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RESUMO

RODRIGUES, Dayana Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. Quantificagio e Degradagdo dos Esteres de Forbol em Torta e
Farelo de Jatropha curcas L. Orientador: Antdénio Jacinto Demuner.
Coorientador: Luiz Claudio Almeida Barbosa.

O pinhdao-manso (Jatropha curcas L.) € uma oleaginosa com alto teor de 6leo,
considerada uma promissora matéria-prima para a obtencdo de biodiesel. O
processo de extragdo do Oleo gera grande quantidade de residuos, que
constituem fonte renovavel de alto valor nutricional, de baixo custo e que ainda
nao possui direcionamento de uso. A utilizacdo deste material na alimentacéo
animal pode ser uma alternativa por possibilitar o aumento da renda do
produtor sem aumentar o custo com a produgao e a area plantada. No entanto,
estes coprodutos sao considerados toxicos a animais, pela presenca dos
ésteres de forbol, sendo crucial sua detoxificagdo antes do uso para este fim.
Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi propor tratamentos de
degradagao dos ésteres de forbol presentes nos coprodutos da extragdo do
Oleo de pinhdo-manso (torta e farelo), sem reduzir seus valores nutricionais, e
verificar sua toxicidade em células de rim bovino para seu uso como possivel
suplemento na dieta de ruminantes. O tratamento com solu¢do de hidroxido de
amoénio associado ao tratamento térmico foi o mais eficiente na degradacao
dos compostos. Os teores de proteina apds este tratamento estdo proximos
aos encontrados em fontes usualmente adicionadas em formulacbes de
racbes. Os ensaios citotdxicos provaram a diminuicdo da toxicidade dos
extratos metandlico de torta e farelo de pinhao-manso tratados em relagéo aos
extratos sem tratamento. Reforgando o potencial destes coprodutos como

fontes de proteinas na dieta bovina.

Vi



ABSTRACT

RODRIGUES, Dayana Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2015. Quantification and Degradation of Phorbol Esters of Cake and Bran
of Jatropha curcas L. Adviser: Anténio Jacinto Demuner. Co-Adviser: Luiz
Claudio de Almeida Barbosa.

The pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) a seed with high oil content, considered
a promising raw material for production of biodiesel. The oil extraction process
generates large amounts of waste, which are renewable source of high
nutritional value, low cost and does not have use of guidance. The use of this
material in the feed can be an alternative for enabling a higher income for the
producers without increasing the cost of production and the planted area.
However, these byproducts are considered toxic to animals, the presence of
phorbol esters, and their critical detoxification before use for this purpose. In this
context, the objective of this research was to propose degrading treatment of
phorbol esters present in the co-products of the extraction of Jatropha oil (cake
and meal), without reducing their nutritional values, and check their toxicity in
bovine kidney cells to their use as a possible supplement in the diet of
ruminants. Treatment with ammonium hydroxide solution associated with the
thermal treatment was more efficient in the degradation of compounds. The
protein levels after treatment are close to those found in sources usually added
in feed formulations. Cytotoxic tests proved the decreased toxicity of methanol
extracts pie and jatropha meal treated compared to untreated extracts.

Enhancing the potential of these co-products as sources of protein in cattle diet.
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1. INTRODUGAO

A utilizagdo de energia tem sido crucial para o desenvolvimento da
sociedade humana ao ajuda-la a controlar e a adaptar-se ao meio ambiente.
Gerir 0 uso da energia ¢é inevitavel em qualquer sociedade funcional. No mundo
industrializado o desenvolvimento de recursos energéticos tem se tornado
essencial a agricultura, transportes, recolha de desperdicios, tecnologia da
informacéao, telecomunicagdes que sado hoje pré-requisitos de uma sociedade
desenvolvida.

A maior parte da energia consumida no mundo provém de fontes
limitadas, finitas e n&o renovaveis, como petréleo, carvdo e gas natural,
totalizando quase 90% da demanda de energia mundial. Essas fontes nao
renovaveis possuem diversos pontos negativos como, o aumento da
temperatura global, sendo limitadas e com previsdo de esgotamento no futuro,
portanto, a busca por fontes alternativas de energia € de suma importancia
(MAKKAR et al., 2009).

A partir de 2008 a Agéncia Nacional de petroleo, gas natural e
biocombustiveis com base na lei n° 11.097, de janeiro de 2005, instituiu o
Programa Brasileiro de Biodiesel e fixou um percentual minimo obrigatério de
2% de adicao de biodiesel ao dleo diesel comercializado em qualquer parte do
territério nacional. Em continuidade com essa politica, em 2013 esse minimo ja
foi alterado para 5%. Nesse sentido, a procura de novas oleaginosas para
obtencdo de dleo para a producédo de biodiesel torna-se imprescindivel para
suprir a demanda nacional.

No Brasil, devido a grande diversidade de espécies oleaginosas, pode-
se produzir biodiesel a partir de diferentes 6leos vegetais como os provenientes
de soja, milho, amendoim, algodao, babacgu, palma e pinhdo-manso (FERRARI
et al., 2005). Dentre as oleaginosas, o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) vem
se destacando como uma cultura com grande potencial (NUNES, 2007). Uma
das vantagens desta espécie € o seu longo ciclo produtivo que pode chegar a
40 anos, mantém a média de produtividade de 2 t ha™', além de ser uma cultura
que contém alto teor de 6leo, pode se desenvolver nas pequenas propriedades
com a mao de obra familiar (PURCINO e DRUMMOND, 1986 citado por
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ARRUDA et al., 2004).

A obtencdo do 6leo vegetal para a producdo do biodiesel pode gerar
grande quantidade de residuos. Estes residuos ou coprodutos constituem
matéria prima renovavel de baixo custo e sua utilizagdo pode possibilitar o
aumento da renda do produtor sem aumentar o custo com a produgao e a area
plantada (ABDALLA et al., 2008). Dessa forma, além de agregar valor a um
coproduto, promove-se a reducido do seu impacto ambiental.

Alguns estudos relataram que a torta de pinhdo-manso é rica em
proteina bruta, no entanto, apresenta teores de compostos toxicos e
antinutricionais impedindo a sua utilizacdo diretamente na alimentagdo animal,
sendo empregada como adubo (MARTINEZ et al., 2006).

Os compostos toéxicos e antinutricionais presentes nas sementes do
pinhdo-manso sao os ésteres de forbol, lectina inibidor de tripsina e fitato. No
entanto os ésteres de forbol sdo considerados os principais componentes
toéxicos presentes nas sementes e sua concentragao varia de acordo com a
variedade de pinhdo-manso analisada, todavia, se detoxificados esses
coprodutos poderiam ser utilizados como complemento na dieta animal, sendo

fonte de energia para ruminantes, aves e monogastricos (EMBRAPA, 2012).

1.1 Pinhao-manso e seu cultivo

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia Euforbiaceae, a
mesma da mamona e mandioca. E uma cultura perene, rustica e adaptada as
mais diversas condi¢des edafoclimaticas (ALVES et al., 2008).

O género Jatropha é formado por aproximadamente 160 espécies,
sendo herbaceas e arbustivas. Elas apresentam valor medicinal, ornamental e
algumas sao produtoras de oleo.

O pinhdo-manso esta distribuido em todas as regides tropicais, inclusive
no Brasil. Além de ser resistente a seca, pode se desenvolver em varios tipos
de solos, inclusive naqueles arenosos, salinos, alcalinos e rochosos, os quais,
sob o ponto de vista nutricional e fisico, sdo restritivos ao pleno
desenvolvimento de raizes (ALVES et al., 2008).

