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RESUMO

GUEDES, Raquel Escrivane. Avaliacio da destoxificacio da torta de pinhdo manso
(Jatropha curcas L.) usando método quimico. Dissertacio (Mestrado em Engenharia
Quimica, Tecnologia Quimica). Instituto de Tecnologia, Departamento de Engenharia
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Neste trabalho, as sementes de pinhdo manso foram prensadas e a torta foi extraida em
soxhlet em diferentes condi¢des operacionais. Um delineamento central composto rotacional
(DCCR) foi utilizado para avaliar a percentagem de éster de forbol extraida e o teor final de
proteina obtido por diferentes tratamentos. O pinhdo manso (Jatropha curcas L.), pertencente
a familia das Euphorbiaceae, ¢ uma oleaginosa que possui um alto teor de 6leo que se destaca
como uma planta com caracteristicas favoraveis para a producdo de biodiesel. Como
consequéncia da extragdo de seu o0leo, milhares de toneladas de torta sao produzidas como co-
produto. Essa torta contém alto valor nutricional, mas a presenca de éster de forbol (EF), um
composto toxico, restringe a sua utilizacao na alimentacdo de animais. Para agregar valor a
esse co-produto ¢ necessaria a realizagdo da destoxificagdo, ou seja, a remocao do EF. Diante
disso, essa dissertagdo teve a finalidade de estudar um tratamento quimico para a
destoxificacdo da torta de pinhdo manso. Duas metodologias foram realizadas baseadas em
diferentes planejamentos experimentais. Um planejamento avaliou a solucdo 0,07% de
NaHCO; como solvente e as variaveis analisadas foram tempo de extragdo (1-8 h) e razdo
soluto/solvente (1:5-1:15 p/v) e o outro planejamento avaliou o tempo de extragdao (1-8 h),
razdo soluto/solvente (1:5-1:15 p/v) e porcentagem de metanol na mistura com etanol
utilizada como solvente (0-100%). No estudo utilizando a solugio 0,07% de NaHCO; como
solvente, o teor de proteina variou de 14,92 a 18,52%. Os teores de fibra, cinza e lipideo
variaram de 32,24-36,62%, 5,21-5,91% e 14,12-16,71%, respectivamente ¢ a melhor condi¢ao
de remogdo de EF foi em 8 h e 1:13,55 p/v, onde o teor final de EF na torta foi de 0,82 mg/g,
mostrando que o processo nao foi eficaz na destoxificagdo da torta. Com a utilizacdo da
mistura de etanol e metanol como solvente, o teor de proteina variou de 20,29 a 14,01% nas
tortas tratada e bruta, respectivamente. A matéria seca, teor de lipideo, cinzas e teor em fibra
alimentar, em base seca, variaram de 88,47-90,70%, 16,55-1,85%, 6,14-7,71% e 42,03-
47,60% com os tratamentos quimicos, respectivamente. Na utilizagdo de 50% de metanol
como solvente o EF foi reduzido em 97,30% (0,10 mg/g) usando tempo de extragdo de 8 h e
proporcao de soluto/solvente de 1:10 p/v, o que indica que o método quimico utilizado foi
capaz de destoxificar a torta de pinhdo manso e aumentar o teor de proteina, aumentando
assim seu valor nutricional.

Palavras-chave: Ester de forbol, metanol, anélise estatistica



ABSTRACT

GUEDES, Raquel Escrivane. Detoxification evaluation of the Jatropha curcas L. cake
using chemical methodology. Dissertation (Master in Chemical Engineering, Chemical
Technology). Technology Institute, Chemical Engineering Department, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The methodology involved the pressing of the Jatropha curcas seeds and the cake was
extracted using soxhlet and different operational conditions for PE removal. The central
composite rotatable design (CCRD) was used to evaluate the percentage of phorbol ester
extracted by the different treatments. Jatropha curcas, belonging to Euphorbiaceae family, is
an oilseed with a high oil content and it stands as a plant with potential for biodiesel
production. As a result of its oil extraction, thousand tonnes of seed cake are produced as by-
product. This seed cake has high nutritional value, but the presence of phorbol ester (PE), a
toxic compound, restricts its use in animal feed. The detoxification of this by-product could
aggregate value to this raw material and this is the aim of this work. Two methodologies were
done based on different experimental planning. A design evaluated the influence of the
solution 0.07% of NaHCOs; as the extraction solvent and the variables analyzed were
extraction time (1-8 h) and solute/solvent ratio (1:5-1:15 w/v). The other design evaluated
extraction time (1-8 h), solute/solvent ratio (1:5-1:15 w/v), and percentage of methanol in the
mixture with ethanol used as solvent (0-100%). The study using 0.07% of NaHCOs as solvent
of extraction, the protein content ranged from 14.92 to 18.52%. The fiber content, ash and
lipid ranged from 32.24-36.62%, 5.21-5.91% and from 14.12-16.71%, respectively and the
best conditions of PE extraction were 8 h and 1:13.55 w/v, where the final content of the PE
was 0.82 mg/g showing that the process was not effective in detoxification of the seed cake.
Using methanol and ethanol as solvent the protein content ranging from 20.29 to 14.01% in
seed cake treated and untreated, respectively. The dry matter, lipid, ash and dietary fiber
content ranged from 88.47 to 90.70%, 16.55-1.85%, 6.14-7.71% and 42.03-47.60% with
chemical treatments, respectively. Using a mixture with 50% of methanol the PE was reduced
at 97.30% (0.10 mg/g) with extraction time of 8 h and solute/solvent ratio of 1:10 w/v, it show
that the chemical method used was able to detoxify the seed cake and increase the protein
content, also increasing its nutritional value.

Keywords: Phorbol ester, methanol, statistical analysis
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1 INTRODUCAO

O biodiesel ¢ um combustivel biodegradavel derivado de fontes renovaveis e
produzido a partir da reacdo de transesterificacdo entre 6leos vegetais puros ou usados ou
gordura animal com um alcool. O biodiesel pode ser usado puro ou misturado ao diesel de
petroleo em diferentes proporgoes.

O Programa Nacional de Produgdo e Uso de Biodiesel (PNPB), criado pelo Governo
Federal, objetiva a producao e o uso sustentavel do biodiesel a partir do cultivo de diferentes
oleaginosas, possibilitando a criagdo de empregos e renda no campo e contribuindo para o
desenvolvimento regional e a inclusdo social dos agricultores. Neste programa definiu-se que,
a partir de 2008, o biodiesel seja obrigatoriamente adicionado ao diesel de petroleo num
percentual de 2%, o chamado B2 (SATURNINO et al., 2005). Atualmente, o biodiesel
vendido nos postos pelo Brasil possui 5% de biodiesel e 95% de diesel (BS).

O Brasil apresenta reais condigdes para se tornar um dos maiores produtores de
biodiesel do mundo por dispor de solo e clima adequados ao cultivo de oleaginosas. Estima-se
que existam no Brasil mais de 200 espécies de oleaginosas com potencial para esta produgao,
entre elas pode-se citar a mamona, o girassol, o nabo forrageiro, o algodao, a soja, entre outras
(NUNES, 2007).

Dentre as oleaginosas, o pinhdo manso (Jatropha curcas L.) vem se destacando como
uma cultura com grande potencial (NUNES, 2007). Uma das vantagens do pinhdo manso ¢ o
seu longo ciclo produtivo que pode chegar a 40 anos, mantém a média de produtividade de 2
ton/ha, além de ser uma cultura que pode se desenvolver nas pequenas propriedades com a
mao-de-obra familiar disponivel e contém um alto teor de 6leo (PURCINO e DRUMMOND,
1986 citado por ARRUDA et al., 2004).

A produgdo de biodiesel gera um grande volume de torta como co-produto da extracao
do o6leo. No caso do pinhdo manso, essa torta, apesar de ser rica em proteina, ndo pode ser
aproveitada para a ra¢do animal, da mesma forma como ocorre para o farelo de soja, devido a
presenca de fatores toxicos e antinutricionais.

Os compostos toxicos e antinutricionais encontrados nas sementes do pinhdo-manso
sdo os eésteres de forbol, lectina, inibidor de tripsina e fitato, porém os ésteres de forbol sdo
considerados os principais componentes toXicos presente nas sementes e sua concentracao
varia de acordo com a variedade de pinhdo-manso analisada.

Viérios estudos tém sido realizados com o objetivo de destoxificar a torta, ou seja,
extrair os ésteres de forbol, utilizando diferentes métodos quimicos e biologicos, de forma que
a toxidez seja eliminada. Além disso, outra alternativa para a producdo da torta destoxificada
seria 0 melhoramento genético da planta, com a obtengdo de variedades ndo toxicas.

Diante disso, esse trabalho tem como objetivo verificar a eficiéncia da extracdo em
soxhlet na remogdo do éster de forbol utilizando solventes organicos (metanol e etanol) e
inorganico (NaHCOs), analisando-se o tempo de extracdo, razdo soluto/solvente e o solvente
utilizado com o auxilio de um delineamento composto central rotacional, além de realizar a
caracterizagdo da torta bruta e destoxificada.

Essa dissertagao contém, entdo, uma revisao bibliografica sobre as caracteristicas do
pinhdo manso, sua toxicidade, composicdo do 6leo e da torta e os principais trabalhos ja
publicados para a destoxificacao de sua torta no Capitulo 2. No Capitulo 3, encontram-se os
materiais € métodos aplicados nesse estudo, envolvendo todas as caracterizacdes da matéria-
prima utilizada, assim como da torta destoxificada. Os resultados encontrados e as anélises da
influéncia das variaveis estudadas estdo presentes no Capitulo 4 e as conclusdes e sugestoes
para trabalhos futuros sao apresentados no Capitulo 5.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliografica sdo descritas as principais caracteristicas da cultura do pinhado
manso como botanica, os principais usos, origem e distribui¢do, pragas e doencas, produgado e
produtividade, composi¢do do o6leo e a toxicidade desta oleaginosa onde uma comparacio
entre as variedades toxicas e ndo toxicas e as caracteristicas do principal componente toxico,
ou seja, o éster de forbol, sdo apresentadas. Sera discutida também a composi¢do da torta,
mostrando seu valor nutricional e toxicidade assim como os trabalhos cientificos envolvendo
processos de destoxificagdo deste co-produto.

2.1 O Pinhao Manso (Jatropha curcas L.)

Diante da crescente preocupagdo com a preservacdo do meio ambiente e o
aquecimento global, muitos estudos tém sido realizados na busca por novas fontes de energia
que possibilite a diminui¢do do uso de combustiveis fosseis devido a grande emissdo de
dioxido de carbono oriunda da queima destes. Entre as fontes de energia renovaveis mais
importantes encontra-se o biodiesel, um combustivel biodegradavel que pode ser produzido a
partir de gorduras animais ou de dleos vegetais.

Entre as oleaginosas estudadas para a producdo do biodiesel, o pinhdo manso
(Jatropha curcas L.) destaca-se como uma planta com alto potencial, pois, possui alto teor de
oleo, ¢ existente de forma espontanea em areas de solo pobre em nutrientes e de clima
desfavoravel, ¢ resistente a doengas e pouco atacado por pragas, suas sementes sao toxicas e,
por isso, ndo sdo consumidas por passaros ou animais e, também, ndo sdo desviadas para o
consumo humano. A cultura possui um longo ciclo produtivo, que pode chegar a 40 anos, ¢
tolerante a seca, gera renda pela venda do dleo, ¢ suprimento de energia (o dleo pode ser
utilizado em motores e maquinas para a geragdo de eletricidade), contribui para o
desenvolvimento rural e fixagdo do homem no campo, promove a seguranca alimentar
(permite o uso de culturas anuais alimenticias em consorcio), entre outros (SATO et al.,
2009).

O pinhdo manso, também conhecido como purgueira (CORTESAO, 1956;
SATURNINO et al., 2005; ALVES et al., 2008), grao maluco (ALVES et al., 2008), pinhao-
de-cerca (ALVES et al., 2008), medicineira (ALVES et al., 2008), mundubi-assu (HELLER,
1996), pinhdo-do-inferno (ALVES et al., 2008), pinhdo das barbadas (CORTESAO, 1956),
pinhdo de purga (CORTESAO, 1956; ALVES et al, 2008), pinhio do Paraguai
(CORTESAO, 1956; SATURNINO et al., 2005; ALVES et al., 2008), entre outros, pertence
a familia Euphorbiaceae, a mesma da mamona e da mandioca, que compreende,
aproximadamente, 8000 espécies e cerca de 320 géneros. O género Jatropha possui cerca de
160 espécies de plantas herbaceas e arbustivas (HELLER, 1996).

Entretanto, a espécie ainda se encontra em processo de domesticacdo e, segundo
Saturnino et al. (2005), somente nos ultimos 30 anos € que esta comecou a ter seus aspectos
agrondmicos pesquisados.

2.1.1 Caracteristicas botanicas
O pinhao manso ¢ um arbusto grande, de crescimento rapido, cuja altura normal ¢

quatro ou cinco metros podendo chegar a 8 m e, em alguns casos, atinge 12 m de altura
(CORTESAO, 1956; TOMINAGA et al., 2007) (Figura 1).



