima e farelos

3.3.1 Composigéo dos graos: proporcado de cascas e cotilédone

Por separacdo manual e pesagem das partes em balanca analitica.

3.3.2 Composicéo dos gréaos e cotilédones: determinacdo da umidade, lipidios

ou extrato etéreo, proteina bruta (nitrogénio total) e cinzas

Foram realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da Universidade Federal de
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Vigosa (UFV), Vicosa-MG, conforme metodologia adotada pelo Instituto Adolfo
Lutz (2005).

3.3.3 Determinacdes de matéria seca, cinzas, nitrogénio total, proteina bruta,

lipidios, fibra e minerais

Foram executadas no Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias
Agrarias da UFV.

a)Determinacdo de Matéria Seca — Pré-secagem utilizando estufa com
circulacao forcada de ar a 55 °C por 16 a 24 horas para retirar um pouco

da umidade.

b)Matéria Seca total — Secagem definitiva utilizando estufa com circulacéo
forcada de ar a 100 °C por 24 horas ou 105 °C por 16 horas.

c) Determinagdo de Cinzas — Aquecimento das amostras até 600 °C,
seguindo recomendacdes da Association of Analytical Communities
(A.0.A.C.), 1990.

d)Determinacdo de nitrogénio total e proteina bruta - pelo método
semimicro Kjeldhal, segundo a AOAC, 1998. No calculo de conversao do

nitrogénio em proteina total, utilizou-se o fator de converséo 6,25.

e)Determinagcdo de extrato etéreo — As andlises foram feitas (AOAC,
1990) no extrator Soxhlet usando éter de petréleo como solvente em
temperatura de

35 °C por 24 horas aproximadamente.

f) Determinacdo de fibras — As analises foram feitas segundo Métodos

Fisico Quimicos para Analise de Alimentos, Instituto Adolfo Lutz (2005).
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g)Determinacé&o de minerais - realizada segundo Silva e Queiroz (2002),
por espectrofotometria de absorcdo atdbmica nas solucbes minerais

preparadas a partir do residuo da determinacéo de cinzas.

3.3.4 Composicao em aminoacidos e escore quimico

As analises foram feitas pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL)
Campinas, S.P. As andlises de triptofano foram determinadas segundo técnicas
descritas por SPIES, J.R (1967). As analises de aminoacidos totais foram
determinadas segundo técnicas descritas por HAGEN, S.R.; FROST, B
AUGUSTIN, J, (1989) e WHITE, J. A.; HART, R. J.; FRY, J. C., (1986). Os
resultados desta analise foram usados para os célculos de escore quimico (CS)
e de digestibilidade proteica corrigida pelo escore quimico (PDCAAS)
(FAO/WHO, 1991; SGARBIERI, 1996).

3.3.5 Determinagéo dos ésteres de forbol

A determinacdo dos ésteres de forbol foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) seguindo metodologia proposta por Makkar et
al. (1997) modificada conforme se segue: 10,0 gramas de amostra foram
extraidos com metanol (4 x 10 mL). Em seguida, os extratos foram
transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e o volume completado com
metanol.

Os extratos obtidos foram analisados por HPLC em um sistema
(SHIMADZU, LC-10AD VP, Japédo) conectado a um detector de feixe de
fotodiodo (SHIMADZU, UV-Visivel, Japdo) e integrador-processador
(SHIMADZU, SCL-10A VP, Japdo) com duas bombas e injecdo automatica,
utiizando uma coluna empacotada (apHera™ C18 Polymer, Supelco) com
octadecilsilicone de 125 x 4 mm e tamanho de particula 5 pm. Fase movel:
acetonitrila e 4gua (80: 20). Como padrao utilizou-se 12-miristato 13-acetato de
forbol sintético 99 % (Sigma - Aldrich, USA). Os resultados foram expressos em

mg.g™ de amostra.
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3.4 Ensaios bioldgicos

Foram realizados dois ensaios biolégicos. O primeiro ensaio, usando
cotilédones desengordurados com hexano, com e sem tratamento térmico, foi
realizado no Laboratério de Experimentagcdo Animal, da Faculdade de Minas
(FAMINAS — Muriaé, M.G.). O segundo ensaio, usando tortas e cotilédones
desengordurados com etanol, com e sem tratamento térmico, foi realizado no
Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude da

Universidade Federal de Vigosa.

3.4.1 Avaliacdo da qualidade nutricional da proteina (primeiro ensaio -

cotilédones desengordurados com hexano, com e sem tratamento térmico)

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Minas (FAMINAS — Muriaé, M.G.) sob o parecer
110709/0001.

Para avaliacdo da qualidade nutricional das proteinas dos cotilédones
desengordurados com hexano, com e sem tratamento térmico, foram

preparadas as seguintes dietas:

1.Uma dieta aproteica.

2.Uma dieta padréo a base de caseina (proteina-referéncia).

3.Uma dieta contendo como fonte proteica os cotilédones desengordurados
com hexano sem tratamento térmico (CDH).

4.Uma dieta contendo como fonte proteica os cotilédones desengordurados
com hexano autoclavados a 120 °C, durante 30 minutos (CDHA).

A composicdo das dietas experimentais baseou-se na dieta AIN-93G
(REEVES et al., 1993), modificada de modo a fornecer 9 a 10% de proteina,
conforme Tabela 8. O teor de proteina das amostras foi determinado em
triplicata, pelo método semimicro Kjeldahl (AOAC, 1997), multiplicando-se o

teor de nitrogénio pelo fator de conversao 6,25.



Tabela 8: Composicdo das dietas experimentais

de qualidade proteica (g.100g™)
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utilizadas no ensaio biolégico

Componentes Aproteica Caseina CDH CDHA
Caseina - 12,08 - -
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2 13,2
CDH - - 25,64 -
CDHA - - - 24,01
Sacarose 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja 7,0 7,0 7,0 5,4
Fibra 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura mineral 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura vitaminica 1,0 1,0 1,0 1,0
L-Cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido de milho 59,75 47,67 34,11 40,0

CDH - Cotilédones desengordurados com hexano sem tratamento térmico.

CDHA - Cotilédones desengordurados com hexano autoclavados a 120 ‘C, durante 30 minutos.

Os ingredientes para o preparo das dietas foram pesados separadamente

em balancga de precisdo Oleman BN12-1200 e misturados em uma batedeira,

sendo adicionados em ordem crescente de quantidade. As dietas foram

acondicionadas em sacos plasticos devidamente identificados e armazenadas

sob refrigeragéo (5 °C) até a sua utilizagao.

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus, variedade albinus,

classe Rodentia), da linhagem Wistar, recém-desmamados, com 30 dias de
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idade, pesando em média 100,1 g, fornecidos pelo Biotério Central do Centro
de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa, MG.