Em geral, esta espécie possui um arbusto grande, de crescimento

rapido, cuja altura normal esta entre dois e trés metros, mas pode alcangar até
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cinco metros em condicbes especiais. O didmetro do tronco é de,
aproximadamente 0,20 m, possui raizes curtas e pouco ramificadas, caule liso,
de lenho mole e medula desenvolvida, mas pouco resistente. O floema possui
longos canais que se estende até as raizes, nos quais circula o latex, um suco
leitoso que corre com abundancia de qualquer ferimento. O tronco é dividido
desde a base, em compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela
queda das folhas na estagao seca, as quais ressurgem logo apds as primeiras
chuvas (CORTESAO, 1956 citado por ARRUDA et al., 2004).

Antigamente, o 6leo do pinhdo-manso era usada na fabricacao caseira
de sabdo sendo sua primeira aplicagdo comercial reportada em Lisboa
(GUBITZ et al., 1999), e mais recentemente, como cerca viva. Seu maior
atributo, entretanto, € o alto teor de 6leo produzido pelas sementes, podendo
frutificar por mais de 40 anos (NUNES, 2007).

O pinhdo-manso apresenta fruto capsular ovoide com didametro de 2,0 a
3,0 cm, trilobular com uma semente em cada cavidade, formado por um
pericarpo ou casca lenhosa e dura (Figura 1). Nos primeiros estadios a cor &
inicialmente verde, passando por amarelo, castanho e por ultimo preto, quando
atinge o estado de maturagéo. Apresenta 38% a 47% de casca e 53 a 62% de
sementes pesando cada uma de 1,50 a 3,0 g (ARAUJO e SOUSA, 2008).

Figura 1. a) Secao transversal do fruto de Jatropha curcas L. contendo trés
sementes. b) sementes maduras de Jatropha curcas L. (Fonte: HAAS et al.,
2002)

O pinhdo-manso quando comparado com outras oleaginosas como soja
e mamona, pode ser considerada uma das mais promissoras das regides

sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil, por ser uma planta com um
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potencial consideravel na produgao de combustiveis renovaveis sendo que sua
utilizacdo apresenta um menor impacto negativo sobre o meio ambiente
(ACHTEN, et al., 2008).

O processo de extragdo do 6leo do pinhdo-manso para a fabricagéo do
biodiesel gera o 6leo, a torta e o farelo. A torta e o farelo sdo produzidos
durante a extracdo do oOleo, considerados dois importantes coprodutos da
cadeia produtiva dos o6leos de pinh&o-manso. Sendo a torta (residuo da
prensagem com aproximadamente 7 a 10% do dleo residual) e o farelo

(residuo da extracado com solvente com menos de 1% do éleo residual).

1.2 Composigao quimica da semente de pinhao-manso

As sementes do pinh&do-manso possuem cerca de 7% de agua, 55,3%
de acgucar, amido, albuminoides e materiais minerais, sendo 4,8% de cinzas,
4,2% de nitrogénio e 37,5% de 6leo. O 6leo ndo apresenta cheiro, sendo
incolor e fluido por possuirem de uma a quatro ligagdes duplas, porém pode
precipitar e solidificar a alguns graus acima de zero (NUNES et al., 2007),
sendo os acidos graxos oleico e linoleico encontrados em maior proporgéo
seguidos dos acidos estearico e palmitico, palmitoleico e lignocérico em
menores concentracbes (MARTINEZ et al.,, 2006). Os 6leos vegetais sao
constituidos por uma mistura de tri, di e monoglicerois, acidos graxos livres,
glicolipidios, fosfolipidios, esterdis e outras substancias (SANTOS, 2011). As
quantidades de 6leo obtidas do pinhdo-manso variam entre 25% a 40% de
acordo com a extragdo escolhida, gendtipo e tempo de coleta. Estudos
realizados por TEIXEIRA (1987) mostram que Jatropha curcas cultivada no
estado de Sao Paulo apresentou em média 34+1,4% de Oleo nas sementes.
Este valor foi detectado a partir do momento em que os frutos de pinhdo-manso
passaram a apresentar os primeiros sinais de maturagao. Segundo o autor é de
extrema importancia o conhecimento dos primeiros sinais de maturagcdo do
fruto para realizar a extragao,

De acordo com CASTRO et al., (2008), a época adequada para colheita
de uma determinada espécie pode ser identificada por parametros como a
coloracao dos frutos, teor de agua, massa de matéria seca, tamanho entre

outros. No entanto, diversos desses parametros quando avaliados em conjunto
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contribuem para a obtencao de lotes de sementes com maior qualidade e para
a identificagao do ponto de maximo acumulo de matéria seca, inclusive de 6leo,
pelas sementes, chamado de ponto de maturidade de massa (EGGLI, 1998).

A partir de estudos realizados por MARTINEZ et al., (2006) com quatro
variedades de pinhdo-manso de diferentes regides edafoclimaticas originarias
do México pode-se determinar a composicdo em aminoacidos da proteina do

farelo desengordurado, conforme dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢cao em aminoacidos da proteina do farelo desengordurado de
quatro variedades de Jatropha curcas L. do México e valores de aminoacidos
sugeridos pela FAO/WHO 1991 (g 16 g' N).

Aminoacidos essenciais Minimo Maximo FAO/WHO
Cistina 1,6 1,8 2,52
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
Aminoacidos nao-essenciais

Acido aspartico 11,40 12,20

Prolina 3,86 4,21

Serina 4,59 4,91

Acido glutamico 14,70 16,70

Glicina 4,16 4,40

Alanina 4,26 4,51

Arginina 10,40 11,80

FAO/WHO 1991: referéncia sugerida para criangas de 2-5anos 2 cistina + metionina. ® tirosina +

fenilalanina. Fonte: Martinez-Herrera et al., (2006). Modificado.



Apesar do pinhdo-manso ser uma fonte rica em aminoacidos sua
utilizacdo diretamente na alimentagdo animal ndo é permitida devido a
presenca de componentes tdéxicos nas sementes. Por este motivo, a sua Unica
utilizagao tem sido como adubo. Essa toxicidade por muito tempo foi atribuida a
uma lectina denominada curcina, porém, mais tarde descobriu-se que essa
atividade toxica esta relacionada com a presenga de uma complexa mistura de
ésteres que apresenta atividades carcinogénicas e agao inflamatoria,
denominados ésteres de forbol (YUNPING et al., 2012).

1.3 Esteres de forbol

Os ésteres de forbol sdo um grupo de substancias de ocorréncia natural
encontrados em espécies das familias Euphorbiaceae e Thymeleaceae. Esses
compostos sado derivados do diterpeno tigliane, compostos policiclicos nos
quais duas hidroxilas em carbonos vizinhos sao esterificadas com acidos
graxos (Figura 2) (GOEL et al., 2007).

FATOR C2

FATOR C5

FATOR Cé6
FATOR C3 e C4

Figura 2. Estruturas de ésteres de forbol isoladas em Jatropha curcas L. (Haas
et al., 2002).