Figura 1- Ilustragdo de uma arvore de pinhao manso (Jatropha curcas L.)
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

De acordo com Cortesao (1956), o tronco, mostrado na Figura 2a, tem tendéncia a se
ramificar desde a base em compridos e espalhados ramos, possui numerosas cicatrizes
produzidas pela queda das folhas na estagdo seca, ¢ esverdeado, de lenho pouco resistente, de
medula desenvolvida e de didmetro de, aproximadamente, 20 cm. Possui longos canais que se
prolongam até as raizes, nos quais circula o latex (Figura 2b), suco leitoso que corre com
abundancia de qualquer ferimento, o qual, depois de seco, torna-se uma substancia
acastanhada com aspecto de resina. Saturnino et al. (2005) relatam que o tronco € 0s ramos
sdo revestidos por uma camada cerosa que, depois de seca, se desprende em laminas finas.

Figura 2- Planta de pinhao manso: a- Tronco; b- Latex
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

Ainda segundo Cortesdo (1956), as folhas novas apresentam coloracdo vermelho-
vinho e, a medida que crescem (Figura 3a), tornam-se verdes, esparsas e brilhantes, de trés a
cinco lobulos, com nervuras esbranquicadas e salientes na face inferior. As folhas caem na
época de seca ou na estacao fria e a planta entra em repouso (Figura 3b) até o comego da

primavera ou na €poca das chuvas quando ocorre o rebrotamento, como mostrado na Figura
3c.



Figura 3- Planta de pinhao manso: a- Folhas em crescimento; b- Planta entrando no repouso;
c- Brotamento com as primeiras chuvas.
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

A florescéncia, mostrada na Figura 4a, surge juntamente com as folhas novas. A
cultura do pinhdo manso apresenta floragdo mondica, ocorrendo flores masculinas (Figura
4b), mais numerosas (mais de 50 flores) e femininas (Figura 4c) localizadas nas ramificagdes
(de 10 a 20 flores). As flores femininas tém pedunculo longo e as masculinas possuem
pedunculo articulado e tém dez estames, cinco unidos na base e cinco unidos na coluna
localizando-se nas extremidades das ramificagdes. Depois da abertura, as flores femininas
permanecem receptivas para a polinizacao por trés dias. No quarto dia, as flores que nao
foram fecundadas caem. A polinizacdo das flores € feita por insetos, principalmente abelhas,
formigas, vespas e moscas (CORTESAO, 1956; TOMINAGA et al., 2007).

Figura 4- Flores: a- Florescéncia; b- Flores masculinas; c- Flores femininas.
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

As flores de uma mesma fluorescéncia abrem em dias diferentes, o periodo que vai
desde a abertura da primeira flor feminina até a ultima ¢ de 20 dias aproximadamente. O
desenvolvimento dos frutos acompanha a ordem de surgimento das flores, assim, a0 mesmo
tempo em que alguns frutos j& estdo amadurecendo, outros ainda estdo se formando, como
mostrado na Figura 5. Com isso, todas as etapas de florescimento e frutificagdo podem ser
encontradas em uma mesma planta ao mesmo tempo (TOMINAGA et al., 2007). Segundo
Saturnino et al. (2005), um dos problemas da produ¢do do pinhdo manso esta na colheita, pois
a maturagdo desuniforme dos frutos dificulta a colheita mecanizada, tendo esta que ser
realizada em inimeras etapas, aumentando os gastos com mao-de-obra e, consequentemente,
levando a redugdo dos lucros para o produtor.



Figura 5- Frutos em diferentes estadios de maturagdo em uma mesma planta
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

Com relagdo ao fruto, o mesmo ¢ capsular ovoide com diametro de 1,5 a 3,0 cm e
constitui-se de uma casca resistente e lenhosa. E trilocular com uma semente em cada
cavidade, possui de 2,5 a 4,0 cm de comprimento por 2,0 a 2,5 cm de largura (SATURNINO
et al., 2005), e ¢ inicialmente verde, passando a amarelo, castanho e, por fim, preto, quando
atinge o estado de maturagdo (ARRUDA et al., 2004). Segundo Tominaga et al. (2007), os
frutos contém normalmente trés sementes pretas, mas podem ser encontradas 1, 2 ou 4
sementes e alcangam o maximo do seu desenvolvimento em um periodo de dois meses.

Os frutos sdo constituidos de 53 a 62% de sementes e de 38 a 47% de casca, pesando
cada um de 1,53 a 2,85 g, conforme o tamanho do fruto (PEIXOTO, 1973, citado por
SATURNINO et al., 2005). As sementes e frutos podem ser vistos na Figura 6.

Figura 6- Frutos de pinhao manso.
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

Segundo Brasil (1985), citado por Saturnino et al. (2005), o fruto do pinhao manso
compde-se de 26,2% de epicarpo e 73,8% de semente como pode-se observar na Tabela 1.

Tabela 1- Composicao do fruto do pinhdo manso

Peso de 100 unidades

Partes (@ %) Umidade (%)  Teor de 6leo (%)
Fruto inteiro 86,7 100,0 11,0 28,1
Epicarpo 22,7 26,2 14,8 -
Sementes 64,0 73,8 9,5 38,1
Casca 24,1 27,8 16,2 -
Albumen 39,9 46,0 5,6 60,8

Fonte: SATURNINO et al. (2005)
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Segundo Makkar e Becker (1997), o baixo teor de umidade nas sementes pode ser, em
parte, responsavel pela ndo deterioragdo destas durante um longo periodo de tempo e a
presenca de fatores antinutricionais e toxicos também pode aumentar a sua vida util.

A semente, mostrada na Figura 7, ¢ relativamente grande, quando madura, mede de
1,5 a 2 cm de comprimento ¢ de 1,0 a 1,3 cm de largura. O tegumento ¢ rigido, escuro,
quebradico e possui na parte superior uma excrescéncia carnuda, a carincula. Debaixo do
tegumento existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa. Possui um albumen abundante,
branco e oleaginoso, contendo o embrido provido de dois largos cotilédones achatados. A
semente de pinhdo, dependendo da variedade, condi¢des ecoldgicas, tratos culturais entre
outros, pode ter de 34 a 45% de casca e 55 a 66% de améndoa. As sementes contém ainda
7,2% de agua, 37,5% de 6leo e 55,3% de agucar, amido, albumindides e materiais minerais,
sendo 4,8% de cinzas e 4,2% de nitrogénio (ARRUDA et al., 2004).

_‘«——& Tegumento

Albiamen
( Rico em Oleo )

Figura 7- Semente de pinhdo manso.
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

Segundo Silveira (1934), citado por Arruda et al. (2004), cada semente contém de
27,90 a 37,33% de oleo e o albimen contém de 5,5 a 7% de umidade ¢ 52,54 a 61,72% de
0leo. Para Braga (1976), citado por Arruda et al. (2004), as sementes de pinhdo manso contém
de 25 a 40% de oleo inodoro e facil de extrair por pressao.

2.1.2 Origem e distribuicido

De acordo com Saturnino et al. (2005), sua origem ndo estd bem definida e o
conhecimento mais antigo de pinhdo manso remota a 70 milhdes de anos, segundo assinalam
especialistas a respeito de fosseis descobertos na Belém Peruana.

Para Cortesdo (1956), a cultura ¢ originaria da América do Sul, Brasil ou Antilhas, e
foi introduzida em Cabo Verde, Africa e India pelos navegadores portugueses. Tominaga et
al. (2007) acham mais confidvel considerar o México como pais de origem e os indios, que
migraram da América do Norte para a América do Sul hd mais de 10.000 anos, como 0s
responsaveis pela sua distribuicdo para a Argentina e o Brasil. A expansdo da cultura para o
continente africano e Sudeste Asidtico ocorreu através dos marinheiros portugueses apds o
descobrimento do Brasil.

Cortesao (1956) relata que a propagacao da Jatropha curcas se deu, provavelmente,
auxiliada pelo fato do homem ter reconhecido e aproveitado suas propriedades medicinais e
sua utilidade como cerca, por ndo ser utilizada como alimentag¢ao animal.

Atualmente, o pinhdo-manso ¢ conhecido e cultivado em todo o mundo e, de acordo
com Openshaw (2000), a cultura do pinhdo manso estd distribuida, principalmente, nas
Américas, Africa e parte da Asia; sendo largamente cultivada no México, Nicaragua,
Tailandia e partes da India. No passado, o arquipélago de Cabo Verde foi importante
exportador das sementes da espécie para Portugal. Organizacdes governamentais € nao-
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governamentais no sul da Africa, Brasil, Mali e Nepal e em outros paises através da iniciativa
privada, tém sido responsaveis pelo cultivo desta cultura.

Segundo Cortesao (1956) e Peixoto (1973), citado em Arruda et al. (2004), a Jatropha
curcas € encontrada em quase todas as regides intertropicais, ocorrendo em maior escala nas
regides tropicais e temperadas e, em menor extensdo, nas regioes frias. Sua distribui¢dao
geografica no Brasil ¢ bastante vasta devido a sua rusticidade, bem como as pragas e doengas,
sendo adaptavel a condigdes climaticas muito variaveis, desde o Nordeste até Sao Paulo e
Parana. Desenvolve-se bem tanto nas regides tropicais secas como nas zonas equatoriais
umidas, assim como nos terrenos aridos e pedregosos, podendo suportar longos periodos de
secas. Encontra-se desde a orla maritima, ao nivel do mar, até 1.000 m de altitude, mas se
desenvolve mais vigorosamente entre 500 e 800 m.

2.1.3 Producio e produtividade

O pinhdao manso ¢ uma planta produtora de 6leo com todas as qualidades necessarias
para ser transformado em matéria-prima para producdo de biodiesel. Além de apresentar boa
conservagao da semente colhida, ¢ uma cultura de facil cultivo e pode se desenvolver em
pequenas propriedades valorizando a agricultura familiar (PURCINO e DRUMMOND, 1986,
citados por ARRUDA et al., 2004).

Estima-se que em 2008 foi plantada no mundo uma area de 900.000 hectares, sendo a
maior parte, 760.000 hectares (85%) na Asia, seguida da Africa com 120.000 hectares (12%)
e América Latina com 20.000 hectares, principalmente, no Brasil. Estima-se que esta
plantagio chegue a 12,8 milhdes de hectares em 2015 sendo Africa, Gana e Madagascar os
maiores produtores e o Brasil o maior produtor da América Latina com 1,3 milhdes de
hectares (FAO, 2010).

A produtividade do pinhdo manso varia em funcdo da regido, do método de cultivo e
da variedade utilizada, bem como da regularidade pluviométrica e fertilidade do solo.

Em relagdo a variedade, os dois fatores responsaveis pela produtividade da planta sdo:
quantidade de ramos que saem da base e o numero médio de frutos por cacho. Como as
inflorescéncias surgem no apice de cada ramo, quanto maior o nimero destes na planta, maior
sera sua producao (TOMINAGA et al., 2007).

Castro, Devide e Anacleto (2008) estudaram a produtividade de diferentes variedades
de pinhdo manso. As sementes utilizadas no estudo foram provenientes de trés regides do
Paraguai e de Minas Gerais ¢ Sao Paulo. Os acessos de pinhdo manso revelaram ampla
variagdo na producdo cuja média foi de 16 kg/ha de graos no primeiro ano de cultivo.

Para Carnielli (2003), o pinhdo manso produz 2 toneladas de 6leo por hectare/ano no
minimo. Segundo Brasil (1985), citado por Arruda et al. (2004), em espacamento 3x3, o
rendimento anual de 6leo pode atingir de 3,0 a 4,0 toneladas/hectare.

Os dados referentes ao rendimento agricola do pinhdo manso permitem o calculo da
quantidade de biodiesel a ser produzido pelas usinas de beneficiamento. A prensagem de uma
tonelada de sementes de pinhao manso rende 277,5 litros de biodiesel, considerando-se 34% o
teor de dleo e 75% a eficiéncia na extragdo (ACHTEN et al., 2008, citado por LAPOLA,
PRIESS e BONDEAU, 2009).

2.1.4 Pragas e doencas

O pinhdo manso ¢ uma planta pouco atacada por insetos, pois eles sdo repelidos pelo
latex caustico expelido pela planta quando ferida. Apesar de se tratar de uma planta rustica,
fatores como a idade da planta, seu estado nutricional, a época do ano, as condi¢des do clima
e a presenga de plantas hospedeiras interferem na ocorréncia de pragas e doencas nas plantas.
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Algumas ocorréncias de pragas tém sido verificadas nos cultivos em varias partes do

mundo, como (SATURNINO et al., 2005, TOMINAGA et al., 2007):

e Sauva (Atta sexdens rubropilosa)- Ataca principalmente as mudas novas;

e Formiga “Rapa-rapa”- Pode matar a planta alimentando-se da casca, da estaca
ou da muda da planta;

e Acaro-branco (Polyphagotarsonemus latus)- Ataca a ponta da planta e inibe o
desenvolvimento das folhas e as inflorescéncias, paralisando seu crescimento;

e Acaro vermelho (Tetranychus sp.)- Ataca as folhas maduras e na época da
seca, causa a queda prematura das folhas;

o Tripes (Selenothrips rubrocinatus) (Figura 8a)- As larvas formam colonias que
atacam as folhas e podem causar desflora e definhamento de frutos e sementes;

e Cupim- Destrdi a casca e pode matar a planta em qualquer idade;

e Cigarrinha verde (Empoasca sp.) (Figura 8b)- Ataca as folhas provocando o
amarelecimento e podem causar o abortamento das flores;

e Ninfas e adultos dos percevejos (Pachycoris sp.) (Figura 8c)- Danificam os

frutos em diversos estagios de desenvolvimento.