Os ratos foram divididos em grupos de seis animais, de forma
sistematica, sendo que a meédia de peso ndo ultrapassasse 10 gramas. Os
animais foram distribuidos em gaiolas de aco individuais, devidamente
identificadas, recebendo &gua e alimento a vontade. O peso corporal foi
registrado semanalmente durante o periodo experimental para o calculo do
PER, NPR e digestibilidade.

No primeiro dia, foram pesadas 100 g de dieta para cada animal dos
grupos experimentais, anotando-se o0 peso do comedouro mais o0 peso da
dieta. Entdo os ratos foram alimentados com esta dieta durante os sete
primeiros dias.

No oitavo dia, os comedouros com o resto das dietas foram pesados para
avaliacdo do consumo alimentar, foram retirados os jornais utilizados abaixo
das gaiolas e pesados os restos de dieta contidos nos mesmos, sendo que as
fezes foram descartadas. Neste mesmo dia, os animais foram pesados e seus
pesos anotados e as dietas foram substituidas por 15 g de dieta marcada com
corante indigo-carmim na proporc¢ao de 200 mg/100 g de dieta, com o intuito de

se realizar a avaliagdo da digestibilidade.
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3.4.2 Avaliacdo da qualidade nutricional da proteina (segundo ensaio - tortas e

cotilédones desengordurados com etanol, com e sem tratamento térmico)

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissédo de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa (Projeto 63/2011).

Para avaliacdo da qualidade nutricional das proteinas das tortas e dos
cotilédones desengordurados com etanol, com e sem tratamento térmico,

foram preparadas as seguintes dietas:

1.Uma dieta aproteica.

2.Uma dieta padréo a base de caseina (proteina-referéncia).

3.Uma dieta tendo como fonte proteica cotilédones desengordurados com
etanol sem tratamento térmico (CDE).

4.Uma dieta tendo como fonte proteica cotilédones desengordurados com
etanol autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos (CDEA).

5.Uma dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol
sem tratamento térmico (TDE).

6.Uma dieta tendo como fonte proteica torta Fusermann desengordurada

com etanol autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos (TDEA).

A composicdo das dietas experimentais baseou-se na dieta AIN-93G
(REEVES et al., 1993), modificada de modo a fornecer 9 a 10% de proteina,
conforme tabela 9. O teor de proteina das amostras foi determinado em
triplicata, pelo método semimicro Kjeldahl (AOAC, 1997), multiplicando-se o

teor de nitrogénio pelo fator de conversao 6,25.



27

Tabela 9: Composicado das dietas experimentais baseada na dieta AIN-93G
(REEVES et al., 1993), modificada de modo a fornecer 9 a 10% de proteina.

Dietas

Ingredientes ) ioica Caseina CDE ~ CDEA  TDE  TDEA

(9/1009)
Caseina - 9al0 - - - -
Amido 132 132 13.2 13,2 13,2 13.2
dextrinizado
Pinhdo-manso - - 9a1l0 9a1il0 9a1l0 9al0
Sacarose 10 10 10 10 10 10
Oleo de soja 7 7 7 7 7 7
Celulose 5 5 5 5 5 5
Mistura mineral 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura 1 1 1 1 1 1
vitaminica
L-Cistina 3 45 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartaratode ¢ 25 0.25 025 025 025
colina

Amido de milho Qsp 100 Qsp 100 Qsp 100 Qsp 100 Qspl00 Qsp 100

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 ‘C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos.

O ensaio biolégico foi conduzido durante 28 dias, sendo que, nos
primeiros quatorze dias foi avaliada a qualidade proteica (digestibilidade
verdadeira, PER e NPR), e no final dos 28 dias, avaliada a toxidade

subcroénica.

Ao todo foram utilizados 48 ratos machos (Rattus norvegicus, variedade

albinus, classe Rodentia), da linhagem Wistar, recém-desmamados com 23
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dias de idade, pesando entre 57 e 68 g, fornecidos pelo Biotério Central do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa,
MG.

Os animais foram divididos em grupos de oito, de modo que a diferenga
entre as meédias dos pesos ndo excedesse 10 g, conforme recomendacao da
A.O.A.C. (1997). Distribuiram-se os animais em gaiolas de aco inoxidavel
individuais, mantidos em ambiente com temperatura controlada de 22 °C + 3
°C, com ciclo de luz de 12 horas, recebendo agua e alimento a vontade. O
peso corporal e o consumo alimentar dos animais foram registrados
semanalmente durante o periodo experimental.

Os ratos foram alimentados com dieta normal (sem marcador) durante os
sete primeiros dias. No 8° dia, as dietas normais foram retiradas, sendo
substituidas por dieta marcada com 200 mg do corante indigo carmim/100 g de
dieta. No 9° dia, as dietas marcadas foram retiradas e substituidas por dietas
normais, sendo coletadas somente as fezes marcadas. Todas as fezes foram
coletadas no 10° dia do experimento. No 11° dia a dieta normal foi substituida
novamente por dieta marcada e no 12° dia foram coletadas somente as fezes
nao marcadas, havendo troca para dieta normal, sendo esta mantida até o final
do experimento.

A eutanédsia dos animais foi realizada imediatamente apds o término do
experimento, por asfixia em recipiente fechado contendo CO; e seguida de
incisdo nas paredes das cavidades abdominal e toracica para a coleta de
sangue por resseccao da aorta abdominal. As fezes coletadas do 9° ao 12° dia
do experimento foram acondicionadas em recipientes individuais e mantidas
sob refrigeracdo. Apos o periodo de coleta, as fezes foram secas em estufa
com circulacdo de ar (marca MARCONI) a 105°C durante 24 horas. Em
seguida, foram resfriadas, pesadas e moidas em mini-processador da marca
ARNO, para determinagdo em triplicata do teor de nitrogénio pelo método
semimicro Kjeldhal (AOAC, 1997), utilizado para o calculo da digestibilidade
verdadeira.
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3.4.3 Determinacao de digestibilidade verdadeira, PER (quociente de eficiéncia
proteica), NPR (razdo proteica liquida), escore quimico e digestibilidade

verdadeira corrigida pelo escore quimico (PDCAAS).

O célculo da digestibilidade verdadeira foi realizado de acordo com a
seguinte férmula (MILLER; BENDER, 1955):

| — (F- FK) = 100

D= |

| = nitrogénio ingerido (mg) pelo grupo com dieta-teste;

F = nitrogénio fecal (mg) do grupo com dieta-teste; e

FK = nitrogénio fecal (mg) do grupo com dieta livre de nitrogénio.
D = digestibilidade;

Os animais foram pesados ao longo do experimento para determinagéo
do PER (Quociente de Eficiéncia Proteica) e NPR (Razao Proteica Liquida).