Os ésteres de forbol sdo substéncias que causam toxicidade aguda.
Manifesta por uma resposta inflamatéria intensa, e/ou toxicidade crénica, por
meio da promog¢ao de tumores pelo mecanismo de ligagdo, imitam a agao do
diacilglicerol, ativador da proteina quinase C, a qual regula o crescimento e
diferenciacao celular. A atividade bioldgica dos ésteres de forbol € altamente
especifico-estrutural. Sdo encontrados em baixissimas concentragdes, porém
animais que receberam estas substancias na dieta manifestaram sinais de
intoxicagdo (GOEL et al.,, 2007). Efeitos purgativos, irritagdo da pele e
promogao de tumores sdo as principais causas relatadas pela ingestdo de
pinhdo-manso por animais (MAKKAR et al., 2007), o que limita a sua utilizagao
na alimentagao animal.

Os ésteres de forbol sdo compostos termicamente estaveis e podem
suportar a temperatura de torrefagdo (160 °C durante 30 minutos) (CRUZ,
2012). No entanto é possivel reduzir a sua concentragdo em tortas ou farelos
pela combinagao de tratamentos quimicos com tratamentos térmicos (MAKKAR
etal., 1997; AREGHEORE et al., 2003; RAKSHIT et al., 2008).

Embora, o género Jatropha apresenta-se predominantemente composto
por espécies toxicas, existem espécies com baixos teores dos ésteres de
forbol, considerados naturalmente atoxicos. Essas espécies nao téxicas tem
ocorréncia restrita a algumas regides do México (MAKKAR et al., 1997). Da
mesma forma existem espécies que ndo possuem ésteres de forbol, como a
Jatropha phatyphylla, entretanto possuem fatores antinutricionais como fitatos,
lectina e inibidores de tripsina (MAKKAR, et al., 2010).

Estudos realizados por MAKKAR, et al., (1997), avaliaram diferentes
variedades de pinhdo-manso, uma delas consideradas atéxica, a qual
apresentou baixo teor de ésteres de forbol (0,11 mg g'), enquanto que as
variedades toxicas foram encontrados valores elevados, com teor maximo de

2,70 mg g™' de ésteres de forbol.

1.4 Utilizacao da torta e farelo do pinhao-manso como rag¢ao animal

Os gastos com alimentagao de animais de corte sao os principais fatores

responsaveis pelo custo da producdo. Com isso, alimentos alternativos e de
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baixo custo, representam uma forma de maximizar os lucros. A agroindustria
gera quantidades consideraveis de coprodutos que, muitas vezes, tém
potenciais valores nutritivos, os quais poderiam ser utilizados na alimentagao
(GOES et al., 2008)

A utilizagdo da torta ou farelo de pinhdo-manso na alimentagado animal
pode ser analisada sob duas vertentes, a primeira, ainda pouco estudada, visa
avaliar o nivel maximo de adicdo de pinhdo-manso que n&o expresse
toxicidade ou no qual essa toxicidade ndo apresente severidade. E a segunda,
visa obter uma metodologia eficaz para detoxificacdo dessa oleaginosa
(MONTEIRO, 2014).

Os coprodutos da extracdo do o6leo de pinhdo-manso livres de
substancias toxicas tornariam um alimento alternativo, de baixo custo com alto
valor nutricional. O principal interesse da sua utilizagao esta relacionado com a
quantidade significativa de proteina, nitrogénio, potassio e sédio além de outros
componentes nutricionais importantes na alimentagdo animal presentes nesta

oleaginosa.

1.5 Processo de detoxificagao do pinhao-manso

MAKKAR et al., (2008), realizando estudos comparativos com sementes
de pinhdo-manso de diferentes regides do oeste e leste da Africa, América do
Norte, América Central e Asia, observaram que o valor nutricional e a
quantidade de substéncias com potencial toxico no pinhdo-manso variam
conforme a regido do plantio. E ainda que as sementes de pinhdo-manso
provenientes de plantas da Provincia de Paplanta, no México, nao
apresentaram ésteres de forbol em quantidade detectavel. No entanto, a
maioria dos gendtipos apresentaram teores elevados dos ésteres de forbol,
sendo considerados toxicos a animais.

Makkar et al., (2010), descrevem um método eficiente mas inviavel
economicamente de detoxificacdo dos ésteres de forbol presentes no pinhao-
manso a niveis ndo detectaveis. As sementes foram lavadas com agua a 60 °C
e deixadas em repouso por uma hora, em seguida, foi adicionado NaOH (6 mol
L") até pH 11, e deixado novamente em repouso durante 15 minutos. A

mistura foi centrifugada e o sobrenadante coletado. Posteriormente foi



adicionado HCI (1 mol L") até pH 8, seguido de alcool até formagdo de um
precipitado e, por ultimo, separagdo e lavagem do coproduto gerado. Foi
adicionado etanol 95%, deixando em agitagdo por 30 min e centrifugando-se
por 10 minutos. O precipitado foi coletado e lavado novamente com etanol por
10 minutos, e por fim o precipitado foi seco a 40 °C.

Estudos realizados por KHARE et al., (2011), conseguiram a degradagao
completa de ésteres de forbol em nove dias sob condicbes de fermentacao
otimizada por Pseudomonas aeruginosas, durante o estado de fermentacao da
semente isenta de odleo.

Em estudos utilizando tratamentos alcalinos para a degradacdo de
ésteres de forbol, foram reduzidos em até 89% na farinha de sementes inteiras
e descascadas (RAKSKIT et al., 2008). MARTINEZ et al., (2006) utilizando a
torta de pinhdo-manso reduziu em 97,9% o teor dos ésteres de forbol,
extraindo o composto com etanol e éter de petroleo seguido de tratamento com
bicarbonato de sodio a 0,07%.

Ja existem alguns tratamentos capazes de degradar os ésteres de forbol
presentes nos coprodutos da extragao do 6leo em pinhdo-manso, associando
processos fisicos e quimicos a elevadas temperaturas (CRUZ, 2012). No
entanto, poucas metodologias foram capazes de degradar o composto a niveis
atéxicos com baixo custo e direcionando seu uso para ragao animal.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo propor tratamentos
que reduzam os teores de ésteres de forbol presentes na torta e no farelo de

pinhdo-manso, visando sua utilizacdo como fonte proteica na dieta de animais.



2. Material e Métodos

2.1 Amostragem

A amostra de torta de pinhdo-manso foi oriunda de uma variedade
selecionada para producao de biodiesel desenvolvida pela Embrapa Hortalicas
localizada no municipio de Brasilia-DF. A amostra de farelo foi obtida a partir da
amostra de torta.

A amostra de torta (100 g) foi adicionada em cartucho de celulose e
levada a extrator soxhlet. A um baldo (1L) foi adicionado 500 mL de hexano. O
baldo foi aquecido em manta e mantido sob refluxo por 4 horas. O solvente foi
concentrado sob pressao reduzida a 60 °C. Foi obtido um dleo (8,338 g) de
coloragdo amarelada. O farelo desengordurado com hexano foi
dessolventizado a temperatura ambiente (25 °C) e deixado sob refrigeracao a -

4 °C até o momento das analises.

2.2 Determinacao dos ésteres de forbol na torta e no farelo de pinhao-

manso

A determinagdo dos ésteres de forbol foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia seguindo a metodologia proposta por DEVAPPA et al.,
(2013) .