Figura 8- Pragas: a- Tripes; b- Cigarrinha verde; c- Ninfas e adultos dos percevejos.
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)

Peixoto (1973), citado por Arruda et al. (2004), defende que de todas as pragas, a mais
prejudicial a planta ¢ a cochonilha. O seu ataque, algumas vezes, ¢ tdo intenso que cobre por
completo o tronco da planta, podendo mata-la.

Entre as doengas que atacam a cultura do pinhdo manso pode-se citar (SATURNINO
et al., 2005, TOMINAGA et al., 2007):

e Gomose (Phytophthora sp.)- Ataca a base do caule com sintomas de podridao e
morte de ramos;

e Oidio (Oidium hevea) (Figura 9a)- Forma, nas partes verdes do pinhdo, uma
cobertura branca e pode causar a desflora;

e Ferrugem (Figura 9b) (Phakopsora jatrophicola)- Causa a ferrugem nas folhas
e pode provocar a desflora das plantas;

Figura 9- Doengas: a- Oidio; b- Ferrugem.
Fonte: TOMINAGA et al. (2007)



2.1.5 Principais usos do pinhao manso

Antes da ultima guerra mundial, o principal emprego do d6leo de pinhdo manso era na
saboaria e na fabricacdo de estearina mas, devido as necessidades militares, comegaram a
serem estudadas outras possiveis utilizagdes (CORTESAO, 1956).

O uso do pinhdao manso foi bem sucedido com aplicagdes na conservagdo do solo pela
grande deposicao de matéria seca, reduzindo, dessa forma, a erosdo e a perda de agua por
evaporagdo, evitando enxurradas e enriquecendo o solo com matéria organica decomposta
(PEIXOTO, 1973, citado por DRUMOND, ARRUDA e ANJOS, 2008). Heller (1996) relata
que em Cabo Verde, o pinhdo manso foi plantado em éreas aridas para controle de erosdo do
solo, sendo uma area total de 1.386 ha plantados com arvores, onde 5,4% era pinhao manso.

Como o gado n3o come as folhas de Jatropha devido a sua toxicidade, em muitos
paises tropicais e subtropicais, este ¢ plantado como cerca viva para marcar limites de
propriedades e proteger jardins e campos de animais vagantes.

Virias partes da planta possuem valor medicinal. O latex da planta ¢ usado como
cicatrizante, purgante e tem propriedades antimicrobianas contra Staphylococcus aureu,
Echerichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes e Candida albicans
(THOMAS, 1989, citado por HELLER, 1996).

As raizes sdo consideradas diuréticas e antileucémicas e sdo eficazes também contra o
reumatismo e possui poder anti-sifilitico. As folhas sdo utilizadas para combater doencgas de
pele. O 6leo pode ser aplicado no tratamento de eczema, doencas de pele e reumatismo
(NUNES, 2007).

Segundo Peixoto (1973), citado por Arruda et al. (2004), as sementes sdo utilizadas
como purgativo, verificando-se casos de intoxicagdo em criancas e adultos quando ingeridas
em excesso, 0 que pode ser perigoso ¢ até fatal.

O dleo tem um efeito purgativo forte e também ¢ amplamente utilizado para doencas
de pele e para aliviar a dor, tais como as causadas por reumatismo (HELLER, 1996).

Ha relatos do uso do 6leo e sementes do pinhdo manso em lamparinas, candeeiros e na
iluminagédo publica. Durante a segunda guerra mundial, na Africa e na Asia, o 6leo foi usado
como combustivel em motores (SATURNINO et al., 2005). Ainda, segundo a FAO (2010), o
0leo tem sido usado para a produgdo de sabao nas comunidades rurais. Porém, Saturnino et al.
(2005) relatam que, como a maioria das comunidades rurais passaram a ter energia elétrica e
facilidades de adquirir sabdes industriais, o uso do pinhdo manso, nas ultimas décadas,
restringiu-se quase que exclusivamente ao uso medicinal.

A madeira, macia e oca, que ¢ de baixa qualidade, era usada como fonte de lenha nas
IThas de Cabo Verde devido a falta de outras espécies satisfatorias. Em Madagascar e Uganda,
o pinhdo manso ¢ usado em fazendas de plantacdo de baunilha como suporte para esta planta
trepadeira (FAO, 2010).

O fruto da Jatropha curcas contém um 6leo viscoso que pode ser usado na producao
de sabdo, na industria de cosméticos e na produgao de biocombustivel. Também, como toda
arvore, ajuda na fixagdo de carbono atmosférico e intensifica o carbono do solo
(OPENSHAW, 2000).

A torta do pinhao manso ¢ um excelente adubo organico, rico em nitrogénio, fosforo e
potassio e, se destoxificada, pode ser usada como excelente ragdo para aves, bovinos e peixes
(PEIXOTO, 1973, citado por DRUMOND, ARRUDA e ANJOS, 2008).

2.2 Toxicidade

A toxicidade do pinhdo manso esta relacionada a presenga de substancias alergénicas,
antinutricionais e fatores toxicos que sdo encontrados em todas as partes da planta.
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Segundo Pinto (2000), o termo antinutricional ¢ utilizado para substancias com
capacidade de alterar as possibilidades de aproveitamento dos nutrientes contidos nos
alimentos, isto ¢, os fatores antinutricionais tornam indisponiveis os nutrientes de um
alimento ou parte desses, diminuem a sua digestibilidade e afetam sua eficiéncia nutritiva,
podem diminuir o apetite € o desempenho produtivo dos animais e, em alguns casos, ser fatal
quando utilizado por longo periodo.

De acordo com Francis, Makkar e Becker (2001), os fatores antinutricionais podem ser
divididos em quatro grupos: a) fatores que afetam a utilizagdo e digestao da proteina, como os
inibidores de proteases, taninos e lectinas; b) fatores que afetam a utilizagdo dos minerais, os
quais incluem os fitatos, os pigmentos do gossipol, oxalatos e glicosilatos; c) antivitaminas; d)
substancias diversas, como as micotoxinas, mimosina, cianogénicos, nitrato, alcaloides,
agentes fotossensibilizantes, fitoestrogénios e saponinas. Outro método de classificacdo dos
fatores antinutricionais ¢ de acordo com sua capacidade em resistir a altas temperaturas sendo
termolabeis ou termoestaveis.

Quanto aos alergénicos, a presenga destes na semente do pinhdo manso torna o seu
manuseio incomodo, mas ndo perigoso; os sintomas como vermelhiddo e coceira podem ser
desenvolvidos com o simples contato com a pele ou olhos (MENDONCA e LAVIOLA,
2009). Maciel et al. (2009) caracterizaram a primeira proteina alergénica conhecida na
semente de Jatropha curcas, denominada de Jat ¢ 1 e pertencente a familia das albuminas 2S.
Segundo os autores, em ratos, este alergénico liga-se ao mastocito induzindo a liberacdo de
histamina causando reacoes alérgicas.

A semente do pinhdo manso contém propriedades toxicas devido a presenga de
compostos como a lectina, inibidor de tripsina (IT), saponina, fitato e éster de forbol (EF)
(MAKKAR e BECKER, 1997).

Cortesao (1956) relatou que a curcina, também conhecida como lectina, ¢ o principal
componente toxico do pinhdo manso, porém, Adolf, Opferkuch e Hecker (1984) mostraram
que o principal fator responsavel pela toxicidade ¢ o 12-deoxi-16-hidroxiforbol-13-acilato,
¢ésteres de diterpenos denominados ésteres de forbol. Mais tarde, Haas, Sterk e Mittelbach
(2002) mostraram a presenca de outros cinco diésteres de 12-deoxi-16-hidroxiforbol no 6leo
oriundo das sementes de Jatropha curcas.

Existe uma ampla faixa de varia¢do do teor dos constituintes toxicos e antinutricionais
nas sementes.

Makkar, Aderibigbe e Becker (1998) determinaram os teores de éster de forbol em trés
plantas coletadas nos quintais das casas de agricultores do México. As sementes de uma das
plantas s3o consumidas com muita frequéncia por seres humanos e por frangos e o teor de EF
encontrado nesta foi de 0,03 mg/g. Na segunda semente, que possui um menor consumo na
regido, encontrou-se 0,09 mg/g de éster de forbol, e as sementes da terceira variedade, que
nao ¢ consumida por provocar tontura, diarréia e vomitos, possui um teor de éster de forbol de
2,49 mg/g. De acordo com os autores, isso indica que a aceitagdo de sementes de Jatropha
como alimento humano ou animal ¢ afetado diretamente pelo conteudo de ésteres de forbol.

Uma variedade de Jatropha curcas considerada nio toxica, encontrada no México,
contém teor de éster de forbol de 0,11 mg/g. Ha relatos de que o consumo destas sementes
ndo torradas produz desconforto nos seres humanos e isto pode ser devido a presenca de
inibidor de tripsina e lectinas. Porém, apds a torrefacdo, as sementes sdo consumidas como
amendoins por seres humanos, sem qualquer efeito adverso aparente. No entanto, os autores
ressaltam que deve ser realizado um estudo para verificar a ocorréncia de cancer nas areas
onde essas sementes sdo consumidas, o que pode revelar, se houver, a influéncia do consumo
de baixos niveis de ésteres de forbol como causa da doenca (MAKKAR, ADERIBIGBE e
BECKER, 1998).
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Ferrari et al. (2009) analisaram 27 amostras de sementes de Jatropha curcas de
diferentes zonas agroclimaticas brasileiras e observaram uma variacdo do teor de éster de
forbol de 1,41 a 8,97 mg/g de semente. Ainda no Brasil, um levantamento realizado por
Laviola, Mendonga e Ribeiro (2010) no banco de germoplasma da Embrapa Cerrados - DF,
dos 11 acessos estudados verificou-se que quatro destes nao continham EF e o maior teor
deste encontrado nos graos foi de 5,41 mg/g.

A intoxicagdo, tanto de humanos quanto de animais, pode ocorrer diretamente com o
consumo das sementes do pinhdo manso ou indiretamente através do consumo de produtos
oriundos de animais contaminados (ADOLF, OPFERKUCH e HECKER, 1984).

Em humanos, hd relatos de intoxica¢do aguda, por ingestdo ou contato com as
sementes e latex. Em geral, as intoxicagdes ndo sdo graves € os sintomas sao relacionados
com a irritagdo gastrointestinal devido a inflamacdo provocada pelo pinhdo manso. A
sintomatologia inicia-se apos a ingestdo de pelo menos 2 ou 3 sementes, com ardéncia na
garganta entre 30 minutos a uma hora apos a ingestdo, vomitos acentuados, dor abdominal
intensa, seguida de diarréia, levando a um quadro de desidratagdo, o que pode acarretar
espasmos musculares, polidipsia, disturbios respiratorios e hipotensdo. Em casos mais raros,
de intoxica¢do severa, ocorrem efeitos no sistema nervoso central e lesdo renal. Nao existe
antidoto para a intoxicac¢do, sendo recomendada lavagem estomacal, caso o tratamento se dé
logo apds a ingestaio (MENDONCA e LAVIOLA, 2009).

Em 2010, Singh, Singh e Mahendrakar relataram que quatro criangas, na faixa etaria
de 5 a 8 anos, foram levadas em um hospital da India com queixas de vomitos repetidos, dor
abdominal e uma das criancas com diarréia e pupilas contraidas. Apos relatos de consumo de
uma semente preta, os exames mostraram que as criangas haviam ingerido sementes de
Jatropha curcas. O inicio dos sintomas ocorreu de 1 a 2 horas apds o consumo. As criangas
passaram por uma lavagem estomacal e os sintomas desapareceram dentro de 6 a 8 horas.

Shah e Sanmukhani (2010) mostraram que a intoxica¢ao por pinhao manso ocorre com
um baixo consumo das sementes e a acdo no organismo ¢ rapida. No estudo de caso
apresentado pelos autores, 5 adultos consumiram de 1 a 3 sementes de Jatropha curcas e
dentro de 10 a 15 minutos, todos apesentavam dor abdominal e tiveram vOmitos apos 30
minutos da ingestdo das sementes.

Chomchai et al. (2011) fizeram um levantamento dos casos de intoxica¢do por
consumo de sementes de Jatropha curcas na Tailandia durante os anos de 2006 ¢ 2009. Os
autores verificaram que 75 criangas com idades entre 2 e 14 anos deram entrada em hospitais
e 0s sintomas mais comuns foram nduseas, vomitos, diarréia e dor abdominal. Doze pacientes
foram internados devido a desidratagdo causada por vOmitos. Destes, 2 paciente tiveram
alteragdes nas enzimas hepdaticas em 24 e 48 horas apds a ingestdo. Como protocolo, os
pacientes foram observados na emergéncia de 6 a 12 horas e os que apresentaram sintomas
persistentes de ndusea e vomito foram internados para observagao e exames laboratoriais.

Em animais, diversos estudos demonstraram a toxicidade do pinhdo manso. Em um
estudo de intoxicacao por sementes de Jatropha curcas realizado por Adam e Magzoub
(1975), onze cabras foram alimentadas com sementes de pinhdo manso em doses que
variaram de 0,25 a 10 g/kg/dia. Todas as dosagens foram consideradas toxicas com morte dos
animais entre 2 e 21 dias de experimento. Os sinais clinicos de intoxicacdo observados foram
a falta de apetite, consumo reduzido de agua, diarréia, desidratagdao e olhos fundos. Exames
realizados em animais sacrificados revelaram hemorragia no reticulo, rins, baco e coracao,
congestao e edema no pulmao e excesso de liquido nas cavidades serosas.