O PER foi determinado considerando-se o ganho de peso do grupo-teste
em relacdo ao consumo de proteina do grupo-teste. Para isto, utilizou-se a
seguinte férmula (HEGSTED, 1977):

PER = ganho de peso (g} do grupo-teste
proteina consumida (o) pelo grupo-teste

O NPR foi determinado no 14° dia do experimento, considerando o ganho
de peso do grupo-teste mais a perda de peso do grupo livre de nitrogénio, em
relacdo ao consumo de proteina do grupo-teste, segundo o método de
BENDER e DOELL (1957). Para isto, utilizou-se a seguinte formula:
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nPR = —danho de peso (g) do grupo-teste + perda de peso (g do grupo LM
proteina consumida (g) pelo grupo-teste

A digestibilidade verdadeira corrigida pelo escore quimico (PDCAAS) foi
calculada empregando-se a seguinte formula (HENLEY, E. C.; KUSTER, J. M.,
1994):

PDCAAS = escore quimico do aminoacido limitante x digestibilidade verdadeira

3.4.4 Avaliacédo da toxicidade subcronica

Apos o periodo de 28 dias, os animais foram pesados e submetidos a
eutanasia e realizada coletas de amostras de sangue em jejum médio de 12
horas. Foram avaliados os teores de hemoglobina, hematdcrito, hemacias,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo da hemoglobina corpuscular média (VHCM) em analisador
hematolégico automatico Humancount Plus (Human).

As enzimas hepaticas transaminase glutamica oxalacética (TGO),
transaminase glutamica pirdvica (TGP), gama-glutaril transferase (gGT) e
fosfatase alcalina foram dosadas no plasma em um analisador bioquimico
automatico HumanStar 300 (Human).

Os figados foram retirados e pesados em balanca semianalitica da marca
Marte, modelo AS 2000 C com precisdo de 0,01g, para obtencdo do peso
relativo e, a seguir, acondicionados em frascos contendo formol 10% (solucao

tamponada em pH 7,5), até o0 momento da preparagéo histolégica.

A preparacéo histologica se deu pela metodologia padréo de inclusdo em
parafina, a partir de fragmentos de 10 mm de espessura. A microtomia foi
efetuada com espessura de 6 um. Foram obtidas fotomicrografias das laminas
utilizando-se um Microscopio de luz Nikon, com Camera Digi Pro associada e

software analisador de imagens Micrometrics SE Premium. Importante salientar
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gue foram efetuadas 10 fotomicrografias em aumento de 400x para cada

lamina, ou seja, para cada animal, perfazendo um total de 400 fotomicrografias.

As observacoes foram feitas tracando-se sobre cada fotomicrografia um
reticulo micrométrico com 200 um de lado, totalizando 441 pontos contados por
fotomicrografia. Foram feitas as contagens dos nucleos e citoplasmas dos
hepatdcitos, dos capilares sinuséides, macréfagos, vasos sanguineos e

glébulos de gordura que porventura estivessem na intersecao de cada quadro.

3.5 Delineam ento experimental e analise e statistica

As dietas experimentais foram dispostas em delineamento inteiramente
casualizado. Na andlise dos resultados para comparacdo entre as medias,
utilizou-se Andlise de Variancia (ANOVA) seguida de teste de Dunnett para
comparacdo com a dieta padrdo de caseina, e teste SNK (Student-Newman-
keuls) para comparacgao pareada entre as dietas experimentais. Considerou-se
o nivel de significancia de 5%.

As analises estatisticas foram realizadas no programa Statistical Analysis
Systems (SAS), versao 9.2, licenciado para a Universidade Federal de Vigosa,
2013.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises fisico -quimicas da matéria prima e farelos

4.1.1 Composicao dos graos do pinhdo-manso

Nas amostras avaliadas neste ensaio foi obtida a proporcdo meédia de
57,5% de cotilédones em relacdo a semente inteira, corroborando com o
estudo de Makkar et. al (1997). As Tabelas 10 e 11 mostram os resultados da
composicdo de amostras analisadas no Laboratorio do Departamento de
Zootecnia, da UFV.

Tabela 10: Teores de matéria seca, cinzas, nitrogénio total, proteina bruta,

lipidios e fibras, em porcentagem sobre a matéria seca (% m/m)

Componentes Semente Cotilédone Cotilédone
em (casca + Cotilédones Casca desengordurado desengordurado
g/1009g cotilédone) com hexano com etanol
Matéria seca
96,73 97,97 92,29 93,55 94,89
(60 °C)
Matéria seca
93,78 89,64 67,18 73,00 88,77
total
Cinzas 4,97 4,40 6,41 10,59 8,06
Proteina
14,30 19,67 5,64 58,21 47,31
bruta
N total 2,29 3,15 0,90 9,31 7,57
N proteico 2,11 3,11 0,80 8,39 6,71
Lipidios 39,08 52,32 1,82 3,74 20,07
Fibra (FDA) 32,08 14,64 74,67 8,31 23,03
Fibra 27,61 17,95 61,55 14,80 17,72

(normal)
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Tabela 11: Teores de minerais dos graos do pinhdo-manso (Y%om/m e ppm)

(% m/m) Ppm

P Ca Mg Na K Fe Mn Zn Cu Co

Semente (casca | oo ga5 041 0017 1.25| 8004 5573 2123 1114 O
+ cotilédone)

Cascade [, ,9 000 025 0029 149|15829 9353 7.37 919 0,08
pinhdo-manso
Cotilédones

uiec 0,32 0,23 0,47 0010 0.86| 54.41 2048 2690 12,30 O

Intelros

Cotilédone

Desengordurado| 1,09 0,14 0,96 0016 1,92| 57,42 50,96 105,00 26,84 0,54
com hexano
Cotilédone

Desengordurado| 0,98 0,11 0,80 0,014 1,42| 46,68 47,61 36,34 2046 0,43

com etanol

Em estudos de Souza et al., (2009) com pinhdo-manso do municipio de
Dourados (MS), as sementes tiveram o teor de lipidios 40,33 = 1,91, proteina
bruta 20,95 + 0,58, cinzas 4,95 + 0,005 e matéria seca de 93,76 + 0,06.

Peralta-Flores et al. (2012) detectaram os teores de proteina nos
cotilédones de pinh&o-manso originarios do México e desengordurados com
hexano (farelo) encontrando valores de 453 % #1,0 em base seca e
cotilédones de pinhdo-manso de 24,3 + 0,5 em base seca. O teor de lipidios
obtido foi de 52,9 + 1,0 e 2,9 + 0,5, cinzas de 4,7 £ 0,5 e 8,6 £ 0,4 e fibra bruta

de 4,8 £0,5e 8,1 +0,7, respectivamente.