As amostras de torta de pinhdo-manso (0,5 g) foram adicionadas a um
eppendorf (2 mL) contendo 3 esferas de vidro com didmetro de 3 mm. O
volume foi completado com metanol e as amostras foram agitadas em vortex a
200 rpm por 3 minutos, sonicada por 5 minutos e novamente, agitada em
vortex por mais um minuto e por fim centrifugada a 8000 G. A camada
metandlica formada foi retirada e todo o procedimento foi repetido trés vezes.
As camadas metandlicas provenientes das quatro extragdes foram agrupadas e
concentradas sob pressdo reduzida a 60 °C. O residuo oleoso obtido na
extragao foi ressuspendido em 0,5 mL de metanol e novamente centrifugado,
passado por seringa com filtro de didmetro de 0,45 pm e analisado em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sistema Shimadzu LC 20AT,

conectado a um detector arranjo de diodos (DAD) e integrador processador
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(Shimadzu SPD 20A), com duas bombas de injecdo automatica, utilizando uma
coluna C18 de ago inox (Shimadzu VP-ODS Shim-pack (250 mm x 4,6 mm d.i,
e tamanho de particula de 5 ym). Fase movel: acetonitrila e agua (80:20) em
comprimento de onda 280 nm, temperatura de 30 °C e fluxo de 1,3 mL min-'. O
mesmo procedimento foi realizado para o farelo de pinh&o-manso. Todo o

procedimento foi realizado em ftriplicata.

2.3 Selecao dos tratamentos para degradacgao dos ésteres de forbol

Os seguintes tratamentos foram adotados: exposigdo a alta temperatura
(120 °C), exposicao a radiagao gama (30 KGy), exposicao a luz ultravioleta (3
horas), tratamento com solugao aquosa de hidroxido de aménio (3 % m/m) e

tratamento com solugéo de ureia (3 % m/m).

2.3.1 Tratamento com temperatura

O tratamento térmico foi realizado em amostras de torta (2 g) mantidas
em estufa a 120 °C por 6 horas. A extracdo e determinagao dos teores de
ésteres de forbol foram realizadas conforme o item 2.2. O mesmo
procedimento foi realizado para as amostras de farelo. Todos os tratamentos

foram realizados em triplicata.

2.3.2 Tratamento com radiagao Gama

A degradacao por radiagcdo gama foi realizada seguindo metodologia
proposta por GOGOI et al., (2014), utilizando Co-60 como fonte de radiagao.
Esta etapa foi realizada no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear
(Nuclebras) localizado no Campus da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) em Belo Horizonte - MG. .

As amostras de torta (1,5 g) foram submetidas a exposigéao de 30 KGy. A
extracido e determinacdo dos teores de ésteres de forbol foram realizadas
conforme o item 2.2. O mesmo procedimento foi realizado com o farelo de

pinhdo-manso. Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.
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2.3.3 Tratamento com radiacio Ultravioleta

As amostras de torta (2 g) foram expostas a radiacdo UV, utilizando
lampada de mercurio de baixa presséo (15 W) em camara escura por 3 horas.
A extracdo e determinac&do dos teores de ésteres de forbol foram realizadas
conforme o item 2.2. O mesmo procedimento foi realizado com o farelo de

pinhdo-manso. Todos os tratamentos foram realizados em ftriplicata.

2.3.4 Tratamento com solugcédo aquosa de hidroxido de amdnio e ureia

As amostras de torta (2 g) e a solugdo aquosa de hidroxido de amoénio
(3% m/m) (10 mL) foram adicionadas a um baldo (50 mL). A mistura foi agitada
a 200 rpm a 35 °C por 45 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada e lavada
com agua destilada até pH 7. A torta tratada foi deixada em estufa por 8 horas
a 105 °C. A extracdo e determinacédo dos teores de ésteres de forbol foram
realizadas conforme o item 2.2. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. Também foi realizado o mesmo procedimento trocando a solugao

aquosa de hidréxido de amonio por solugao de ureia.

2.3.5 Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, sendo o primeiro fator constituido pelos
dois tipos de amostras (torta e farelo) e o segundo fator dos diferentes
tratamentos de degradagao (solugdes de hidroxido de amébnio (3% m/m),
solugdo de ureia (3% m/m), tratamento térmico (120 °C), radiagdo gama (30
KGy), e luz ultravioleta (3 horas).

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e, os
efeitos significativos submetidos ao teste de Tukey ao nivel de confianga de 5%

de probabilidade.

2.4 Otimizagao dos tratamentos

Neste estudo foram realizadas as otimizagdes das condi¢gdes dos
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tratamentos que obtiveram os melhores resultados na degradagao dos ésteres
de forbol.

2.4.1 Tratamento com solucédo aquosa de hidroxido de aménio

O estudo da otimizacéo do tratamento com solu¢do aquosa de hidréxido
de amoénio foi feito separadamente para as amostras de torta e de farelo. E
foram estudadas variagdes nas concentragdes de solugdo aquosa de hidroxido
de amonio (3 e 7% m/m) associadas a tratamentos térmicos (35, 70 e 90 °C).

A amostra de torta (2 g) e a solugdo aquosa de hidréxido de amdnio (3%
m/m) (10 mL) foram adicionadas a um baldo (50 mL). A mistura foi agitada a
200 rpm nas diferentes temperaturas (35, 70 e 90 °C) por 45 minutos, filtrada e
lavada com agua destilada até pH 7. A torta tratada foi deixada em estufa por 8
horas a 105 °C. A extracdo e determinacao dos teores de ésteres de forbol
foram realizadas conforme o item 2.2. O mesmo procedimento foi realizado

com amostras de farelo. Todos os tratamentos foram realizados em ftriplicata.

2.4.1.2 Delineamento experimental

Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 3 sendo o primeiro fator composto por
duas concentracdes de solugdo aquosa de hidroxido de aménio (3 e 7% m/m) e
o segundo fator por diferentes temperaturas (35, 70 e 90 °C). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, os efeitos significativos

submetidos ao teste de Tukey ao nivel de confianga de 5% de probabilidade.

2.4.2 Tratamento com solucdo de ureia

O mesmo procedimento adotado no item acima foi realizado substituindo

a solugéo aquosa de hidroxido de amdnio por solugao de ureia.
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2.4.3 Tratamento com radiacdo Gama

O estudo da otimizagdo do tratamento com radiagdo gama na torta e no
farelo foram realizados na mesma analise. E foram estudas os efeitos das
variagbes de doses de radiagdo gama (30, 50 e 70 KGy). As degradacoes
foram realizadas de acordo com a metodologia proposta por GOGOI et al.,
(2014), utilizando como fonte de radiagdo o Co-60.

Amostras de torta (1,5 g) foram submetidas a exposicao das diferentes
doses de radiagdo gama. E a extragcdo e determinacao dos teores de ésteres
de forbol foram realizadas conforme o item 2.2. Todas as analises foram

realizadas em triplicata. O mesmo procedimento foi realizado com farelo.

2.4.3.1 Delineamento experimental

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 3, sendo o primeiro fator composto pelo tipo de amostra (torta e
farelo) e o segundo fator composto por diferentes doses de radiagao aplicada
(30, 50 e 70 KGy). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e, os efeitos significativos submetidos ao teste de Tukey ao nivel de confianga
de 5% de probabilidade.

3. Caracterizacao nutricional

As caracterizagbes nutricionais da torta e do farelo de pinhdo-manso
sem tratamento e tratados, foram realizadas pelo Departamento de Tecnologia

de Alimentos no laboratério de analise fisico-quimica de alimentos da UFV.

3.1 Cinzas

A determinagdo do teor de cinzas foi realizada pelo método AOAC
942.05 (2000).