Em outro estudo sobre intoxicacdo com sementes de Jatropha curcas, seis bezerros
foram alimentados uma tnica vez com 2,5; 1,0 e 0,25 g de sementes/kg do animal e outros
dois bezerros foram alimentados com 0,025 g de sementes/kg do animal durante 14 dias. O
inicio das manifestagdes toxicas nos seis bezerros que receberam uma alimentacao tnica com
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sementes de pinhdao manso foi rapido, sendo que a morte ocorreu em um intervalo de 3 ¢ 19 h
apds o consumo, nos bezerros que receberam doses de 2,5 e 0,25 g de sementes/kg do animal,
respectivamente. Os dois bezerros que receberam doses diarias mais baixas mostraram sinais
de intoxica¢do e morreram dentro de 10 a 14 dias. Foram observados sinais de diarréia,
dispnéia, desidratagdo e perda de condigao geral (AHMED e ADAM, 1979).

Goonasekera et al. (1995) investigaram o efeito abortivo da Jatropha curcas em ratos.
Para a realizacdo dos experimentos, as fémeas fecundadas receberam diferentes doses de
extratos dos frutos de pinhdo manso, obtidos por extracdo com metanol, éter de petrdleo e
diclorometano. Os autores observaram um alto indice de interrup¢ao de gravidez e houve a
morte de alguns animais devido a intoxicagdo. A perda de peso corporal nos animais foi
observada durante o periodo de dosagem com todos os extratos. No entanto, o aumento de
peso foi observado apds o término dos experimentos.

Gandhi, Cherian e Mulky (1995) estudaram o efeito de um extrato do 6leo de pinhao
manso em ratos e coelhos. Para os experimentos, o 6leo foi obtido do albimen de pinhao
manso e um concentrado toxico (2,4% do 6leo) foi obtido a partir deste por extragdes com
metanol-agua e éter etilico. Nos experimentos com ratos, estes receberam o extrato por via
oral em diferentes concentracdes. Os autores verificaram que a LD50 para o concentrado
toxico do 6leo foi de 6 mL/kg e em doses de 9 e 13 mL/kg houve a morte de todos os animais.
Para a verificagdo do potencial de irritacdo, o extrato foi aplicado na pele de coelhos e ratos e
observou-se edema na regido, sendo que no coelho apds o edema ocorreu necrose e
subsequente regeneragdo e nos ratos ocorreu a escamagao severa e espessamento da pele.

Em um estudo sobre intoxica¢do de ovinos com a casca da semente de Jatropha
curcas, realizado por Ferreira, Ramos ¢ Maruo (2009), vinte ovinos foram alimentados com
uma ragdo contendo diferentes concentracdes de casca de Jatropha curcas por 10 dias. No
final do experimento, todos os animais apresentavam condi¢do corporal ruim (Figura 10a),
onde foi observada reducdo de apetite, animal caquético e deprimido, pelagem opaca e
quebradica; diarréia e até a morte de um ovino (Figura 10b).

Figura 10- Intoxicacdo de ovinos: a- Animal raquético e deprimido; b- Ovino morto apos
ingerir casca da Jatropha curcas.
Fonte: FERREIRA, RAMOS e MARUO (2009)

Li et al. (2010) analisaram a dose letal de éster de forbol em ratos. Para a realizacdo
deste estudo, éster de forbol foi isolado a partir do 6leo de Jatropha curcas e diferentes doses
deste foram ministradas nos animais. Os efeitos foram observados por 19 dias e os autores
verificaram que a LD50 foi de 27,34 mg de éster de forbol/kg de massa corporal e o LD5 e
LD95 foram 18,87 e 39,62 mg/kg, respectivamente.

Em um trabalho realizado por Ferreira et al. (2012), diferentes porcentagens do
pericarpo da Jatropha curcas contendo 0,38 mg/g de éster de forbol foi incluida na
alimentagdo de ovinos. Os animais foram alimentados durante 23 dias com feno de capim
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mombaca adicionado de 15%, 30% e 45% do pericarpo de Jatropha curcas. A inclusdao do
pericarpo na alimentagdo de ovinos provocou redug@o no consumo de alimento e no ganho de
peso. Todos os animais alimentados com o pericarpo apresentaram intoxicagao, caracterizada
por diarreia, mucosas desidratadas, alopecia, bradipneia, respiragdo crepitante e tosse, a partir
do 10° dia de tratamento. Houve a morte de 1 animal alimentado com 30% de epicarpo no 15°
dia de tratamento. Ao final dos experimentos, as fezes dos animais alimentados com 15% de
epicarpo possuiam caracteristicas mais proximas do normal, enquanto que nos que se
alimentaram com 30%, elas se encontravam mais secas ¢ nos de 45% apresentavam-se com
volume diminuido, ressecadas e amareladas, refletindo a severidade da desidratacdo e o
comprometimento do sistema digestivo. Apoés o término dos experimentos, os animais foram
sacrificados ¢ durante a avaliagdo observou-se, em todos os animais, ascite, hidrotérax,
hidropericardio, edema pulmonar, congestdo nos intestinos, mesentério e pulmoes, aderéncias
entre os pulmdes e a parede toracica e aumento dos linfonodos mesentéricos.

Os estudos e relatos acima mostram a toxicidade da Jatropha curcas. O inibidor de
tripsina e as lectinas sdo termolébeis e podem ser destruidos por aquecimento imido, porém
os ésteres de forbol sdo estdveis ao calor e, consequentemente, o tratamento térmico ndo ¢
eficaz para a desintoxicagdo do pinhdo manso (ADERIBIGBE et al., 1997, MAKKAR e
BECKER, 1999; AREGHEORE, BECKER ¢ MAKKAR, 2003).

2.2.1 Comparacio entre as variedades toxica e nio toxica

Sabendo-se da toxicidade do pinhdo manso e da existéncia de uma variedade
considerada ndo toxica, uma comparacao foi realizada com o intuito de mostrar as diferengas
e semelhangas tanto na produtividade quanto na composicao destas sementes.

Makkar et al. (1997) avaliaram o teor de éster de forbol e a composi¢do quimica
(proteina, lipidio, cinza e fibra em detergente neutro (FDN)), de alblimens obtidos de
sementes coletadas em diferentes paises. Os resultados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2- Teor de éster de forbol e composicao do albumen de diferentes regides

Origem das sementes EF Proteibna Lipidbio FDI;I Cinzba

(mg/g)* (%) (%) (%) (%)
Cabo Verde, Fogo 1,50 25,6 55,5 4,7 3,4
Senegal, Santhie Ram 2,27 25,1 50,7 5,62 4.5
Senegal, Nioro Du Rip 1,69 28,9 46,7 5.4 4.4
Ghana, Nyankpala 1,29 31,1 429 6,1 4.7
Benin, Cotonou 1,71 30,1 48,2 6,1 4,8
Burkina Faso, Kongoussi 1,71 28,1 51,0 5,3 4.2
Quénia, Kitui 3,32 25,0 52,6 5,8 3.4
Tanzania, Mombo 1,12 29,3 4772 4.4 4.9
Burma, Sink Gaing, 0,87 29,6 50,0 5,7 3,9
India, Kangra 1,28 24,1 58,4 - 4,1
[ndia, Kangra 1,10 23,2 55,0 4,5 4.4
Costa Rica, Rio Grande 1,15 19,0 59,1 - 4,5
México, Vera Cruz 1,02 23,7 56,6 5,5 3,6
[ndia, Nasik 1,76 23,0 54,8 5,4 3,8
Niggéria, Ife - 27,7 53,9 4,1 5,0
México, Papantla Nd 27,2 58,5 3.8 4,3

a- Teor de éster de forbol; b- Valores calculados em base seca; nd- ndo detectado.
Fonte: MAKKAR et al. (1997)
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A tabela 2 mostra uma variagdo na composi¢cdo quimica do albimen nas diferentes
variedades de Jatropha curcas, porém, nenhuma relagdo entre essa variacdo e a diferenga na
toxicidade das sementes foi observada.

Makkar, Aderibigbe e Becker (1998) estudaram os potenciais nutritivos e as
caracteristicas toxicas de variedades de Jatropha curcas de Nicardgua e Cabo Verde, ambas
cultivadas em Mandagua e da variedade ndo toxica do México, coletada em Papantla.

Sabendo que o farelo de soja tratado termicamente ¢ utilizado para alimentacdo com
segurancga, neste estudo, Makkar, Aderibigbe e Becker (1998) fizeram uma comparacao entre
0s componentes toxicos e antinutricionais presentes na torta de pinhdo manso e no farelo de
soja e os resultados sdo mostrados na Tabela 3.

Makkar, Aderibigbe e Becker (1998) observaram uma atividade de inibidor de
tripsina, que variou entre 26,5 mg/g e 21,1 mg/g nas variedades do México e Nicardgua,
respectivamente. Estes valores foram maiores do que os encontrados em farelo de soja tratado
termicamente, 3,9 mg/g, porém, segundo os autores, os teores de inibidor de tripsina, no
farelo de soja sem tratamento, variam de 18,6 a 30 mg/g. Estes dados mostram que, apos um
tratamento térmico, os valores de IT podem ser reduzidos a niveis proximos ou inferiores aos
encontrados no farelo de soja.

Tabela 3- Fatores toxicos e antinutricionais presentes nas tortas de Jatropha curcas e soja

Compostos - Variedades - -

Cabo Verde Nicaragua México Farelo de soja
Inibidor de tripsina (mg/g) 21,3 21,1 26,5 3,9
Lectina (mg/mL)* 102 102 51,0 0,32
Saponina (%) 2,6 2,0 3.4 4,7
Fitato (%) 9,4 10,1 8,9 1,5
Ester de forbol (mg/g)" 2,70 2,17 0,11 -

* -1/minimo de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para produzir aglutina¢do; b- Analise
realizada no albimen das sementes.
Fonte: MAKKAR, ADERIBIGBE ¢ BECKER (1998)

A atividade de lectina nas tortas de Jatropha curcas foi maior do que no farelo de soja,
porém o farelo utilizado no estudo passou por tratamento térmico, o que pode ter reduzido a
atividade deste componente. De acordo com o método da hemaglutinagado, utilizado para a
determinagdo da lectina, os valores de 51 e 102 mg/mL sdo considerados proximos e devido a
baixa variacdo deste composto nas sementes consideradas toxicas e ndo toxicas, os autores
concluiram que a lectina ndo ¢ o principal agente toxico do pinhdo manso (MAKKAR,
ADERIBIGBE e BECKER, 1998).

A saponina, segundo os autores, ndo parece desempenhar um papel importante na
toxicidade, pois os teores encontrados no farelo de soja e na variedade nao toxica do pinhao
manso foram maiores do que o encontrado nas variedades toxicas.

O contetido de fitato variou entre 8,9 e 10,1%, o que, segundo os autores, sao valores
considerados altos, porém apesar deste alto indice de fitato poder diminuir a disponibilidade
de minerais, especialmente Ca®" e Zn*", este composto nio ¢ considerado o responsavel pela
toxicidade do pinhdo manso.

Esteres de forbol foram encontrados em alta concentracdo nos albiimens das sementes
toxicas, enquanto uma quantidade muito baixa foi observada na variedade ndo toéxica e no
farelo de soja este ndo foi encontrado.

A composicdo quimica das sementes (teor de proteina, lipidio, cinza, fibra em
detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA) e lignina) e a energia bruta das
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diferentes variedades estudadas por Makkar, Aderibigbe ¢ Becker (1998) encontram-se na
Tabela 4.

Tabela 4- Composicao do albumen e casca de variedades de Jatropha curcas

Variedade
Composic¢ao (%) Cabo Verde Nicardgua M¢éxico
Albumen Casca Albimen Casca Albumen Casca

Composi¢ao da semente 62,7 37,3 62,7 37,3 63,5 36,5
Matéria seca 96,6 90,3 96,9 90,4 94,2 89,8
Proteina® 22,2 4,3 25,6 4,5 27,2 4.4
Lipidio® 57,8 0,7 56,8 1,4 58,5 0,5
Cinza® 3,6 6,0 3,6 6,1 4,3 2,8
FDN* 3,8 83,9 3,5 85,8 3,8 89,4
FDA? 3,0 74,6 3,0 75,6 2,4 78,3
Lignina® 0,2 45,1 0,1 47,5 0,0 45,6
Energia bruta (MJ/kg)* 30,7 19,3 30,5 19,5 31,1 19,5

a- Valores calculados em base seca;
Fonte: MAKKAR, ADERIBIGBE ¢ BECKER (1998)

A Tabela 4 mostra que o albimen ¢ composto, principalmente, por lipidio e proteina,
enquanto que na casca o principal composto encontrado sdo as fibras, indicando que esta tem
um baixo valor nutricional, porém pode ser uma boa fonte de combustivel devido a sua alta
energia bruta. Nao foram observadas grandes variagdes na composi¢do quimica comparando-
se a variedade toxica com a ndo toxica.

O baixo teor de umidade da casca e albumen pode ser responsavel, junto com a
presenga de antinutricionais e toxinas, pela ndo deterioragdo das sementes durante um longo
periodo de armazenamento.