Estudos de Penha et al. (2013) no Maranh&o, encontraram na composi¢cao
das sementes umidade de 9,31%, o teor em proteinas de 14,46%, lipidios de
31,62% e cinzas de 3,70%. Nos cotilédones os resultados foram 23,10% em

proteinas, 66% em lipidios e 3,61% em cinzas. Estes resultados sdo bem
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préximos aos obtidos na presente pesquisa. Esses autores também analisaram
os farelos de cotilédones e detectaram o teor de umidade de 0,69%, proteinas
de 54,05%, lipidios de 11,94% e cinzas de 7,40%.

A Tabela 12 mostra os resultados encontrados da composi¢cédo centesimal dos

cotilédones e das tortas desengordurados com etanol e hexano neste trabalho.

Tabelal?2: Valores médios e desvios padrdo da composicdo centesimal dos

farelos desengordurados com etanol e hexano

CDE CDH TDE
Umidade 9,13 (x 0,47) 6,98 (+0,21) 6,78 (x0,12)
Lipidios 15,42 (+0,01) 2,51 (+0,01) 3,07 (+0,03)
Proteinas 48,99 (0,61) 52,90 (20,25) 28,51 (0,81)
Cinzas 10,50 (+0,05) 12,82 (+0,31) 6,49 (+0,25)

Carboidratos 15,96 (+1,64) 24,79 (x0,24) 55,15 (+0,68)

CDE: Cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com etanol
CDH: Cotilédones de pinhao-manso desengordurados com hexano

TDE: Torta de pinhdo-manso desengordurada com etanol em planta piloto.

Os cotilédones desengordurados com etanol apresentaram teor de
lipidios maior que os cotilédones desengordurados com hexano devido a
menor solubilidade do 6leo em etanol e ao uso de tempo insuficiente para a
extracdo. O teor de gordura inicial dos cotilédones é muito alto, da ordem de
52%. Ja no farelo da semente de pinhdo-manso desengordurada por
prensagem e com etanol em planta piloto, o teor de lipidios apresentado foi
menor devido ao fato do ponto de partida ser a torta prensada (Fusermann) e
gue ja encontrava-se com teor de lipidio em torno de 8% antes de ser

desengordurada com etanol na planta piloto.

E importante salientar que o contetido proteico da torta desengordurada
com etanol, é quase a metade do valor dos cotilédones desengordurados com

etanol, porque a torta foi preparada com sementes inteiras.
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Estudos de Rakshit et al. (2008) usando sementes descascadas e
desengorduradas com hexano mostraram valores de proteina bruta de 60,3% =+
0,2, lipidios 0,6% + 0,1 e cinzas 9% % 0,2, diferindo dos valores determinados no

presente estudo.

Também Makkar; Becker (2009) analisando farelos de cotilédones de
pinhdo-manso- manso (variedade toxica) obtiveram conteudo de proteina bruta

entre 60,3 e 62,4%, lipidios com 1,5% e cinzas com 9,6%.

4.1.2 Composi¢do em aminoacidos

A tabela 13 mostra a composicdo em aminoécidos (g.16g N™*) de amostras
de cotilédones inteiros, desengordurados com etanol ou hexano, no presente
trabalho, em comparacdo com a composi¢cdo em amino4cidos encontrada por
Makkar; Becker (2009), com a racgéo ideal para ratos (RITSKES-HOITINGA,
CHWALIBOG, 2003) e para criancas de 2 a 5 anos (FAO/WHO, 1991).
Qualquer que seja o parametro de comparacéo, fica evidente a deficiéncia da
composicdo em aminoacidos das amostras de pinhdo-manso, principalmente
lisina e aminoacidos sulfurados.

Isto se torna mais realgcado quando se calcula o escore quimico (tabela
14). Neste caso, os grupos fenilalanina e tirosina aparecem como 0S primeiros
aminoacidos limitantes, seguidos da lisina e dos sulfurados, ou seja, a proteina
de pinhdo-manso, nas amostras usadas neste trabalho é extremamente

deficiente em aminoacidos essenciais.
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Tabela 13: Comparacdo da composicdo em aminoacidos (g.16g N?) de

amostras de cotilédones inteiros, desengordurados com etanol ou hexano, da

racao ideal para ratos e para criancas de 2 a 5 anos.

Aminoécido Ragao Crianca 2-
Cecenon  Cotilédone® CDH* CDE* CDH® para c an‘i)se
integral ratos®
Metionina 1,33 1,42 090 1,91 5,0-10,0° 2 ,50"
Cistina 0,54 1,15 0,53 2,24 - -
Valina 2,83 302 1,88 5,19 5,0-6,0 3,50
Isoleucina 2,17 2,34 1,45 453 5,0-6,0 2,80
Leucina 4,96 569 3,39 6,94 7,5-8,0 6,60
Fenilalanina 2,96 3,44 202 4,34  6,0-10,0° 6,302
Tirosina 2,17 2,44 143 2,99 - -
Histidina 2,04 1,97 139 3,30 2,5-3,0 1,90
Lisina 3,25 3,67 225 4,28 6,0-9,0 5,80
Treonina 2,79 3,14 194 3,96 4,0-4,5 3,40
Triptofano 0,96 0,83 049 1,31 1,2-1,5 1.10

(1) Metionina + cistina

(2) Fenilalanina + tirosina

(3) MAKKAR; BECKER, (2009).
(4) Resultados obtidos pelo ITAL/Campinas — SP, conforme metodologia descrita por SPIRES

(1967); WHITE, HART & FRY (1986); HAGENS, FROST & AUGUSTIN (1989).

(5) RITSKES-HOITINGA, M.; CHWALIBOG, A., (2003).
(6) FAO/WHO (1991).
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Tabela 14: Escore quimico do pinhdo-manso (mg de aa .g de proteina™)

Aminoacido - u«qoned  cpH*  CDE® CDH? Crianca
essencial integral 2 a5anos
Metionina 0,53 0,57 0,36 0,76 2 50!

Cistina } - - - -

Valina 0,81 0,86 0,54 1,48 3,50
Isoleucina 0,77 0,84 0,52 1,62 2,80

Leucina 0,75 0,86 0,51 1,05 6,60

Fenilalanina 0,472 0,557 0,32° 0,69° 6,307
Tirosina - - - - -
Histidina 1,07 1,03 0,73 1,74 1,90

Lisina 0,56 0,63 0,39 0,74 5,80
Treonina 0,82 0,92 0,57 1,16 3,40
Triptofano 0,87 0,76 0,45 1,19 1,10

(1) Metionina + cistina.