As amostras de torta (3 g) tratadas e nao tratadas foram adicionadas a
cadinhos e incineradas em mufla a 550 °C por 3 horas. Os cadinhos foram

levados ao dessecador para resfriamento e pesagem. A determinagdo da
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massa das cinzas foi feito pelo método gravimétrico. O mesmo procedimento
foi realizado para amostras de farelo. O procedimento foi realizado em

triplicata.

3.2 Lipideo

A determinagao da fracao lipidica das amostras de torta sem tratamento
e com tratamento foram realizadas pelo método AOAC 920.39C (1995).

As amostras de torta (2 g) tratadas e n&o tratadas foram adicionadas a
cartucho de celulose e este foi transferido para o aparelho extrator tipo soxhlet.
As amostras foram transferidas a um baldo (250 mL) e foi adicionado éter (150
mL). O balado foi aquecido em manta e mantido sob refluxo por 8 horas (quatro
a cinco gotas por segundo). Apos a extracdo, o solvente foi evaporado sob
pressao reduzida e o O6leo residual foi pesado. O mesmo procedimento foi
realizado para as amostras de farelo. Todo o procedimento foi realizado em

triplicata.

3.3 Proteinas

A determinacgao da proteina bruta das amostras de torta sem tratamento
e com tratamento foram realizados seguindo a metodologia proposta pelo
MINISTERIO da AGRICULTURA, 1981.

O nitrogénio da amostra foi digerido com acido sulfurico e
posteriormente foi destilado pelo destilador Kjeldahl. Neste método, o
nitrogénio (N) total, isto é, o N proteico e ndo proteico sdo convertidos em
proteina bruta. Para a conversao do nitrogénio em proteina, foi utilizado o fator
de corregcao 6,25. O mesmo procedimento foi realizado para as amostras de

farelo Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

3.4 Fibra bruta

A determinacgao da fibra bruta das amostras de torta sem tratamento e
com tratamento foi realizado seguindo a metodologia proposto pelas NORMAS
ANALITICAS DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985). As amostras (2 g) foram
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adicionadas a um cartuchos de celulose e extraidas em soxhlet, utilizando éter
como solvente. O solvente remanescente foi retirado sob pressao reduzida. O
residuo foi transferido para um erlenmeyer (750 mL), com boca esmerilhada.
Foi adicionado solugédo acida (100 mL) e o agente de filtracdo (0,5 g). As
amostras foram colocadas em refluxo por 40 minutos a partir do tempo em que
a solugédo acida foi adicionada, mantidas sob aquecimento, sendo agitadas
frequentemente, a fim de evitar que gotas sequem na parede do frasco. As
amostras foram filtradas em cadinho de Gooch previamente preparados com
areia diatomacea e com auxilio de vacuo. E em seguida foram lavadas com
agua fervente até que a agua de lavagem ndo tivesse reagdo acida e
novamente lavadas com alcool (20 mL) e éter (20 mL). O material foi aquecido
em estufa a 105 °C por 2 horas, e resfriado em dessecador até a temperatura
ambiente. E foram pesadas, repetindo as operagdes de aquecimento e
resfriamento até peso constante. As amostras foram incineradas em mufla a
550°C e resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente. Foram
pesadas, e repetindo as operagdes de aquecimento e resfriamento até peso
constante. A perda de peso é igual a quantidade de fibra bruta. O mesmo
procedimento foi realizado para as amostras de farelo. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata.

4. Avaliagao da citotoxicidade dos extratos metandlicos de torta e do

farelo de pinhao-manso tratados e sem tratamento.

Os estudos citotoxicos foram realizados no Laboratério de Virologia

Animal do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.

4.1 Células

O estudo foi realizando utilizando células do rim de bovinos (MDBK),
cultivadas a 37°C, em estufa com atmosfera umedecida (95%) e enriquecida
com CO2z (5%). O Meio Essencial Minimo (MEM) (Sigma-Aldrich) foi utilizado
para o crescimento e manutengdo das células, contendo penicilina (1,6 mg
mL"), estreptomicina (0,4 mg mL') e suplementados com 10% de soro fetal
bovino (SBF).
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4.2 Extratos utilizados

Os extratos metandlicos utilizados foram diluidos para uma
concentragdo estoque de 0,1 mg mL' em PBS (tamp3o fosfato salino) e
DMSO. Apéds o preparo das concentragdes, as solugdes foram esterilizadas e
filtradas utilizando filtro com membrana poliéstersulfonica (PES) com tamanho
de poro de 0,22 ym. As concentragdes avaliadas no teste foram diluidas em
MEM e corresponderam a 10, 20, 40, 80, 100, 140 e 180 yg mL-".

Para cada concentracdo foram realizadas 6 repeticbes. O DMSO
utilizado na diluigdo dos extratos também foi avaliado pelo ensaio de

citotoxicidade para assegurar seu uso enquanto solvente.

4.3 Analise do efeito citotdxico

A citotoxicidade foi avaliada microscopicamente por alteracdo da
morfologia celular e confirmada e mensurada através de variagdo do método
colorimétrico baseado na redugdo do sal tetrazolium brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) por células viaveis, estabelecido por
MOSMANN (1983) e NIU et al. (2001). Este sal € um substrato amarelo que é
clivado por células vivas formando o produto azul escuro formazana,
requerendo membranas mitocondriais ativas (células recém-mortas nao clivam
quantidades significativas de MTT).

O ensaio de atividade citotéxica com MTT foi realizado utilizando
microplacas de 96 orificios contendo células MBDK (2x10* células pogo™) que
foram incubadas a 37 °C por 12 horas em estufa com atmosfera a 5% de CO2
para adesao das células, restabelecimento do crescimento e inicio de formagao
das camadas celulares. Depois desse intervalo, foram tratadas com solucdes
de diferentes concentracdes dos compostos e incubadas novamente em estufa
por 72 horas. As microplacas foram monitoradas por microscopia Optica
diariamente.

Apds o periodo de incubagao, foram avaliados os efeitos dos extratos
sobre a viabilidade e a morfologia celular (perda da monocamada, granulacéo,
vacuolizagao no citoplasma, alongamento e estreitamento dos prolongamentos

e escurecimento das bordas celulares). Em seguida, as células foram lavadas
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duas vezes com tampao salino fosfato (PBS) a pH 7,2 e incubadas em estufa
com MTT (1 mg mL") por 4 horas. Posteriormente, o sal formado foi
solubilizado pela adigdo de DMSO (100 pL pogo™') e agitagdo por 15 minutos a
76 RPM e 37 °C em agitador com temperatura controlada. As microplacas
foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2 durante 1 hora. As densidades Opticas
(DO) foram determinadas por leitora de microplaca a 492 nm.