No trabalho realizado por Makkar, Aderibigbe e Becker (1998), a composi¢do quimica
das tortas também foi verificada. A torta foi obtida do albimen em extracdo do 6leo em
soxhlet utilizando éter de petrdleo como solvente. A extragdo foi realizada até a torta
apresentar teor de 6leo menor que 2%. A composi¢cdo das tortas foi comparada com a de
farelo de soja tratado termicamente e os resultados encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5- Composic¢ao da torta de diferentes variedades de Jatropha curcas e soja

Composic¢ao (%) - Variedades - -
Cabo Verde Nicaragua M¢éxico Farelo de soja
Proteina 56,4 61,2 63,8 45,7
Lipidio 1,5 1,2 1,0 1,8
Cinza 9,6 10,4 9,8 6,4
FDN 9,0 8,1 9,1 17,2
FDA 7,0 6,8 5,7 12,2
Lignina 0,4 0,3 0,1 0,0
Energia bruta (MJ/Kg) 18,2 18,3 18,0 19,4

Valores entre parénteses foram obtidos de torta livre de lipidio.
Fonte: MAKKAR, ADERIBIGBE e BECKER (1998)

O teor de proteina nas tortas variou de 56,4 a 63,8% nas variedades de Cabo verde e
do México, respectivamente. Em comparagdo ao farelo de soja, a torta de Jatropha curcas
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contém um maior teor de proteina, maior teor de cinza € um menor teor de fibra. E, segundo
os autores, os resultados encontrados indicaram que as tortas de pinhdo manso contém um
bom perfil de nutrientes quando comparado ao da soja. A variedade ndo toxica do México
apresentou maior teor de proteina em comparacdo com as variedades toxicas.

Em um estudo realizado por Makkar e Becker (1997), carpas e tilapias foram
alimentadas com a torta de pinhdo manso da variedade téxica de Cabo Verde. Nao houve a
morte dos animais, porém foram observados sintomas como perda de equilibrio e nervosismo.

No mesmo estudo, peixes também foram alimentados por 7 dias com uma ragdo
contendo o 6leo desta mesma variedade de Jatropha curcas, sendo que o teor de éster de
forbol na ragdo era de 2,5 mg/g. A racdo foi toda consumida no primeiro dia e,
aproximadamente, uma hora apos o consumo de uma das duas primeiras porgdes da ragdo, a
presenca de muco foi observado. O muco encontrava-se na forma de um tubo fino, como se
fosse o revestimento da célula intestinal e parecia estar cheio de alimentos, o que sugere
irritagdo da membrana e efeito de toxinas purgativas. Apos o primeiro dia, os peixes
comegaram a rejeitar a ragdo ¢ o muco foi observado até a total rejeicdo do alimento. Os
peixes estavam lentos e tinham uma tendéncia a permanecerem juntos. Apos 7 dias, os peixes
estavam pesando 9% menos que no inicio dos experimentos.

A fim de observar o papel do éster de forbol na toxicidade do pinhdo manso, Makkar e
Becker (1997) isolaram este componente do 6leo obtido da variedade de Cabo Verde e o
adicionou na racdo dos peixes de forma que seu teor era de 2 mg/g. Os experimentos foram
realizados durante 7 dias e os sintomas dos animais foram os mesmos dos observados nos
experimentos onde o dleo foi adicionado a ragdo.

A variedade nao toxica encontrada no México também foi utilizada na alimentacgao de
carpas no estudo realizado por Makkar e Becker (1997). Para os experimentos, a torta nao
toxica foi misturada a ragcdo padrdo de modo que 50% da proteina presente na racdo fosse
proveniente da torta de pinhdo manso. Os autores observaram que o ganho médio de massa
corporal dos peixes tratados com a ragdo padrdo e a racdo contendo a torta foram de 12,3 e
10,1%, respectivamente. Apesar do ganho de peso dos peixes alimentados com a torta tenha
sido comparavel com os alimentados com a ragdo de controle, observou-se a presenca de
muco nas fezes, o que segundo os autores se deve, provavelmente, ao alto teor de lectina. A
alimentagcdo com a torta obtida da variedade ndo toxica do pinhdo manso ndo gerou nenhum
sintoma associado com a alimentagao realizada com a torta proveniente da variedade toxica.

Inibidor de tripsina, lectinas e fitatos podem levar a efeitos adversos, mas ndo sdo
responsaveis pela toxicidade aguda. Isso foi mais uma vez comprovado por Makkar ¢ Becker
(1997) quando a torta de pinhdo manso da variedade ndo toxica passou por um tratamento
térmico (121 °C por 30 min e 66% de umidade) e foi utilizada na alimentacdo de ratos. O
aumento do peso dos ratos alimentados com uma ragdo contendo a torta tratada termicamente
foi significativamente maior do que o dos ratos alimentados com a torta sem passar por
tratamento térmico e apenas 7% menor do que o aumento de peso dos ratos alimentados com
caseina. Isso ocorreu pois o calor inativou o inibidor da tripsina e as lectinas e também
aumentou a digestibilidade da proteina.

Makkar, Martinez-Herrera e Becker (2008) fizeram um estudo comparativo utilizando
um gendtipo toxico de Jatropha curcas, oriundo de Coatzacoalcos e outro ndo toxico, oriundo
de Papantla, ambos do México. Os autores analisaram a variagao do niimero de sementes por
fruto, pardmetros fisicos e composi¢do quimica das sementes.

Os autores verificaram que 52% dos frutos do gendtipo ndo toxico continham trés
sementes enquanto que no outro genotipo, esse percentual foi de 58,3%, como mostrado na
Tabela 6 (MAKKAR, MARTINEZ-HERRERA e BECKER, 2008).



17

Tabela 6- Variagao do niimero de sementes por fruto dos genotipos toxico € ndo toxico

Porcentagem de frutos com:

Genotipo 1 semente 2 sementes 3 sementes 4 sementes
Toéxico 14,6 25,7 52,0 7,6
N3ao- toxico 8,1 23,4 58,3 10,2

Fonte: MAKKAR, MARTINEZ-HERRERA ¢ BECKER (2008)
A média do peso, teor de 6leo e proteina encontrados nas sementes € no albimem sao
mostrados na Tabela 7. O teor de éster de forbol foi obtido da torta residual da extragao do

0leo do albumen em soxhlet utilizando éter de petréleo como solvente.

Tabela 7- Peso e teor de proteina, 6leo e éster de forbol nos gendtipos toxico e nao toxico

Semente Albuimen
Toxico Nao- toxico Toxico Nao- toxico
Peso (g) 0,78 0,72 0,48 0,46
% de oleo 35,32 36,35 57,05 56,70
% Proteina 16,52 17,75 26,67 27,65
Ester de forbol (mg/g)* - - 0,76 0,035

a- Analisado na torta obtida apés a extragdo do 6leo.
Fonte: MAKKAR, MARTINEZ-HERRERA e BECKER (2008)

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que, em uma extragdo com solvente,
a quantidade de dleo obtido a partir de 1 tonelada de semente dos gendtipos toxico e nao
toxico € 351 kg e 362 kg de 6leo, respectivamente.

Os autores concluiram que a produgdo de 6leo a partir das sementes do gendtipo nao
toxico nao ¢ inferior a do genotipo toxico, que ¢ amplamente utilizado em todo o mundo.
Porém, existe a necessidade de se avaliar o rendimento das sementes em diferentes condigdes
climaticas e acredita-se que os genotipos ndo tOxicos seriam mais propensos a pragas €
doengas, pois ndo possuem os ésteres de forbol que sdo compostos de defesa da planta.

Apesar de ter sido observado uma alta produtividade no México, no Brasil, as
avaliagdes agrondmicas, realizadas nos acessos nao-toxicos encontrados, tém verificado que
estes materiais apresentam baixo desempenho quando comparados com os genétipos toxicos
(Figura 11a e 11b) (LAVIOLA et al., 2009).

Figura 11- Variedades de pinhdo manso: a- Genotipo toxico; b- Gendtico ndo toxico.
Fonte: LAVIOLA et al., 2009)
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2.2.2 Esteres de forbol

Esta toxina foi descrita por Adolf, Opferkuch e Hecker (1984) como o principal
composto toéxico do pinhdo manso. Sdo conhecidos seis diferentes tipos de éster de forbol
nesta cultura, todos foram isolados a partir do 6leo e possuem a mesma porgao diterpeno, ou
seja, 12-deoxi-16- hidroxiforbol (HAAS, STERK e MITTELBACH, 2002), mostrado na
Figura 12.

Figura 12- Estrutura molecular do 12-deoxi-16-hidroxiforbol
Fonte: HAAS, STERK e MITTELBACH (2002)

Este composto esta presente em quase todas as partes da planta sendo que em maior
quantidade no albumen (MAKKAR ¢ BECKER, 2009). Se a auséncia do éster de forbol em
uma variedade de pinhdo manso for comprovada, esta passa a ser chamada de ndo-toxica,
embora os outros fatores toxicos e antinutricionais estejam presentes.

De acordo com Goel et al. (2007), estes ésteres ocorrem nas familias Euphorbiaceae e
Thymelaceae e podem agir no organismo de forma aguda (resposta inflamatéria intensa) ou
cronica (inducdo de tumor).

Segundo Goel et al. (2007), além de promotores de tumor, os ésteres de forbol
induzem uma notavel diversidade de outros efeitos bioldgicos, como efeitos irritantes da pele,
em baixa concentracdo. Essas reacdes ocorrem, pois estes compostos imitam a agdo do
diacilglicerol (DAG), ativador da proteina quinase C (PKC), que regula diferentes vias de
traducao de sinais e outras atividades metabolicas, produzindo uma variedade de efeitos
bioldgicos numa vasta gama de organismos.

Os ésteres de forbol sao prejudiciais quando ingeridos ou em contato direto com a pele
e, em baixas quantidades, este composto causa sérios danos a satide. Por ndo serem
compostos volateis, acredita-se que a intoxicacdo se da por contato direto ou consumo
(GONCALVES, MENDONCA e LAVIOLA, 2009).

O éster de forbol, apesar de ser responsavel pela toxicidade das sementes de pinhao
manso, pode formar biocompostos potentes contra doencas de plantas e vetores de doengas.

As atividades inseticida e pesticida de extratos de Jatropha curcas, cujo efeito €
atribuido a presenca de forbol ésteres, foi relatada para Helicoverpa armigera (RATNADASS
et al., 2009), Sesamia calamistis, Busseola fusca, (MENGUAL, 1997, citado por MAKKAR e
BECKER, 2009), Sitophilus zeamays, Callosobruchus chinensis (SOLSOLOY e
SOLSOLQY, 1997, citado por MAKKAR e BECKER, 2009), Manduca sexta, Aphis gossyii,
Pectinophora gossypielaa, Empoasaca biguttula, Phthorimaea operculella, Culex sp.,
Periplaneta americana, Blatella germanica, e Oncopeltus fasciatus (WINK et al., 1997).

Roach et al., em 2012, mostraram que o extrato rico em éster de forbol poderia ser
utilizado, com formulacdes adequadas, como agentes moluscicidas, particularmente contra os
caramujos vetores de esquistossomose. Rug e Ruppel (2000) também relataram a atividade
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toxica de extratos de Jatropha curcas em caramujo transmissor do Schistosoma mansoni e S.
haematobium. Neste estudo, em comparagdo com os extratos aquosos, o extrato de metanol
apresentou maior toxicidade contra os organismos testados. E, segundo os autores, esta planta
pode tornar-se um componente acessivel e eficaz no controle da esquistossomose.

2.3 O Oleo do Pinhio Manso

Diversos 6leos vegetais tém sido testados para a producdo de biodiesel, entre eles o
proveniente do pinhdo manso, que possui boa viscosidade, quando comparado com a mamona
e melhor estabilidade a oxida¢do que a soja e a palma (TAPANES et al., 2007 citado por
TAGLIANI et al., 2010).

Para a extracdo dos 0leos vegetais, a prensagem ¢ um método comumente empregado;
as prensas do tipo expeller sao amplamente utilizadas e apresentam vantagens, como:
operac¢ao simples; ndo ¢ necessario mao-de-obra qualificada para seu manuseio; ¢ um sistema
facilmente adaptavel a diversos tipos de oleaginosas e pode ser instalado em pequenas
propriedades rurais. Porém, este processo tem a caracteristica de deixar um residual de 6leo
na torta (SINGH e BARGALE, 2000).

Outros métodos de extragdo utilizados fazem uso de solvente organico, fluido
supercritico ou o processo denominado misto, que se refere a combinacdo do sistema de
prensagem com o sistema de extra¢do por solvente. Esse processo pode ser utilizado em larga
escala e ser adaptado para varios tipos de oleaginosas.

Pereira, Coelho e Mendes (2011) extrairam o 6leo de pinhdo manso por prensagem e
soxhlet. Na extracdo por prensagem, o rendimento de 6leo obtido das sementes foi de 16,7%
enquanto que na extragdo em soxhlet, por 4 h, o rendimento foi de 39,6% utilizando-se
hexano como solvente e de 42,6% quando o solvente utilizado foi o etanol.

Viérios trabalhos foram encontrados na literatura envolvendo processos de separacio
de acidos graxos e compostos presentes no 6leo do pinhdo-manso. A Tabela 8 mostra o
percentual dos principais acidos graxos encontrados no 6leo em diferentes trabalhos.