(2) Fenilalanina + tirosina.

(3) MAKKAR; BECKER, 2009.

(4) Resultados obtidos pelo ITAL/Campinas — SP, conforme metodologia descrita por SPIES
(1967); WHITE, HART & FRY (1986); HAGENS, FROST & AUGUSTIN (1989).

(5) FAO/WHO, 1991.

4.1.3 Determinacédo de éster de forbol

A Tabela 15 mostra as concentracfes de éster de forbol obtidas por
HPLC de diferentes amostras de pinhdo-manso. Verificou-se que a torta e os
cotilédones desengordurados com hexano possuem concentracdes de éster de
forbol maiores que as concentracdes da torta desengordurada com etanol, o
gue demonstra a grande solubilidade do éster de forbol em etanol. Isto ocorre
mesmo com o cotilédone desengordurado com etanol que ainda tinha a
concentracao de o6leo residual da ordem de 15%. Isto indica que a extracdo do

éster de forbol é mais répida que a extracéo do odleo.
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Tabela 15: Concentracdes de éster de forbol de diferentes amostras de pinhéo-

manso obtidas por HPLC.

Amostras mg éster de forbol. g amostra
Pinhdo-manso integral 1,24
Cotilédone 1,53
Torta Fusermann 1,06
Torta Fusermann desengordurada com etanol 0,10
Cotilédone desengordurado com etanol 0,18
Torta Fusermann desengordurada com hexano 1,27
Cotilédone desengordurado com hexano 1,69

O ndcleo forbol deste éster, contém grupos hidroxilas polares,

apresentando entdo,maior afinidade por solventes com maior indice de
polaridade (RIBEIRO et al. 2010).
Cruz (2012) ao extrair O0leo de torta de pinhdo-manso verificou que a
concentracdo de éster de forbol na micela de éleo/etanol foi de 0,22 mg.g™ e
na micela de 6leo/ hexano foi de 0,06 mg.g™*, mostrando a maior solubilidade
do éster de forbol em etanol. Também verificou que a extracdo do éster de
forbol foi mais rapida que a extracéo do 6leo. Portanto, 0 maior teor de éster de
forbol no Gleo é coerente com o menor valor no farelo desengordurado com
etanol em relagéo ao desengordurado com hexano.

O resultado obtido para torta Fusermann desengordurada com etanol, de
0,10 mg.g*, e para o cotilédone desengordurado com etanol, de 0,18 mg.g™,
demonstram a eficiéncia do processo de retirada do éster de forbol, e fornecem
subsidio para o uso desses produtos no segundo ensaio biologico desta

pesquisa.
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4.2 Ensaio s biolégico s

4.2.1 Primeiro ensaio biolégico (com cotilédones de pinhdo-manso

desengordurados com hexano com e sem tratamento térmico)

Neste ensaio foram usados quatro grupos de animais tratados com dieta
padrdo com caseina, dieta aproteica e dietas preparadas com cotilédones de
pinhdo-manso desengordurados com hexano com e sem tratamento térmico.
As dietas preparadas com pinhdo-manso foram toxicas para os animais que de
modo geral, apresentaram perda de peso e ndo aumento de peso, como

esperado (Tabela 16).

Tabela 16: Variagdo de peso dos animais (média + desvio padréo) em relacéo
ao

peso inicial (em %)

Dieta ganho de peso (%)
Padrdo Caseina 17,7%+£ 2,3

CDH -32,9°+5,1

CDHA -33,5°+1,1

Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente (p<0,05)
entre si pelo teste de Dunnett ou SNK.

CDH - cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com hexano

CDHA - cotilédones de pinhdo-manso desengorduradas com hexano e autoclavada

No grupo alimentado com a dieta preparada com cotilédones de pinh&o-
manso desengordurados com hexano (CDH) houve morte de um animal a cada
dia, do sétimo ao nono dia. No grupo alimentado com a dieta preparada com
cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com hexano e autoclavada
(CDHA), trés animais morreram no sétimo dia de experimento. Isto vem

demonstrar que o método de detoxicacdo dos cotilédones de pinhdo-manso
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nao foi eficiente para a redugcéo, ou mesmo, para a completa eliminacado dos
fatores antinutricionais presentes nestes.

Diante destes resultados, ndo foi possivel calcular os indices de
digestibilidade, quociente de eficiéncia proteica (PER) e razdo proteica liquida
(NPR), uma vez que os ratos morreram de forma progressiva durante o ensaio,
além do fato de né&o existir ganho de peso, e sim perda.

No nono dia do experimento, a partir da observacdo que 50% dos ratos
de ambos 0s grupos experimentais morreram, atingindo a DLsp, que € a dose
minima necessaria para que metade dos animais fosse a 6bito, optou-se por
interromper o experimento.

Este fato vem demonstrar que o método de obtencéo da torta detoxicada
nao foi eficiente ndo sé na eliminacéo dos fatores antinutricionais, mas também
na eliminacdo das toxinas presentes nesta, principalmente os ésteres de forbol,
possivel causa de morte dos ratos. A hipétese da presenca destas toxinas nas
tortas ainda € reforcada pela ndo ocorréncia de morte entre 0s ratos nos

grupos tratados com dietas aproteica e padréo de caseina.

4.2.2 Segundo ensaio biolégico (tortas e cotilédones desengordurados com

etanol, com e sem tratamento térmico)

Neste ensaio foram usados seis grupos de animais tratados com dieta
padrdo com caseina, dieta aproteica e dietas preparadas com cotilédones de
pinhdo-manso desengordurados com etanol, com (CDEA) e sem tratamento
térmico (CDE) e com torta de pinhdo-manso desengordurada com etanol, com
(TDEA) e sem tratamento térmico (TDE). Os resultados do ganho de peso e
ingestao de dieta dos animais por grupo estao apresentados na Figura 3.

Ao final de 14 dias os animais do grupo CDEA, TDE e TDEA obtiveram
ganho de peso em relagdo ao peso inicial. Entretanto, este aumento ficou
abaixo do grupo de animais alimentados com dieta padrdo de caseina. No
grupo CDE verificou-se perda média de peso de 9 gramas em relagdo ao peso

inicial.
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Figura 3 : Peso médio dos animais e dieta ingerida durante os 14 dias (primeira

e segunda semana) de experimento.

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos.
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De modo geral, a ingestao das dietas preparadas com pinhdo-manso, foi
menor que a ingestao da dieta preparada com caseina. A baixa ingestao pode
estar relacionada com a aceitacdo devido ao gosto, cheiro ou textura da dieta,
fato relatado por Aregheore; Becker; Makkar, 2003. Além disto, observou-se
gue os animais evitaram a dieta aproteica.