A viabilidade celular foi calculada para cada concentracido testada pela
seqguinte férmula:

% células viaveis = média densidade Optica (células tratadas) x 100 / média
densidade optica (controles)

A CCso foi definida como sendo a concentragdo necessaria para reduzir
a densidade optica em 50%, indicando uma redugcdo maxima de 50% na
viabilidade celular. Seis pogos foram avaliados para cada concentracdo de
cada extrato e para o controle e os resultados foram apresentados como a

média desses valores.
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5. Resultados e discussao

5.1 ldentificacdo dos ésteres de forbol na torta e no farelo de pinhdo-manso

Os isbmeros dos ésteres de forbol ja encontrados em Jatropha curcas L.
sdo divididos em seis fatores (C1, C2, C3, C4, C5 e C6), embora nem todas
especies apresentem todos estes isbmeros, sendo mais comum a presencga de
quatro isdmeros. Essas moléculas de ésteres de forbol tém a estrutura de
tigiane como um nucleo comum (12-desoxi-16-hidroxiforbol) e que se
diferenciam pelas cadeias laterais ligadas a func&o éster (CHIES, 2013). E a
quantificacdo destes ésteres de forbol é reportada na literatura como sendo
equivalente a um éster de forbol PMA (12-miristato-13-acetato de forbol)
extraido da espécie Crotron tiglium. Estudos realizados por DEVAPPA et al.,
(2013) compararam a quantificacdo dos ésteres de forbol utilizando o padréo
12-miristato-13-acetato de forbol (PMA) com o fator majoritario C1 (equivalente
a 51% dos ésteres de forbol isolado da Jatropha curcas L.) e observaram a
equivaléncia entre os mesmos. Desta forma pode-se supor que os ésteres de
forbol de pinhdo-manso e PMA possuem coeficientes de absortividade

similares permitindo a quantificagdo dos ésteres de forbol com exatidao.

Neste estudo, a mesma proposta de quantificagao realizada por GOGOI
et al.,, (2014), foi adotada. As condi¢des cromatograficas foram otimizadas
priorizando melhor separagdo entre os picos e menor tempo de corrida.
Inicialmente foi variada a porcentagem de acetonitrila (63%, 77% e 80%)

utilizando fluxo de 1,0 mL min-' (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma dos ésteres de forbol variando a porcentagem de
acetonitrila utilizando fluxo de 1.0 mL min -'.

O aumento da proporgao de acetonitrila melhorou a separagao dos picos
dos ésteres de forbol, sendo adotada a utilizacdo de 80% de acetonitrila. No
entanto, na busca pela redugédo do tempo da corrida, visando menores gastos
de tempo e solvente, também foi variado o fluxo da corrida (1,0 mL mim™' para
1,3 mL min-"). O aumento do fluxo reduziu o tempo da corrida de 30 minutos

para 20 minutos (Figura 4).
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Figura 4. Cromatograma dos ésteres de forbol utilizando 80:20
(Acetonitrila/Agua), fluxo de 1,3 mL min-".

Os quatros picos dos ésteres de forbol foram observados no intervalo de

14 a 20 minutos utilizando o fluxo de 1,3 mL min-! (Figura 4). Os picos foram
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identificados comparando os espectros de UV de cada pico com os espectros
de UV reportados na literatura (Figura 5). Sendo o primeiro indicando a
presencga do fator C1, segundo pico fator C2, terceiro pico fator C3 e o quarto
pico refere-se aos fatores C4 e C5. Todos os picos foram quantificados em
equivaléncia ao padrao 12-miristato-13-acetato de forbol (PMA). As
concentragdes iniciais encontradas na torta e no farelo de pinhdo-manso foram

0,452 mg g' e 0,224 mg g' respectivamente.
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Figura 5. CLAE-UV (A 280 nm) cromatograma dos picos dos ésteres de forbol
presentes na torta e no farelo e seus respectivos espectros.

A escolha dos tratamentos para a degradacédo dos ésteres de forbol
presentes na torta e no farelo de pinhao-manso foi baseada em tratamentos ja
propostos na literatura, e outras formas alternativas que apresentam potencial
para degradagcdo do composto: exposicdo a alta temperatura (120 °C),

exposi¢do a radiacdo gama (30 KGy), exposi¢cdo a luz ultravioleta (3 horas),
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tratamento com solu¢do aquosa de hidroxido de amoénio (3% m/m) e tratamento
com solugédo de ureia (3% m/m). Estes dois ultimos foram escolhidos por serem
muito utilizados em amonizagado de forragens, sendo fontes alternativas que
fornecem nitrogénio nao proteico ao animal (DOLBERG, 1992).

No estudo da analise de variancia entre os cinco tratamentos adotados
houve efeito significativo na interagcdo entre os tipos de amostras e os
tratamentos, por esta razdo foi realizado o estudo do desdobramento da
interacao entre os fatores.

Todos os tratamentos reduziram os teores dos ésteres de forbol
presentes tanto na torta quanto no farelo de pinhdo-manso, com destaque para
0 uso de solugao aquosa de hidroxido de amédnio, solucédo de ureia e radiacéo
gama (Figura 6). Todavia, de acordo com MAKKAR et al., (1998), para que os
co-produtos da extracdo do oleo de pinhdo-manso sejam considerados
atéxicos a animais, as concentragdes dos ésteres de forbol devem estar abaixo

de 0,11 mg g, valor néo alcangado em nenhum dos tratamentos.
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Figura 6. Concentragdo dos ésteres de forbol (mg g-') da torta e do farelo de
pinhdo-manso submetidas aos diferentes tratamentos de degradacado dos
ésteres de forbol. Barras de mesma cor seguidas por letras maiusculas iguais e
barras de cores diferentes seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si,

pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.3 Otimizacao dos tratamentos

Visando aumentar a eficiéncia dos tratamentos, os trés com melhores
resultados (solugdo aquosa de hidroxido de amoénio, solugdo de ureia e

radiacdo gama), foram submetidos a novos estudos.

Os tratamentos utilizando solugdo aquosa de hidréxido de aménio e
solucdo de ureia, foram avaliados em diferentes concentragdes (3 e 7% m/m)

associadas a tratamentos térmicos (35, 70 e 90 °C). E o tratamento com
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radiagcdo gama, foi analisado quanto a influéncia do aumento das doses de

radiacdo na degradacéo dos ésteres de forbol.

Os estudos associando solugcdo de ureia com tratamento térmico sé

causaram efeito significativo na variacdo de temperatura em torta.

O aumento da temperatura na torta reduziu a eficiéncia da solugao de
ureia em degradar os ésteres de forbol (Figura 7). Ja no farelo, o aumento da
concentracdo de ureia e temperaturas ndo causaram nenhum efeito na

degradagao dos ésteres de forbol (Figura 8).

As menores concentracoes dos ésteres de forbol alcangcadas com estes
tratamentos foram 0,1876 mg g' e 0,1314 mg g na torta e no farelo

respectivamente, valores ainda considerados téxicos (Makkar et al., 1998).
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0,00 T T
35 70 90

Temperatura (°C)

Figura 7. Concentragédo dos ésteres de forbol (mg g') presentes na torta de
pinhdo-manso submetidas a diferentes temperaturas. Barras de mesma cor
seguidas por letras mailusculas iguais e nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 8. Concentragédo dos ésteres de forbol (mg g') presentes no farelo de
pinhdo manso submetidas a diferentes concentragdes de ureia e temperaturas.
Barras de mesma cor seguidas por letras maiusculas iguais e barras de cores
diferentes seguidas por mesmas letras minusculas nao diferem entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A degradacédo causada pela radiagcdo gama na torta e no farelo foram
estudas em uma mesma analise de variancia. A interacdo entre estes dois
fatores foi significativa, por esta razdo optou-se pelo estudo do desdobramento
da interagao.