Tabela 8- Principais acidos graxos presentes no 6leo do pinhao manso

Principais 4cidos graxos (%)

Oléico Linoléico Palmitico Estearico Referéncia

45,60 39,00 11,80 2,51 Martinez-Herrera et al. (2006)"
42,30 35,48 14,69 7,04 Aratijo, Moura e Chaves (2007)*
23,94 59,48 13,52 3,06 Teixeira (1987)°

28,74 52,22 15,21 2,79 Teixeira (1987)°

41,28 37,75 14,65 4,43 Pereira, Coelho e Mendes (201 1)d
34,83 37,87 12,61 5,57 Pereira, Coelho e Mendes (201 l)f
42,93 33,75 13,03 5,32 Pereira, Coelho e Mendes (201 1)t
37,49 39,10 14,14 431 Pereira, Coelho e Mendes (2011)%
36.50 42.10 13.40 6.40 Makkar e Becker (2009)}'1
41,00 35,30 15.30 6,60 Makkar e Becker (2009)'

a - Sementes de diferentes regides; b- Fruto verde; c- Fruto maduro; d- Extra¢do por prensagem; e-
Extragdo por Soxhlet usando hexano; f- Extragdo por Soxhlet usando etanol ; g- Extrac¢do por fluido
supercritico, condicdo operacional de 40 °C a pressdo de 200 bar; h- Variedade ndo toxica; i-
Variedade toxica.
Fonte: Teixeira (1987); Aratjo, Moura e Chaves (2007); Martinez-Herrera et al. (2006);
Makkar e Becker (2009); Pereira, Coelho e Mendes (2011)



20

As caracteristicas do o6leo podem mudar conforme o estddio de maturagdo das
sementes, da variedade, das condi¢des climaticas das regides de cultivo e método de extragdo
utilizado (TEIXEIRA, 1987; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006; PEREIRA, 2009).

2.4 Torta Residual Proveniente da Extracio do Oleo

Da industrializagdo do pinhdo manso obtém-se, como produto principal, o 6leo e,
como co-produto, a torta. Mendonga e Laviola (2009) afirmaram que no Brasil hd mais de 15
mil hectares plantados com pinhao manso, com potencial de produg¢dao de mais de 30 mil
toneladas de graos/ano, o que gera na extracdo do 6leo uma producao de, aproximadamente,
19,5 mil toneladas/ano de torta.

O co-produto, obtido com a extracdo do 6leo das sementes de pinhdo manso, constitui
excelente adubo organico, rico em nitrogénio, fosforo e potassio (HELLER, 1996) e, além
disso, a torta também contém um alto valor nutricional.

Um estudo que compara a composi¢ao quimica da torta obtida de duas variedades de
pinhdo manso em diferentes métodos foi realizado por Aderibigbe et al. (1997) e os resultados
encontrados podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9- Composi¢ao quimica da torta obtida de diferentes variedades e por diferentes
métodos de extracao do oleo

Me¢étodo de obtengdo da torta

Composi¢ao Quimica (%) Cabo verde Nicardgua
Soxhlet Prensa Soxhlet Prensa
Proteina 56,4 45,8 61,2 46,6
Lipidio 1,5 23,2 1,2 249
Cinza 9,6 9,2 10,4 9,0
FDN* 9,0 7,0 8,1 6,2

a- Fibra detergente neutro
Fonte: ADERIBIGBE et al. (1997)

Neste trabalho, pode-se observar que a composicao da torta pode variar de acordo com
o método de obtengdo e da variedade da semente utilizada, sendo os maiores teores de
proteina obtidos na extracao em soxhlet.

A variagdo da composi¢ao da torta, em fun¢do do método de obtencdo, também pode
ser verificado no trabalho realizado por Rakshit ef al. (2008) onde as sementes passaram por
dois diferentes processos. No primeiro procedimento, parte das sementes inteiras foi prensada
e posteriormente extraida em soxhlet e, no segundo, as sementes foram descascadas e os
albumens moidos foram extraidos em soxhlet. Ambas as extragdes em soxhlet foram feitas
utilizando hexano como solvente. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10- Composi¢ao da torta obtida por diferentes processos

M¢étodo de obtengao da torta

Composi¢do Quimica (%)

Prensa + Soxhlet Soxhlet
Proteina 22,1 60,3
Lipidio 0,8 0,6
Cinza 10,2 9,0
Fibra bruta 14,1 4,0

Fonte: RAKSHIT et al. (2008)
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Como pode-se observar na Tabela 10, a torta obtida da semente inteira por prensagem
e posterior extragdo em soxhlet contém um teor de proteina inferior a torta obtida através do
albamen por soxhlet, isso ocorreu pois a casca contém um alto teor de fibra (86,4%), ao
contrario do albimen cujo principal constituinte ¢ o 6leo (60,8%) que foi removido na
extracdo (MAKKAR, ADERIBIGBE e BECKER, 1998; SATURNINO et al., 2005).

Xiao e Zhang (2011) também fizeram um estudo da composicdo quimica da torta
obtida por prensagem e extracdo em soxhlet e os resultados encontrados sdao mostrados na
Tabela 11.

Pode-se observar, na Tabela 11, uma variagdo no teor de proteina de 45,3% e 58,6%
para a mesma variedade de pinhdo manso, porém com a torta obtida por diferentes métodos.
Na torta obtida por prensagem, o teor residual de dleo foi de 16,1%, enquanto que na torta
obtida pelo dleo extraido por soxhlet esse teor foi de apenas 2,5%.

Tabela 11- Composi¢ao quimica da torta obtida por diferentes métodos de extracao

M¢étodo de obtengdo da torta

Composi¢ao Quimica (%)

Soxhlet- éter de petrdleo Prensa
Proteina 58,6 453
Lipidio 2,5 16,1
Cinza 10,3 10,4
FDN* 9,1 9,2

a- Fibra detergente neutro
Fonte: XIAO e ZHANG (2011)

A quantidade de aminodcidos essenciais presentes no pinhdo manso foi avaliada por
Makkar, Aderibigbe e Becker (1998) e comparada com os valores encontrados na semente de
soja. Com exce¢do da lisina, todos os outros presentes na torta de Jatropha curcas sao
encontrados em maior quantidade do que a sugerida pela FAO em uma refei¢do para criangas
de 3 a 5 anos de idade, como mostrado na Tabela 12.

Tabela 12- Comparacao da composicao de aminodcidos essenciais de torta de Jatropha

Aminoacidos Variedades

essenciais Toxica Toxica Nao toxica Soja FAO
Cistina 2,24 1,76 1,58 1,64 2,50°
Metionina 1,91 1,56 1,76 1,39

Valina 5,19 5,24 5,30 4,72 3,50
Isoleucina 4,53 4,46 4,85 3,98 2,80
Leucina 6,94 7,03 7,50 7,61 6,60
Tirosina 2,99 2,79 3,78 4,94 6,30°
Fenilalanina 4,34 4,52 4,89 5,76

Histidina 3,30 3,20 3,08 3,03 1,90
Lisina 4,28 3,74 3,40 6,84 5,80
Treonina 3,96 3,71 3,59 3,85 3,40
Triptofano 1,31 1,23 - 0,88 1,10

a- cistina + metionina; b- tirosina + fenilalanina

Fonte: MAKKAR, ADERIBIGBE e BECKER (1998)
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Em um trabalho realizado por Martinez-Herrera et al. (2006), os valores de
aminoacidos essenciais em quatro variedades de pinhdo manso de diferentes regides do
M¢éxico mostraram um comportamento similar aos valores presentes na Tabela 11.

Xiao e Zhang (2011) observaram que em ambas as tortas obtidas por prensagem ou
extracdo em soxhlet, além da lisina, a cistina também se encontrava em quantidade menor do
que a indicada na referéncia da FAO.

Apesar do alto valor nutricional da torta, seu uso para alimentagcdo animal ainda nao ¢
possivel devido a sua toxicidade. De acordo com Makkar e Becker (2009), em média, 70% de
todos os ésteres de forbol sao removidos no 6leo e o restante ¢ encontrado na torta.

No estudo realizado por Makkar e Becker (1997), a torta foi obtida da extragdo de 6leo
do albumen utilizando-se éter de petréleo como solvente, o percentual de 6leo resultante na
torta foi menor que 0,8%, porém 28% do total de éster de forbol continuou presente na torta
de pinhdo manso. Isto mostra que uma quantidade significativa de ésteres de forbol esta
presente neste co-produto mesmo este estando livre de 6leo, o que contradiz afirmagdes que
todos os ésteres de forbol sdo extraidos com a fragdo de 6leo. A presenca destes ésteres de
forbol na torta de Jatropha curcas pode ser responsavel pela ndo aceitagdo de uma
alimentacao rica em farinha de pinhao manso por animais ou por causar toxicidade.

Makkar et al. (1997) avaliaram a concentragdo dos compostos toxicos e
antinutricionais nas tortas provenientes de varios paises. Neste estudo, as tortas foram obtidas
pela extragcdo em soxhlet utilizando o albumen, os resultados encontram-se na Tabela 13.

Como pode-se verificar na analise da Tabela 13, o inibidor de tripsina variou de 18,4 a
27,5 mg/g; semelhantemente a este, as variagdes também foram significativas para saponinas
e fitato. Nao foram encontrados ésteres de forbol na torta obtida das sementes coletadas no
Meéxico e a torta com maior indice deste foi a do Quénia com 3,32 mg/g.

Tabela 13- Fatores toxicos de torta de pinhdo manso proveniente de varios paises

Origem TI Lectina’ Saponina  Fitato Ester de
(mg/g) 1/(mg/mL) (%) (%) forbol (mg/g)

Cabo Verde, Fogo 27,3 0,85 1,82 7,2 1,50
Senegal, Santhie Ram 23,6 0,85 2,21 8,2 2,27
Senegal, Nioro Du Rip 21,6 0,85 1,98 8,1 1,69
Ghana, Nyankpala 22,2 6,85 2,25 7,8 1,29
Benin, Cotonou 21,8 0,85 2,04 8,4 1,71
Burkina Faso 22,8 0,85 1,91 8,2 1,71
Quénia, Kitui 24,9 0,85 2,67 6,2 3,32
Tanzania, Mombo 24.4 0,85 2,58 8,6 1,12
Burma, Sink Gaing, 25,3 0,85 2,04 7.5 0,87
[ndia, Kangra 24,7 6,85 2,39 8,2 1,10
[ndia, Kangra 27,5 6,85 2,02 8,2 1,28
Costa Rica, Rio Grande 26,3 6,85 2,72 9,6 1,15
México, Vera Cruz 24,5 6,85 2,06 8,6 1,02
[ndia, Nasik 24,7 0,85 2,01 8,6 1,76
Cabo Verde® 21,3 2,88 2,60 9.4 2,17
Nicaragua, Managua 21,1 2,88 2,0 10,1 2,70
Niggéria, Ife 18,4 - 2,0 7,2 -
Cabo Verde, Fogo 26,5 1,7 3,4 8,9 nd

a- Variedade de Cabo Verde cultivada em Managua na Nicaragua; '-inverso do minimo de amostra
(mg) por mL de ensaio necessario para produzir aglutinag¢do; nd- ndo detectado.
Fonte: MAKKAR et al. (1997)
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Xiao e Zhang (2011) também fizeram um estudo comparativo em relagdo a
composicao dos constituintes toxicos e antinutricionais na torta de Jatropha curcas obtida por
diferentes métodos de extracdo do 6leo. As sementes foram descascadas e depois de moido, o
albumen passou por dois diferentes métodos de extragdo do o6leo, sendo eles prensagem e
extracdo em soxhlet utilizando éter de petroleo como solvente. Os teores dos componentes
toxicos encontrados na torta de pinhdo manso encontram-se na Tabela 14.

De acordo com os autores, os baixos teores de lectina e inibidor de tripsina na torta
obtida por prensagem ocorreu devido a temperatura elevada (120 °C) utilizada nesse processo.
O teor de éster de forbol, no entanto, pouco foi alterado nos diferentes métodos.

Tabela 14- Toxicidade da torta obtida por diferentes métodos de extracao de 6leo

M¢étodo de obtengao da torta

Compostos toxicos

Soxhlet- éter de petroleo Prensa
IT (mg/g)* 273 2,7
Lectina (mg/mL)° 38,8 1,5
Saponina (%) 2,9 2,6
Fitato (%) 11,1 11,6
Ester de forbol (mg/g) 3,1 2,9

a- inibidor de tripsina; b- inverso do minimo de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para
produzir aglutinacéo.
Fonte: XIAO e ZHANG (2011)

2.5 Processos de Destoxificacido

Como visto anteriormente, a torta de pinhao manso possui um alto valor nutricional,
porém ndo pode ser aproveitada na alimentacdo devido a presenga de fatores toxicos e
antinutricionais. A fim de se obter uma matéria prima, disponivel em grande quantidade,
como fonte de proteina, varios estudos vém sendo realizados com o objetivo de remogao da
toxicidade da torta.