A figura 4 mostra a relacéo entre o ganho de peso dos animais e a massa
de dieta ingerida, ou seja, coeficiente de eficiéncia alimentar. Verifica-se que as
dietas que contém o pinhdo-manso como fonte proteica possuem baixa
gualidade nutricional, com quociente negativo. Isto se tornou evidente quando

se calculou a digestibilidade e 0 PDCAAS.
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Figura 4: Relacdo entre as médias de dietas ingeridas e ganho de peso dos
animais na primeira e segunda semanas (14 dias) de experimento (Quociente
de Eficiéncia Alimentar).

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo- manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos.

Para o teste de digestibilidade foram analisadas as fezes dos animais de
cada grupo das dietas experimentais. As dietas TDEA, CDEA e TDE néo

mostraram diferenca significativa com a dieta padrdo. A dieta preparada com
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CDE foi estatisticamente diferente da dieta padrdo de caseina e das demais
dietas (tabela 17). A digestibilidade verdadeira de todas as dietas é bem

elevada, proxima da caseina, embora a dieta CDE seja inferior as demais.

Tabela 17: Valores de digestibilidade verdadeira (média + desvio padrao) das
dietas
experimentais

Dieta Digestibilidade verdadeira (%)
Caseina 99,59%+ 0,06
TDEA 99,14%+ 0,15
CDEA 99,04%+ 0,23
TDE 99,022+ 0,25
CDE 97,27°+ 0,79

Médias seguidas da mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem significativamente
(p=<0,05) entre si pelo teste de ou SNK.

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos.
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A tabela 18 mostra os resultados para o0 PER e RPER% das dietas

experimentais.

Tabela 18: Valores meédios e desvios padrdo do quociente de eficiéncia
proteica (PER) e guociente de eficiéncia proteica relativo (RPER%) das dietas

experimentais

Dieta PER RPER%
Caseina 3,86%+ 0,24 100
TDEA 0,94°+ 0,18 24,22
TDE 0,63+ 0,37 16,19
CDEA 0,16°+ 0,54 4,20
CDE -0,199+ 0,42 -4,92

Médias seguidas da mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem significativamente
(p=0,05) entre si teste de Dunnett ou SNK.

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 "C, durante 40 minutos.

Os resultados de PER para todas as dietas experimentais foram menores
gue 1, sendo que a dieta CDE apresentou valor negativo (-0,19). Os valores de
PER de todas as dietas foram significativamente menores (p<0,05) que os da
dieta padrédo de caseina que mostrou PER 3,86. As dietas TDEA e TDE sé&o
estatisticamente iguais (p<0,05). Todas as dietas preparadas com pinhao-
manso sao significativamente inferiores a dieta padrédo de caseina.

Kumar; Makkar; Becker (2011) substituiram parte da proteina em dietas
para carpas, por farelo de pinhdo-manso detoxicado e com adicdo de lisina
sintética. A inclusao de 50% mostrou resultados estatisticamente iguais de PER
e digestibilidade proteica em relagcédo ao controle, enquanto a inclusao de 75%

mostrou resultados de PER e de digestibilidade proteica estatisticamente
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inferiores ao controle, indicando que o acréscimo de lisina melhora a qualidade
da racdo, mas nao o suficiente para substituir completamente a caseina.
Aregheore; Becker; Makkar (2003) elaboraram dietas para ratos com
cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com hexano, conseguindo
PER de 1,7, porém usaram metanol e autoclave a 121°C por 35 minutos para
detoxicar o farelo.
A tabela 19 mostra os resultados para 0 NPR e NPRR% das dietas

experimentais.

Tabela 19: Valores médios e desvios padréo da razéo proteica liquida (NPR) e

razao proteica liquida relativa (NPRR%) das dietas experimentais

Dieta NPR RNPR%
Caseina 4,66+ 0,34 100
TDEA 1,84°+ 0,25 39,42
TDE 1,57+ 0,31 33,63
CDE 1,52°+ 0,35 32,47
CDEA 1,51°+ 0,67 32,30

Médias seguidas da mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem significativamente
(p=<0,05) entre si pelo teste de Dunnett ou SNK.

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos.

Os resultados de NPR de todas as dietas foram estatisticamente menores
(p<0,05) que o resultado do NPR da dieta padrdao de caseina que obteve NPR
4,66, e estatisticamente iguais (p<0,05) entre si. As dietas experimentais
embora tenham apresentado valores de digestibilidade verdadeira acima de
97%, possuem o PER e NPR baixos. Isto foi refletido no ganho de peso dos
animais, demonstrando que o pinhdo-manso ndo possui eficiéncia proteica

para crescimento e manutencg&o do animal.
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Segundo Pereira; Costa (2002) a melhoria da capacidade de digestdo nao
implica, necessariamente, no aumento da qualidade proteica, pois 0s
aminoacidos podem estar sendo bem absorvidos e néo estar participando da
sintese proteica em virtude da deficiéncia de alguns aminoacidos essenciais.

A Tabela 20 mostra o escore quimico e o PDCAAS da dieta preparada

com cotilédone de pinhdo-manso desengordurado com etanol.

Tabela 20: Escore quimico e PDCAAS da dieta preparada com cotilédones

desengordurados com etanol (CDE).

Aminoacido essencial Escore Quimico PDCAAS (%)
Metionina + Cistina 0,36 35,0
Valina 0,54 52,5
Isoleucina 0,52 50,6
Leucina 0,51 49,6
Fenilalanina + Tirosina 0,32 31,1
Histidina 0,73 71,0
Lisina 0,39 37,9
Treonina 0,57 55,4
Triptofano 0,45 43,8

Verifica-se que o valor nutricional da dieta € muito baixo, com valores de
escore da ordem de 32%, para os aminoacidos (fenilalanina + tirosina), 36%
para os aminoacidos (metionina + cistina) e 39% para a lisina, indicando que
ha pelo menos cinco aminoacidos extremamente limitantes na proteina desta
amostra. Se forem considerados os valores dos escores quimicos dos
cotilédones mostrados na tabela 14, pode-se dizer que de modo geral, a
proteina de pinhdo-manso é extremamente deficiente em alguns aminoacidos
essenciais. Ou seja, mesmo que a digestibilidade seja boa, o valor nutricional
das dietas preparadas com pinhdo-manso é muito baixo, da ordem de 30 a
40% da proteina de referéncia, o que explica os valores baixos de PER e NPR

encontrados neste estudo.



47

O baixo PER e NPR das dietas com cotilédones desengordurados com
etanol também pode ser devido a presenca de 0,18 mg de éster de forbol por
grama de cotilédones desengordurados. Aregheore; Becker; Makkar (2003)
detectaram que a presenca de 0,13 mg de éster de forbol em farelos de
pinhdo-manso, inclusos em 16% da dieta, determinaram efeitos negativos
significativos na ingestao e no crescimento dos ratos.