O aumento das doses de radiacdo gama aumentou a eficiéncia de
degradagao dos ésteres de forbol presentes na torta e no farelo (Figura 9). No
entanto, os menores valores alcangados, na torta (0,1143 mg g') e no farelo
(0,1138 mg g') estdo a cima dos valores considerados atoxicos. Vale ressaltar
que esta técnica além de ser de custos elevados, necessita de locais

especificos, inviabilizando possiveis aplicagdes em grande escala.
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Figura 9. Concentragéo dos ésteres de forbol (mg g') presentes no farelo de
pinhdo-manso submetidas a diferentes doses de radiacdo. Barras de mesma
cor seguidas por letras maiusculas iguais e barras de cores diferentes seguidas
por mesmas letras minusculas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

O tratamento com solugdo aquosa de hidroxido de aménio associado a
temperatura resultou em efeito significativo na interagdo entre estes fatores,

para os dois tipos de amostras (torta e farelo).

O uso de solucido aquosa de hidroxido de amdnio associado ao
tratamento térmico apresentou respostas semelhantes na torta e no farelo
(Figuras 10 e 11). A concentragao de 7% causou maior degradagao somente
quando associada ao tratamento térmico a 35 °C. E o aumento da temperatura
aumentou a degradacao dos ésteres de forbol presentes tanto na torta quanto

no farelo.
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Figura 10. Concentracdo dos ésteres de forbol (mg g') da torta de pinhao-
manso submetidas a diferentes concentragcdes de solugdo aquosa de hidréxido
de amoébnio e temperaturas. Barras de mesma cor seguidas por letras
maiusculas iguais e barras de cores diferentes seguidas por mesmas letras

minusculas n&o diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 11. Concentragdo dos ésteres de forbol (mg g') do farelo de pinhao-
manso submetidas a diferentes concentracdes de solucdo aquosa de hidroxido
de ambnio e temperaturas. Barras de mesma cor seguidas por letras
maiusculas iguais e barras de cores diferentes seguidas por mesmas letras

minusculas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O tratamento térmico isoladamente nao foi eficiente na degradagédo dos
ésteres de forbol, resultados também encontrados por MAKKAR et al.,(1997).
Segundo estes autores afirmam que o calor por si s6 nao consegue degrada-
los. No entanto, os autores observaram que a temperatura associada a
tratamentos quimicos foram os tratamentos mais eficazes na reducdo dos
ésteres de forbol. No presente trabalho, os tratamentos realizados a 70 e
90 °C, independente da concentracado de hidréxido de aménio adotada e tipo
de amostra (torta ou farelo) foram os melhores tratamentos, uma vez que os
teores de ésteres de forbol obtidos foram menores que 0,08 mg g, valores

abaixo dos niveis considerados atéxicos.

MARTINEZ et al., (2006) trataram a torta com etanol 90% e 0,07% de
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NaHCOs conseguiram reduzir os ésteres de forbol a 0,08 mg g*'. AREGHEORE
et al., (2003) lavaram a torta 4 vezes com metanol 92% e observaram que os
ésteres de forbol foram reduzidos para 0,09 mg g' . As possiveis razbes para a
diminuicdo dos teores de ésteres de forbol nos tratamentos com solucdo de
hidroxido de amoénio podem ser explicados pela reagcdo de “amonidlise”,
ocorrendo uma reacdo entre amodnia e um éster, produzindo uma amida
(TORKOV e FEIST, 1978).

Segundo SUNDSTOL e COXWORTH (1984) alguns fatores podem
afetar na eficiéncia da amonizacéo, dentre eles a temperatura. Estas reagdes
se processam mais rapidamente em temperaturas mais altas do que mais
baixas, sendo as temperaturas mais préximas de 100 °C as reag¢des sao quase
imediatas, enquanto que, quando proximas de 0 °C, sdo extremamente lentas
(GARCIA e PIRES 1998). Explicando assim o sucesso da associacdo do
tratamento com solugdo de hidroxido de amdnio a temperaturas mais levadas
(70 e 90 °C).

Contudo, o tratamento utilizando solugdo aquosa hidréxido de aménio
(3% m/m) a 90 °C foi o melhor na degradagéo dos ésteres de forbol presentes
em co-produtos de pinhdo-manso, e por isso, este tratamento foi selecionado

para posteriores analises, nutricional e de citotoxicidade.
5.4 Caracterizacao nutricional da torta e do farelo de pinhdo-manso

As amostras tratadas com solugéo aquosa de hidréxido de amédnio (3%
m/m) associado ao tratamento térmico (90 °C), e amostras sem tratamento,

foram submetidas a caracterizacado nutricional. O teor de lipideo, cinza e fibra

foram determinados em relagdo a base seca (Tabela 2).
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Tabela 2. Composigao nutricional da torta e do farelo de pinhdo-manso tratado

e sem tratamento.

Cinza (%) Fibra (%) Lipideo (%) Proteina (%)

Torta sem tratamento 5,7 26,76 8,26 247
Torta tratada 3,3 29,67 447 11,7
Farelo sem tratamento 6,1 22,2 0,13 24,3
Farelo tratado 4.7 31,1 0,12 10,4

As porcentagens de cinza variaram de 5,7% a 3,3% na torta de pinh&o-
manso sem tratamento e tratada, e 6,1% a 4,7% no farelo sem tratamento e
farelo tratado. Em estudos realizados com tortas obtidas pelo albumen,
MAKKAR et al., (1997) encontraram teor de cinza de 9,9%. MARTINEZ et al.,
(2006) , analisando o efeito de tratamento quimico na torta, encontraram teores
de cinza que variaram de 9,8 a 10,8% nas tortas sem tratamentos e de 8,8 a
12,4% nas tratadas. RAKSHIT et al., (2008) estudaram a torta obtida por
sementes inteiras prensadas e, posteriormente, extraidas em soxhlet e torta
obtida de albumen extraido em soxhlet, obtiveram valores de cinza de 10,2 e
9,0%, respectivamente. Teores de cinza proximos ao obtido neste trabalho
foram observados por Mendonga (2009) que analisaram a torta de pinhao-
manso obtida pela prensagem das sementes inteiras (5,4% de cinzas) e o

farelo de pinhdo-manso (6,2% de cinzas).

As fibras alimentares variaram de 26,76% a 29,67% na torta sem
tratamento e tratada, e 22,1% a 31,1% no farelo sem tratamento e tratado.
Todavia, é importante frisar que, aproximadamente 99% das fibras alimentares
sao compostas por fibras insoluveis. As fibras insoluveis diminuem o tempo de
transito intestinal, aumentam o peso das fezes, torna mais lenta a absorcéo da
glicose e retardam a digestdo do amido (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).
SOUZA et al., (2009), analisando a torta de pinhdo-manso obtida por dupla
prensagem das sementes inteiras, encontraram teores de fibras alimentares de

36,68%, valores proximos aos encontrados neste trabalho.

Os teores de lipideos foram de 8,16% a 4,47% na torta sem tratamento e
tratada respectivamente, e 0,13% a 0,12% no farelo sem tratamento e tratado.
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A reducéo dos teores de lipideos, entre torta e farelo de pinhdo-manso, ocorreu
devido a extracdo da torta pelo hexano. Segundo BOMFIM et al., (2009), a
presencga do Oleo eleva o valor de energia das dietas e, na maioria das vezes,
melhora o perfil da gordura presente nos produtos animais. Por outro lado,
pode reduzir o consumo voluntario e a producao pela interferéncia na digestao
da fibra ou palatabilidade das dietas. Em pequenos ruminantes niveis maximos

de 4% de dleo suplementar devem ser respeitados.