Aderibigbe et al. (1997) avaliaram a influéncia de diferentes tratamentos térmicos em
compostos antinutricionais da torta de pinhao manso. Neste estudo, as sementes da variedade
de Cabo Verde, cultivada na Nicardgua, foram descascadas e os albiumens moidos, a torta foi
obtida por prensagem (TP) e extracao em soxhlet usando como solvente éter de petroleo (TS).
No tratamento 1, adicionou-se agua nas tortas TP e TS para a forma¢do de uma pasta com
67% de umidade, em seguida colocou as amostras em um forno a temperatura de 100 °C por
periodos de tempo que variaram de 10 a 90 minutos. A amostra foi entdo deixada em um
freezer por 6 horas e liofilizada. Ja no tratamento 2, um procedimento semelhante ao
mencionado acima foi utilizado, porém as amostras TP e TS com uma umidade de 80% foram
aquecidas a 130 °C e 160 °C durante 0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos. No tratamento 3, as
amostras passaram por um aquecimento da torta seca de 160 °C com intervalos de tempo de
20 a 120 minutos. No tratamento 4, as amostras que passaram pelo tratamento 1 com
aquecimento de 100 °C durante 60 minutos passaram por um novo aquecimento de até 120
minutos resultando em uma combinacao de tratamentos imido e seco.

Os autores analisaram os teores de inibidor de tripsina (IT), saponina, fitato e lectina
nas tortas que passaram pelos diferentes tratamentos. Em relagao ao IT, os autores observaram
que no tratamento 1, o melhor tempo para a sua remog¢do foi de 60 minutos. No segundo
tratamento, com 80% de umidade, em ambas as tortas houve uma reducao drastica do IT em
30 minutos de tratamento, sendo que na temperatura de 160 °C houve uma maior redugao,
sendo os teores finais de 1,1% e 0,8% na TP e TS, respectivamente. No aquecimento da torta
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seca observou-se uma menor reducao no teor de IT com o tempo, sendo que em 120 minutos
de tratamento os valores encontrados foram 3,6 e 4,7%, na TP e TS, respectivamente. No
tratamento 4, os autores também observaram a remocao dos IT apoés 60 minutos de
tratamento. De acordo com os resultados, os autores concluiram que o IT pode ser
parcialmente ou completamente desnaturada quando exposta a temperaturas elevadas.

Apesar de ser conhecida por ser termoldbil, o teor de lectina tendia a aumentar com os
tratamentos na torta. Segundo os autores, a maior aglutinacao observada no aquecimento pode
ser devido a alguns fatores como: presenca de certas substancias que aumentam com o
tratamento térmico e que imitam a agdo da lectina; presenca de substancias que inibem a agao
de lectinas na torta ndo aquecida, sendo que nas amostras aquecidas estas por¢des se tornam
inativas; presen¢a de letinas na forma ligada na torta ndo tratada e liberacdo destas com o
tratamento térmico. Apesar do aumento no teor de lectina, a atividade observada na torta de
Jatropha curcas tratada foi o mesmo encontrado no farelo de soja, 12,5 mg/mL.

Nenhum tratamento teve efeito sobre o teor de saponina na torta. Os valores obtidos
neste trabalho mostraram a presenca de niveis elevados de fitato que podem diminuir a
disponibilidade de minerais, porém nenhum dos tratamentos térmicos estudados reduziu o
nivel de fitato. Alguns dos resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15- Degradagao ruminal de proteina, teores de IT, saponina, lectina e fitato

Amostras DRP* Inibidor de Saponina Lectina Fitato

(% N total) tripsina (mg/g) (%) (mg/mL)* (%)

TP 37,7 18,9 na na na
TS 433 21,3 2,6 66,7 9.4
TP*® 66,5 4.5 na 50 .-
TP® 55,2 4,5 na na na
TP" 57,8 2.9 na 50 na
TP® 60,3 1.1 na na na
TP® 57,0 0,4 na 50 na
TS® 67,4 5,8 2,5 12,5 8,7
TSP 73,3 3,8 2,6 12,5 9.8
TS® 73,4 1,2 2,6 12,5 9,2
TS® 71,9 0,8 2,6 12,5 na
TS® 72,1 0,3 2,6 12,5 9.4
TP¢ 55,8 0,4 na na o
TS* 51,1 2,5 2,5 12,5 9,8

"Degradacio ruminal de proteina; *- amostra obtida pelo tratamento 1 (100°C, 60 min). - amostra
obtida pelo tratamento 2 (130 °C, 30 min). b’- amostra obtida pelo tratamento 2 (130 °C, 60 min). ‘-
amostra obtida pelo tratamento 2 ( 160 °C, 30 min). - amostra obtida pelo tratamento 2 ( 160 °C, 60
min). % amostra obtida pelo tratamento 4 ( 100 °C, 60 min; 160 °C, 30 min). na- nio analisado. *
minimo de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para produzir aglutinagao.

Fonte: ADERIBIGBE et al. (1997)

Ja Makkar e Becker (1999) utilizaram variedades ndo téxicas de Jatropha curcas L.
para alimentacdo de ratos e peixes. Neste trabalho, foram colhidos 5 kg de semente de pinhao
manso, da regido de Vera Cruz, no México. As sementes foram descascadas e o 6leo dos
albimens foi extraido em extrator de soxhlet, usando como solvente éter de petréleo. Apods a
extracdo, a torta obtida foi dividida em 4 amostras. Uma das amostras ndo passou por nenhum
tratamento e foi denominada amostra ‘a’; as outras trés amostras foram autoclavadas a 121 °C
e a 66% de umidade, cada uma com um periodo de tempo diferente (15, 30 e 45 minutos) e,
em seguida, foram liofilizadas e entdo denominadas de amostras ‘b’, ‘¢’ e ‘d’,
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respectivamente. Os teores de lectina e inibidor de tripsina foram analisados e os resultados
encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16- Lectina e inibidor de tripsina presente nas amostras

Amostra ‘a’ Amostra ‘b’ Amostra ‘¢’ Amostra ‘d’
Lectina (mg/mL)* 51 1,2 0,21 nd
Inibidor de tripsinab 24,8 8,3 472 1,3

nd- Nao detectado; °- inverso da quantidade minima de torta (mg) por mL de ensaio para produzir
aglutinacdo; b- mg de tripsina inibida/g amostra.

Fonte: MAKKAR ¢ BECKER (1999)

Observa-se na Tabela 16 que, apés 30 e 45 minutos de aquecimento da torta de
Jatropha curcas, a lectina e o inibidor de tripsina apresentaram atividades drasticamente
reduzidas. Depois de 15 minutos de aquecimento, a atividade da lectina no residuo era
desprezivel e a atividade de inibidor de tripsina residual era de 34%.

Para a realizagdo do experimento com ratos, estes foram previamente pesados e
colocados individualmente em gaiolas. Foram formulados trés diferentes ragdes utilizadas
para a alimentacdo dos animais por 7 dias, a primeira contendo 10% de proteina oriunda de
caseina e a segunda e a terceira contendo 10% de proteina das amostras ‘a’ e ‘c’,
respectivamente. O peso dos ratos foi monitorado e sua variagdo encontra-se na Figura 13.

100+
—#= Caseina

—&— Amostra’a’
—%— Amostra‘c’

Peso (g)

T08=

60
Dias

Figura 13- Variacao do peso dos ratos alimentados com diferentes ragdes
Fonte: MAKKAR ¢ BECKER (1999)

Makkar e Becker (1999) observaram que, ao término da experiéncia, a média do peso
dos ratos alimentados com racdo contendo amostra ‘a’ e amostra ‘c’ foi 23% e 7%,
respectivamente, abaixo do peso dos ratos alimentados com caseina.

O consumo da ragdo contendo torta de pinhdo manso aquecida nao diferenciou
significativamente do consumo da ragdo com caseina, mas a ingestdo de racdo contendo torta
sem aquecimento foi 21% menor do que o observado nos animais alimentados com a caseina
e o coeficiente de eficacia protéica (PER), ou seja, ganho de peso (g) pela quantidade de
proteina ingerida (g), foi de 1,29, 3,02 e 3,52 para as ragdes ‘a’, ‘c’ e com caseina,
respectivamente.

Segundo os autores, a redugdo do crescimento dos ratos que se alimentaram com torta
tratada em relacdo aos que consumiram caseina, ocorreu devido a utilizacdo de menores
quantidades de proteina. E para os ratos que consumiram a torta sem aquecimento, a redugao
do ganho de peso foi devido tanto a ingestdo reduzida de proteinas quanto ao baixo PER. O
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maior consumo de ragdo ¢ PER das proteinas nos animais alimentados com a torta ‘c’ foi
devido a inativagdo de inibidor de tripsina e de lectina e o melhor aproveitamento da proteina
pode também ser devido ao aumento da sua digestibilidade com o tratamento térmico.

J& para a alimentacdo das carpas, um total de 25 peixes foi dividido em 5 grupos, em
aquarios, denominados grupos 1, 2, 3, 4 e 5. Os peixes foram pesados individualmente no
primeiro dia da experiéncia e cada um foi marcado através de sua barbatana. Os grupos foram
alimentados com uma ragao cuja formulagdo encontra-se na Tabela 17.

Tabela 17- Ingredientes e composi¢do das ragdes utilizadas na alimentagdo dos peixes

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo4  Grupo 5

Ingredientes (%)

Racao de peixe 50 25 25 25 25
Torta de Jatropha - 23 23 23 23
Racao de trigo 42 42 42 42 42
Oleo de soja 4 6 6 6 6
Vitaminas 2 2 2 2 2
Minerais 2 2 2 2 2
Composicao quimica (%)*

Proteina 35,7 353 35,6 35,6 35,5
Lipidio 9,4 9,2 8,9 9,0 9,3
FDN 4,0 4,2 4,0 3,9 4,3
Cinza 10,0 9,5 9,0 9,1 9,4
Energia bruta (MJ/kg) 17,7 17,3 17,8 17,1 17,6

% Em base seca

Fonte: MAKKAR ¢ BECKER (1999)

O grupo 1 foi designado como grupo de controle, pois recebeu alimentagdo sem
presenca da torta de pinhdo manso. No grupo 2, a torta misturada a racao foi a amostra ‘a’, e
os grupos 3, 4 e 5 receberam em sua racdo as amostras ‘b’, ‘¢’ e ‘d’, respectivamente.

As carpas foram alimentadas com as racdes durante 35 dias e as mudangas de peso dos
peixes sao mostradas na Figura 14.

184

| = Grupol
—4— Grupo 2
—¥— Grupo 3
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T T T T T
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Figura 14- Variacao do peso dos peixes alimentados com diferentes ragoes
Fonte: MAKKAR ¢ BECKER (1999)
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Ao contrario dos ratos, o aumento do peso dos peixes alimentados com torta de pinhao
manso tratada termicamente foi menor do que no grupo que se alimentou de torta ndo tratada
e o crescimento diminuiu com o aumento no tempo de tratamento térmico.

A lectina e o inibidor de tripsina sdo conhecidos por diminuir o desempenho de ganho
de peso dos animais. Para Makkar e Becker (1999), as carpas usadas neste experimento nao
sdo sensiveis aos efeitos da lectina e do inibidor de tripsina. Como as carpas estavam em
estagio inicial de crescimento, os autores acreditam que, nesta fase, pode haver algum
mecanismo que compense o elevado teor destes antinutricionais visto que outros trabalhos
mostram que carpas na fase adulta sdo sensiveis a estas substancias.

Aregheore, Becker e Makkar (2003) estudaram diferentes tratamentos para a extragao
do éster de forbol e lectina presentes na torta de pinhao-manso. Para este estudo, as sementes
da variedade de Cabo Verde, cultivada na Nicardgua, foram descascadas, moidas e o 6leo
extraido em soxhlet usando o éter de petroleo como solvente.

No tratamento 1, adicionou-se dgua destilada na torta para a obten¢do de uma pasta
com 66% de umidade, o frasco com a torta foi tampado com papel aluminio, a torta foi entdo
autoclavada a 121 °C por 30 minutos, liofilizada e moida para posterior analise. No
tratamento 2, a torta foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos e lavada 4 vezes com metanol.
No tratamento 3, adicionou-se a torta hidroxido de sédio e hipoclorito de s6dio em diferentes
concentragdes e esta foi autoclavada a 121 °C por 30 minutos e moida. No tratamento 4,
adicionou-se a torta hidroxido de sédio 4% e, em seguida, esta foi lavada 2 vezes com
metanol. Ja no tratamento 5, adicionou-se a torta hidroxido de sédio 4% e, em seguida, esta
foi lavada 4 vezes com agua destilada.

A analise de éster de forbol foi realizada de acordo com Makkar et al. (1997). Cinco
sementes pinhdo manso foram pesadas e maceradas com uma pequena quantidade de areia
utilizando um almofariz e pistilo. Adicionou-se 20 mL de diclorometano ¢ a mistura foi
macerada novamente durante, aproximadamente, 5 min. O material foi deixado sedimentar e a
fase liquida foi filtrada. Retornou-se com o residuo, retido no papel de filtro, para o almofariz
com cerca de 20 ml de diclorometano e este foi macerado por 5 min. A fase liquida foi
novamente filtrada e o residuo recolhido do papel de filtro. Este procedimento de maceracao
foi repetido mais trés vezes e o filtrado de todas as cinco extragdes foram reunidos. O residuo
solido foi submetido a ondas de ultrassons (105 W) durante 3 minutos na presenca de cerca de
50 mL de diclorometano. Este foi, em seguida, filtrado e, este filtrado foi misturado com os
filtrados obtidos a partir das Ultimas cinco extragdes. O filtrado foi seco a vacuo na
temperatura de 40 °C. O residuo seco foi dissolvido em 5 mL de tetrahidrofurano, passado
através de uma membrana de vidro de 0,2 pum e injetado (20 pL) no HPLC.