Por outro lado, na dieta em que houve tratamento térmico mais drastico,
TDEA, cozimento durante a extracdo do 6leo por prensagem e autoclave
depois do desengorduramento com etanol, obteve-se desempenho menos
ruim, indicando que a extracdo do éster de forbol e a inativacdo dos fatores
antinutricionais pelo calor tmido pode melhorar a qualidade da racgéo.

Rahma et al. (2013) usaram farelos de cotilédones de pinh&o-manso
detoxicado tratados com etanol a 90%, bicarbonato de sodio 0,07% e autoclave
a 121 °C por 20 minutos em dieta para ratos. A dieta foi preparada de modo a
fornecer 12% de proteina e foram encontrados valores de PER e NPR de 1,73
e 1,30. Este experimento se aproxima da presente pesquisa pelo uso do

mesmo solvente e também de tratamento térmico em autoclave.

4.2.3Toxicidade subcrénica (segundo ensaio)

4.2.3.1 Peso relativo do figado

A Tabela 21 mostra as médias do peso relativo do figado em relacdo as dietas

ingeridas.
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Tabela 21: Peso médio relativo do figado dos ratos em relacdo as dietas

ingeridas
Dieta Peso médio dos Peso médio Peso médio
animais (g) dos figados (g) relativo (%)
CDE 52,50 2,24 4,272
CDEA 61,00 2,61 4,282
TDE 72,25 2,59 3,58 b¢
TDEA 81,63 2,83 3,47°
Padrao 183,00 7,64 4,17 2°¢
Caseina

Médias seguidas da mesma letra, dentro da mesma coluna, néo diferem significativamente

(p=0,05) entre si pelo teste de ou SNK.

CDE . dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados com
etanol sem tratamento térmico;

CDEA _ dieta tendo como fonte proteica os cotilédones de pinhdo-manso desengordurados
com etanol umedecidos a 30% e autoclavados a 120 °C, durante 40 minutos;

TDE . dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol sem tratamento
térmico;

TDEA _ dieta tendo como fonte proteica torta desengordurada com etanol umedecida a 30% e
autoclavada a 120 °C, durante 40 minutos.

O peso meédio dos figados dos animais tratados com a dieta TDEA foi
menor (p<0,05) que o peso médio dos figados dos animais tratados com a
dieta padrédo de caseina

As dietas CDE e CDEA nao diferiram entre si (p<0,05), assim como as
dietas TDE e TDEA. E importante ressaltar que estes pares de dietas s&o
provenientes da mesma matéria-prima, cotilédones de pinh&o-manso e torta
Fusermann, respectivamente.

Em estudo de Rakshit e colaboradores (2008) analisando a incluséo de
farelos de pinh&o-manso detoxicado em dieta para ratos, os autores nao
verificaram efeito significativo em relacdo ao padrdo caseina no que se refere

ao peso relativo do figado.
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4.2.3.2 Analises bioquimicas — enzimas hepaticas

A analise bioquimica de enzimas hepaticas a partir do plasma dos ratos

sob jejum médio de 12 horas € apresentada na Tabela 22.

Tabela 22: Valores médios e desvios padrao de enzimas hepaticas dosadas do

plasma de ratos em jejum médio de 12 horas

DIETA TGO (U/L) TGP (U/L) Fosfatase gGT (U/L)
Alcalina (U/L)

CDE 87,25+3514% 26,75+3,59% 347,33+83,07% 6,00+4,08°
CDEA 117,67 +12,50®° 27,00+8,72% 327,00+91,93% 4,00+3,00?
TDE 161,00 +56,42° 42,43 +17,35° 506,57 +159,052 4,71 +1,25 2
TDEA 140,85 +78,43 %" 34,00+9,26 ® 502,00+79,50° 4,86+4,02°

Padrdo Caseina 72,33+6,34 % 2278+4,212% 419,00+136,42% 367+25?2

(TGO) transaminase glutamica oxalacética (TGP) transaminase glutamica piravica (gGT)
gamaglutamil transferase.

Valores seguidos da mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem significativamente
(p=<0,05) entre si pelo teste de Dunnett ou SNK.

Pode-se observar que os resultados para as enzimas hepéaticas TGO e
TGP, apresentaram diferencas estatisticas para a dieta TDE em comparacéo
com a dieta padrdo, sugerindo alguma lesdo hepética nos animais que
ingeriram esta dieta.

No caso especifico dos animais alimentados com a dieta TDE, o aumento
das enzimas TGO e TGP pode ser relacionado com o nivel de gordura
encontrado nos hepatdcitos, ja que o figado desses animais foi o que
apresentou maior contetdo de glébulos de gordura (tabela 24), indicando uma
provavel toxidade deste tratamento. Entretanto, quando comparados os valores
das enzimas hepaticas entre as dietas ndo foi encontrado diferenca
significatica (p < 0,05).

As enzimas fosfatase alcalina e gamaglutamiltransferase (gGT) dosadas

nos animais com as diferentes dietas ndo apresentaram diferenca estatistica
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para a dieta padrdo de caseina. Uma das etiologias para o aumento da gGT é
o figado gorduroso nao-alcoodlico (PARISE, 2002). Embora haja a presenca de
glébulos de gordura nos hepatoécitos, isso néo foi suficiente para ocasionar
aumento dessas enzimas no figado desses animais quando comparado com o
figado dos animais que ingeriram a dieta padrdo de caseina.

Berenchtein e colaboradores (2010) testaram farelos detoxicados de
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) em ratos Wistar submetidos as dietas
isocaldricas e isoproteicas de caseina com a substituicdo da caseina por 5% e
10% de pinhdo-manso, nao verificando diferengca entre os valores de TGO e
TGP em relacdo a dieta padrdo de caseina. Estes dados diferem do presente
estudo, em que foram elaboradas dietas isocaloricas e isoproteicas com
substituicéo total da caseina por farelo de pinhdo-manso.

J& nos estudos de Rahma e colaboradores (2013) os valores de TGO e TGP
foram respectivamente 76 U.L*+0,2e 30 U.L*+0,1.