Os teores de proteina variaram de 24,7 a 11,7% na torta sem tratamento
e tradada respectivamente, e 24,3 a 10,4% no farelo sem tratamento e tratado
respectivamente. De acordo com XIAO e ZHANG (2011), o teor de proteina
presente na torta é influenciado pelo processo de obtencdo desta. Estudos
realizados por RAKSHIT et al., (2008) encontram resultados aproximados de
22,2% de proteina para as tortas as quais foram obtidas a partir da prensagem
das sementes inteiras, mesmo processo realizado neste trabalho. Neste
mesmo estudo, quando as sementes foram descascadas e posteriormente
prensadas os teores de proteinas obtidos foram maiores (60,3%), segundo os
autores essa diferenca no teor de proteina ocorreu, principalmente devido a
grande quantidade de casca presente na torta prensada inteira, o que contribui

para o aumento do teor de fibra nesta torta.

Os teores de proteina observados tanto na torta quanto no farelo de
pinhdo-manso apds o tratamento estdo proximos aos encontrados em fontes
usualmente adicionadas em formulagdes de ragdes, como: farelo de milho
(10,37%) e farelo de sorgo (12,38%) (CLARINDO et al., 2008). Reforgando o

potencial destes coprodutos como fontes de proteinas na dieta bovina.

5.5 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos metandlicos da torta e do farelo de
pinhdo-manso.

As amostras tratadas com solugdo de hidréoxido de aménio (3% m/m)
associado ao tratamento térmico (90 °C), e as amostras sem tratamento, foram
submetidas a analise do efeito citotoxico. Foi determinado a CC50 de cada
extrato para as células de rim bovino (MDBK), A CMNT dos extratos estédo

descritas na Tabela 3.
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Tabela 3. Avaliagao de citotoxicidade dos extratos metandlicos tratados com
solugdo aquosa de hidroxido de aménio (3% m/m) associado ao tratamento

térmico (90 °C), e amostras sem tratamento em células MDBK.

Extratos CCs0? (ug mL)
Torta sem tratamento 490,25
Torta tratada 832,35
Farelo sem tratamento 518,74
Farelo tratado 2.223,21

a Concentragao do composto relacionada com reducao de 50% da viabilidade celular

A toxicidade celular do DMSO também foi avaliada. A determinacao da
CC1o (concentragao relacionada com reducao de 10% da viabilidade celular) do
DMSO foi limitante para a preparagcdo das concentracées das substancias
utilizadas nos ensaios citotéxicos, de forma a justificar o seu uso enquanto

solvente, sem interferéncia nos resultados de toxicidade.

Todos os extratos avaliados apresentaram resultados dose-dependentes
para os efeitos citotdéxicos. Os extratos da torta e do farelo de pinhdo-manso
sem tratamento possuiram CCso menores que os extratos tratados, indicando
que o tratamento reduz a toxicidade dos extratos. A toxicidade do farelo tratado
(CCs02.223,21 ug mL") é inferior ao da torta tratada (CCso0 832,35 ug mL™"). Tal
fato pode ser explicado pela eliminagao de outros possiveis compostos téxicos
além dos ésteres de forbol presentes na torta, durante o processo de obtencao

do farelo a partir da extracdo da torta em soxhlet.
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6. Conclusoes

O tratamento associando solugdo aquosa de hidroxido de amédnio (3%
m/m) e tratamento térmico (90 °C), reduz os teores dos ésteres de forbol
presentes nos coprodutos da extracdo do oOleo de pinhdo-manso a niveis

abaixo de 0,07 mg g™', considerados atdxicos.

Os valores nutricionais presentes na torta e no farelo apds este
tratamento indicam, que estes co-produtos apresentam potencial para a

utilizacdo como fonte alternativa de nutrientes.

Os extratos metandlicos da torta e do farelo de pinhdo-manso tratados
apresentaram toxicidade consideravelmente inferior aos extratos sem

tratamento.

Os resultados deste estudo indicam a possibilidade da utilizagdo dos co-
produtos da extracao do 6leo de pinhdo-manso tratados, como fonte alternativa

de proteina na deita de animais.
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8. Anexos

Tabela 4. Quadro do resumo da analise de varidancia (ANOVA) das
concentragdes dos ésteres de forbol (mg g') da torta e farelo de pinhdo-manso

submetidas a tratamentos de degradacéo.

Fontes de variacao GL Quadrado médio
Tipo de amostra 1 0,16970**
Tratamento 4 0,27470**
Interacao 4 0,02123**
Residuo 20 0,00006

CV (%) 3,50

* e **:significativo ao nivel de 0,05 e 0,01, pelo teste F, respectivamente; GL: grau de liberdade

Tabela 5. Quadro do resumo da analise de variancia (ANOVA) das
concentragbes dos ésteres de forbol (mg g') da torta de pinhdo manso
submetidas ao tratamento com solucédo de ureia sob diferentes concentragdes

e temperaturas.

Fontes de variagao Gl Quadrado médio
Torta
Concentracao 1 0,00003"s
Temperatura 2 0,00742**
Interacao 2 0,00094ns
Residuo 12 0,00015
CV (%) 12,0

* e **:significativo ao nivel de 0,05 e 0,01 respectivamente, " nio significativo pelo teste F, GL: grau
de liberdade.
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Tabela 6. Quadro do resumo da analise de varidancia (ANOVA) das
concentragbes dos ésteres de forbol (mg g') de farelo de pinhdo-manso
submetidas ao tratamento com solucédo de ureia sob diferentes concentracdes

e temperaturas.

Fontes de variacao oL Quadrado médio
Farelo
Concentragao 1 0,0000"m
Temperatura 2 0,00002"
Interacao 2 0,00000n"s
Residuo 12 0,00002
CV (%) 3,30

*

e **:significativo ao nivel de 0,05 e 0,01 respectivamente, " n&o significativo pelo teste F, GL: grau
de liberdade,.

Tabela 7. Quadro do resumo da andlise de varidancia (ANOVA) das
concentragdes dos ésteres de forbol (mg g-') da torta e farelo de pinhdo manso

submetidas ao tratamento com radiacdo Gama com diferentes doses de

radiacao.
Fontes de Variagao GL Quadrado Médio
Torta 1 0,01783**
Farelo 2 0,01698**
Interacéo 2 0,01698**
CV(%) 6,37

*

e **:significativo ao nivel de 0,05 e 0,01, pelo teste F, respectivamente; GL: grau de liberdade
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Tabela 8. Quadro do resumo da analise de varidncia (ANOVA) das
concentragbes dos ésteres de forbol (mg g') da torta de pinhdo manso
submetidas ao tratamento com hidroxido de amoébnio sob diferentes

concentragdes e temperaturas de degradagao.

Quadrado médio
Fontes de variacdo  GL

Torta
Concentragao 1 0,00160**
Temperatura 2 0,00714**
Interacao 2 0,00050**
Residuo 12 0,00002
CV (%) 4,29

*

e **:significativo ao nivel de 0,05 e 0,01, pelo teste F, respectivamente; GL: grau de liberdade

Tabela 9. Quadro do resumo da andlise de varidancia (ANOVA) das
concentragbes dos ésteres de forbol (mg g') do farelo de pinhdo-manso
submetidas ao tratamento com solugédo de hidroxido de amdnio sob diferentes

concentracdes e temperaturas

Quadrado médio

Fontes de variacao GL
Farelo
Concentragcao 1 0,00048**
Temperatura 2 0,00363**
Interacao 2 0,00190**
Residuo 12 0,00002
CV (%) 4,75

*

e **:significativo ao nivel de 0,05 e 0,01, pelo teste F, respectivamente; GL: grau de liberdade
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