4.2.3.3 indices Hematolégicos

A Tabela 23 mostra os indices hematoldgicos analisados dos animais que

ingeriram as diferentes dietas propostas para o estudo.
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Tabela 23: Valores médios e desvios padrao dos valores de HEM, HMG, HMT,
VCM, HCM e CHCM dos animais alimentados com as diferentes dietas

experimentais

R Padréao o
Parametros CDE CDEA TDE TDEA i Referéncia
Caseina
HEM )
s ., 6,20 *+057 6,08°+0,67 6,14°+0,33 6,23°+£0,32 6,73°+1,99 54-10
(milhdes.mm®"

HMG (g.dL") 11,622+0,79 11,93°+1,20 11,47°+0,65 11,83°+0,44 12,71°+281 11-18
HMT (%) 31,02%+3,60 31,03°+2,89 30,52%+1,22 32,10%+1,62 34,92°+1,05 35-49
VCM (fly 50,17 °+2,14 51,50°+2,16 50,00°+2,97 51,33 *+0,82 51,74°+1,87
HCM (pg) 18,80°+1,37 19,72°+0,84 18,73 °+1,73 19,05 °+0,82 18,84%+ 3,24

CHCM (mg.dL™ 37,40%+2,63 38,37 °£0,43 37,52 %+1,54 36,87 ®+1,21 36,45" 1,62

(1) CUBAS, et. al., 2006.

HEM-Hemécia; HMG-Hemoglobina; HMT-Hematdcrito; VCM-Volume Corpuscular Médio; HCM-
Hemoglobina Corpuscular média; CHCM- Concentracao hemoglobinica corpuscular média

Os valores seguidos da mesma letra, dentro da mesma linha, ndo diferem significativamente
(p=<0,05) entre si pelo teste de Dunnett ou SNK.

Embora todos os indices sanguineos analisados tenham diferido
estatisticamente dos parametros da dieta padrédo, com excecdo do HCM, nao
ha grandes variacdes entre os resultados, e que possam caracterizar anemia
dos animais.

Berenchtein e colaboradores. (2010) ao substituir a caseina por 5% e
10% de farelo de pinh&o-manso detoxicado, em dieta para ratos Wistar,

também néo verificaram diferenca entre estes indices.
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4.2.3.4 Histomorfometria do figado

A Tabela 24 mostra os resultados das analises histomorfométricas
realizadas no figado dos animais dos diferentes grupos experimentais.

A figura 5 apresenta uma mostra das imagens dos figados analisados dos
animais dos diferentes grupos experimentais, em relacdo a deposicdo de
gordura. Podemos observar maior deposi¢cédo de gordura no figado dos animais
do grupo TDE (Figura 5 D).

Tabela 24: Quantificacdo histomorfométrica dos componentes do

parénquima hepatico dos animais dos diferentes grupos experimentais

(média)
) Componentes Vacuolos
Dieta . 1
do paréngquima hepético de gordura
CDE 410,73 ° 30,28 °
TDEA 383,64 " 57,36 "
CDEA 364,85 ¢ 76,15°
TDE 349,88 ¢ 91,13 ¢
Padrdo 385,12 2 55,88°
Caseina

(1) nucleo, citoplasma, macrofago, capilar sinuséide e vaso sanguineo.
Valores seguidos da mesma letra, dentro da mesma coluna, ndo diferem significativamente
(p=<0,05) entre si pelo teste de Dunnett ou SNK.

Foram quantificados o0s nucleos e citoplasmas de hepatdcitos,
macrofagos, capilares sinusoéides, vasos sanguineos e vacuolos de gordura. A
alteracdo apresentada nos figados foi a esteatose, com a presenca de
vacuolos de gordura de diferentes tamanhos no citoplasma dos hepatdcitos. A
esteatose hepatica pode ter sua origem, neste caso, na deficiéncia proteica
das dietas experimentais, devido a deficiéncia principalmente de metionina ou

ainda na ligeira presenca de éster de forbol. Segundo Zamin Juanior (2009) a
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deficiéncia do aminoacido metionina leva ao acumulo de gordura no figado.

Os animais alimentados com a dieta CDE apresentaram resultados
estatisticamente iguais a dieta padrao de caseina, o que pode ser atribuido a
menor ingestao de dieta e, portanto, menor ingestao de éster de forbol.

Li et al., (2010) conduziram pesquisa com Oleo de Jatropha curcas L.,
variedade téxica originaria da India, com base em pré testes estipularam seis
dosagens (36.00, 32.40, 29.16, 26.24, 23.62 e 21.26 mg/kg de massa corporal)
administradas via intragastrica em dez ratos. Observaram que na dose de
23.62 mg/kg nao foram encontradas evidéncias microscopicas de danos no
coracdo, intestino delgado, cérebro e pancreas. Foram observados apenas
infiltrados linfocitarios no figado. Na maior dose (36.00 mg/kg) foi encontrada
entre outros sinais histopatoldgicos, a constante presenca de vacuolos de
gordura nos hepatécitos.

Wang et al. (2011) ndo evidenciaram mudancas histopatologicas em rins
e figados de porcos tratados com dieta onde a proteina de soja foi substituida
por 50% de farelo de pinhdo-manso detoxicado.

Rahma et al. (2013) também n&o encontraram diferengas no parénquima
hepatico de ratos tratados com dieta contendo como fonte proteica farelo de

pinhdo-manso detoxicado, estando este compondo 12% em proteinas da dieta.
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Figura 5: Andlise histolégica do figado do grupo controle (A) e dos grupos tratados
com dieta CDE (B), CDEA (C), TDE (D) e TDEA (E). Barra = 100 pm.
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5 CONCLUSAO

As amostras de pinhdo-manso usadas neste trabalho podem ser
consideradas como boas fontes de proteinas, com teores da ordem de 28 % na
torta e a 52 % nos cotilédones. Porém, a sua utilizacdo na alimentacdo de
animais monogastricos é problematica devido a presenca de substancias
toxicas como o ester de forbol. O uso de etanol para desengordurar as tortas e
os cotilédones das amostras diminuiu a concentracdo de substancias toxicas
para valores aceitaveis para os animais (éster de forbol < 0,2 mg. g* de
amostra). O tratamento térmico, autoclavagem do material Umido,
provavelmente inativou a maioria dos fatores antinutricionais, pois as dietas
tratadas desse modo tiveram digestibilidade da ordem de 97% a 99%,
semelhantes a da dieta padrédo de caseina. Entretanto, digestibilidade corrigida
pelo escore quimico caiu para valores da ordem de 35% devido a baixa
concentracdo de alguns aminoacidos essenciais como fenilalanina e tirosina,
metionina e cistina e lisina. Desse modo os valores de PER e NPR das dietas
preparadas com tortas e cotilédones de pinhdo-manso foram muito baixos. O
baixo valor proteico das dietas experimentais também foi evidenciado na
analise histologica do figado dos ratos, pela presenca de vacuolos de gordura
se comparados a dieta padrdao de caseina. Todos os resultados indicaram, no
minimo, a necessidade de suplementacdo desses aminoacidos em racoes

preparadas com derivados do pinhao-manso.
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