O HPLC utilizado consistiu de uma bomba (Hewlett Packard 1050), um detector de
arranjo de fotodiodo (Hewlett Packard 1040a) e um injetor automatico (Spark Holland-Basic
Marathon). A coluna analitica utilizada foi de fase reversa C18 (LiChrospher 100, Merck)
250x4 mm d.i. (LiChroCART; Merck) protegida por uma pré-coluna contendo o mesmo
material da coluna principal. Foram utilizados trés solventes: (A) 1,75 ml de acido o-fosférico
(85%) em 1 L de agua destilada, (B) acetonitrila, e (C) tetrahidrofurano. O gradiente usado
foi: 60% de A e 40% B no inicio, redugdo de A para 50% e aumento de B para 50% nos 30
min seguintes, diminui¢cdo de A para 25% e aumento de B para 75% nos préoximos 15 min e
aumento de B para 100% nos 15 min seguintes. A coluna foi entdo lavada com o C
(aumentando para 100% de C nos 15 min seguintes) e, em seguida, a coluna foi novamente
ajustada para as condicdes de partida (60% de A e 40% de B). A separagdo foi efetuada a
temperatura ambiente ¢ a taxa de fluxo foi de 1,3 mL/min. Os ésteres de forbol (4 picos)
apareceram entre 41 e 48 min. Os picos foram integrados a 280 nm e os resultados expressos
como equivalentes de forbol-12-miristato-13-acetato, que apareceu entre 52 e 53 min.
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Na Tabela 18 encontram-se os resultados obtidos para o teor de éster de forbol e
lectina nos diferentes tratamentos. A torta oriunda somente da extracdo, ou seja, sem passar
por nenhum tratamento foi denominada de controle.

Os autores observaram que a torta que passou somente por tratamento térmico
(tratamento 1) manteve a mesma concentracao de éster de forbol da torta de controle, o que
indica que este ndo ¢ desnaturado por calor. J4 a lectina apresentou concentragdo
significativamente menor que a torta de controle.

Nos tratamentos quimicos, a presenga de lectina ndo foi observada e a concentragdo de
éster de forbol foi reduzida, obtendo-se melhores resultados nos tratamentos 2 e¢ 3.4 com
extracdo de 95% e 93%, respectivamente.

Tabela 18- Teor de éster de forbol e lectina em diferentes tratamentos de destoxificagdo da
torta de Jatropha curcas

Tratamentos Ester de forbol (mg/g)  Lectina® (mg/ml)
Controle 1,78 102
1-121°C/30 min. 1,78 1,17
2-121°C/30 min + lavar 4 vezes com metanol 0,09 ne
3.1-NaOH 2,5% + NaOCl 10% 0,22 ne
3.2-NaOH 3,0% + NaOCl 10% 0,22 ne
3.3-NaOH 3,5% + NaOCl 10% 0,14 ne
3.4-NaOH 4,0% + NaOCl 10% 0,13 ne
3.5-NaOH 2,0% 0,89 ne
3.6-NaOH 2,5% 0,34 ne
3.7-NaOH 3,0% 0,29 ne
3.8-NaOH 3,5% 0,18 ne
3.9-NaOH 2,0% + NaOCl 15% 0,46 ne
3.10-NaOH 2,0% + NaOCl 20% 0,47 ne
3.11-NaOH 2,0% + NaOCl 25% 0,24 ne
4-NaOH 4,0% + lavar 2 vezes com metanol nd ne
5-NaOH 4,0% + lavar 4 vezes com agua nd ne

‘- inverso da quantidade minima da amostra em (mg/ml) do ensaio para produzir aglutinagio; nd- ndo
determinado; ne- ndo encontrado.

Fonte: AREGHEORE, BECKER e MAKKAR (2003)

A torta tratada com metanol teve um teor de proteina pura de 68%, enquanto a tratada
com NaOH 4%+ NaOClI 10% teve 55%. Segundo os autores, o aumento do teor de proteina
da torta tratada com metanol pode ter ocorrido devido a maior perda de componentes nao
protéicos nesta torta.

Aregheore, Becker e Makkar (2003) testaram a torta destoxificada em 20 ratos,
separados em grupos e foram alimentados por 7 dias com ragdes contendo 16% de torta
tratada e ragdo de controle, onde a caseina foi utilizada como fonte de proteina. Os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 19.

Os autores observaram um grande aumento de peso nos ratos alimentados com racao
contendo caseina. Os ratos alimentados com a torta 1, onde a concentragao de éster de forbol
foi a menor obtida com os tratamentos, houve um aumento no peso dos ratos e estes nao
apresentaram sintomas de doengas, o que mostra que a concentracao de 0,09 mg/g de éster ¢
uma quantidade toleravel por estes animais. Ja na torta 2, os resultados sugerem que a
concentracdo de 0,13 mg/g de éster de forbol presentes na torta, que compunham 16% da
ragdo, tem um efeito significativo na ingestdo de alimentos e na taxa de crescimento de ratos.
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A baixa ingestdo alimentar dos ratos que se alimentaram com as tortas 2, 3 e 4 pode ser
atribuida, segundo os autores, a fatores tais como gosto e cheiro pois, estas tortas continham

um forte odor de NaOH.

Tabela 19- Resultado de experimentos com ratos

Ragdes Peso inicial (g) Peso Final (g) Ingestao diaria de alimentos (g)
Caseina 84,6 2,2 129+ 5,3 14,1+1,8

Torta 1 85,8+ 12,5 102,5+15,3 13,6+ 0,8

Torta 2 75,5+ 10,1 56,8 £10,2 2,9+0,5

Torta 3 84,9+20 86,6 £2,0 2,1+£0,0

Torta 4 84,4+ 2,1 79,8 1,9 2,2+0,1

Torta 1- 121 °C/30 min + lavar 4 vezes com metanol; Torta 2- NaOH 4,0% + NaOCI 10%; Torta 3-
NaOH 4,0% =+ lavar 2 vezes com metanol; Torta 4- NaOH 4,0% + lavar 4 vezes com agua.
Fonte: AREGHEORE, BECKER ¢ MAKKAR (2003)

Martinez-Herrera et al. (2006) realizaram um estudo de destoxificacdo da torta de
pinhdo manso com amostras de regides do México com caracteristicas climaticas diferentes:
Castillo de Teayo, no estado de Veracruz, com 1200 mm de chuva no ano; Pueblillo,
Papantla, no estado de Veracruz, com 1500 mm de chuva anual; Coatzacoalcos, no estado de
Veracruz, com 2500 mm de chuva no ano e Yautepec, no estado de Morelos, com 902 mm de
chuva no ano. Trinta sementes de cada variedade foram colhidas, limpas a mao usando uma
toalha de papel, rachadas individualmente sem dano e os albimens foram moidos e
desengordurados em um aparato de Soxhlet por 16 h, usando como solvente éter de petroleo.

Ap0s a extracdo, as tortas, provenientes de cada variedade, foram secas e divididas em
cinco porgdes iguais. A primeira por¢ao, chamada de ‘a’ ndo passou por nenhum tratamento.
A segunda porc¢do, chamada ‘b’, foi tratada com uma solugdo 0,07% de NaHCO; em uma
propor¢ao de 1:5 (p/v) e colocada imediatamente a 121 °C por 25 minutos. Apds a
autoclavagem, a amostra foi liofilizada. A terceira por¢do foi extraida com etanol 90% por 2
horas em uma proporcao de 1:10 (p/v) com uma agitacao constante, o solvente foi removido
por filtragdo e o residuo foi liofilizado e designado de amostra ‘c’. A quarta por¢ao recebeu
tratamento similar a por¢do ‘c’ e depois misturou-se nesta uma solucao 0,07% de NaHCOj; na
proporcao de 1:5 (p/v), a por¢do foi entdo autoclavada a 121°C por 25 minutos, liofilizada
para remocao da agua residual e recebeu o nome de ‘d’. A quinta por¢do, designada de porcao
‘e’, foi saturada com solu¢ao de NaHCO; 0,07% na propor¢ao de 1:5 (p/v) por 30 minutos e,
ap6s isto, foi filtrada em um filtro de papel. O residuo obtido foi entdo liofilizado e
subsequentemente irradiado a 10 kGy. O teor de éster de forbol foi analisado de acordo com
Makkar et al. (1997) utilizando-se metanol como solvente de extracao.

Os resultados obtidos nos tratamentos para os fatores antinutricionais e tdxico
encontram-se na Tabela 20. Martinez-Herrera et al. (2006) observaram que os IT eram
facilmente inativados através do aquecimento umido a 121 °C por 25 minutos, tratamentos ‘b’
e ‘d’. Os IT interferem no funcionamento das enzimas proteoliticas pancreaticas em nao
ruminantes, causando reducdo de crescimento e da digestibilidade das proteinas.

O nivel de fitato ndo foi afetado pelos tratamentos ‘b’, ‘c’, e ‘d’ e s6 ligeiramente por
‘e’, como observado na Tabela 20. A quantidade de saponinas encontradas nas amostras foi
baixa, porém, deve-se considerar que o método usado por Martinez-Herrera et al. (2006), para
determina¢do de saponina ndo era especifico. O tratamento ‘d’ diminuiu o contetido de
saponina em, aproximadamente, 50%, o que segundo os autores, provavelmente, se deu
devido a extracdo junto com o etanol, ja que a saponina ndo ¢ destruida por aquecimento.
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Tabela 20- Efeito de diferentes tratamentos nos fatores antinutricionais, toxicos € na
digestibilidade de proteinas da torta de pinhdo manso de diferentes regides do México

Amostra TI (mg/ gf) Fitato Saponina Lectina EF DP
amostra (%) (g/100g) (mg/mL)®  (mg/g)" (%)’

1? 36,0 8,76 2,14 1,46 nd 80,6
1b 0,68 9,88 1,96 12,2 nd 86,4
lc 34,5 10,1 1,40 1,51 nd 79,7
1d 0,58 11,9 1,29 12,2 nd 87,2
le 37,8 7,81 1,30 6,79 nd 80,9
22 36,4 8,54 2,41 0,35 nd 79,6
2b 0,53 9,11 2,77 5,89 nd 87,0
2c 34,5 10,5 1,51 0,38 nd 80,3
2d 0,58 11,4 1,18 11,8 nd 87,2
2e 33,2 7,07 1,37 6,75 nd 80,4
3? 34,0 8,55 2,85 1,41 3,85 78,6
3b 0,66 8,92 3,00 11,6 0,95 87,1
3c 30,6 10,7 1,42 0,75 0,16 80,0
3d 0,57 12,0 1,07 23,2 0,08 87,0
3e 34,3 6,04 1,72 6,78 3,16 79,7
42 33,1 9,27 2,32 1,46 nd 79,6
4b 0,54 9,72 2,98 5,99 nd 87,3
4c 36,0 10,4 1,06 1,52 nd 80,5
4d 0,61 11,3 1,14 22,2 nd 86,5
4e 36,5 8,12 1,76 6,82 nd 79,5

1.Castillo de Teayo.; 2. Pueblillo, Papantla; 3. Coatzacoalcos; 4. Yautepec, Mor; a - amostra nao

tratada; b - NaHCO; 121°C/25 min; ¢ - etanol 90%; d - etanol 90% + NaHCO3 121 °C/25 min; e -

irradiacdo; nd, nio detectado; ' - mg de tripsina inibida/g amostra; & -minimo de amostra (mg) por mL

de ensaio necessario para produzir aglutinagdo; "- Ester de forbol; - Digestibilidade de proteina.
Fonte: MARTINEZ-HERRERA et al. (2006)

A torta proveniente das sementes da regido de Pueblillo teve a maior atividade de
lectina (0,35 mg/mL). O tratamento ‘d’ foi o melhor na remog¢ao deste componente, reduzindo
a atividade da lectina em todas as amostras testadas.

De acordo com a Tabela 20, os ésteres de forbol s6 foram encontrados na amostra
proveniente de Coatzacoalcos e em alta concentracao, 3,85 mg/g. Para esta toxina, Martinez-
Herrera et al. (2006) observaram que os tratamentos ‘¢’ ¢ ‘d’ diminuiram sua concentracao
em 97,9% e 95,8%, respectivamente, considerando que tratamentos ‘b’ e ‘e’ resultaram em
uma redugdo de s6 75,3% e 17,9%, respectivamente. Segundo Martinez-Herrera et al. (2006),
o ¢ster de forbol ¢ moderadamente polar e, por isso, apresentam afinidade com etanol e
metanol. O uso de etanol, segundo estes autores, tem a vantagem de ser ndo toxico quando
comparado com o metanol.

Como observado por estes autores, o tratamento ‘e’, com radiacdo, poderia servir
como um possivel método de processo adicional para inativar ou remover certos fatores
antinutritionais. Porém, a baixa irradiagdo, niveis de dose de 10 kGy, mostraram s6 um baixo
efeito nos niveis de éster de forbol, fitato, saponina e lectina nas amostras de Jatropha curcas.
Um aumento nos niveis de irradiagdo poderia ter um efeito mais pronunciado.
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Os valores mais baixos da digestibilidade da proteina in vitro foram observados para
as amostras sem tratamento. Esta baixa digestibilidade pode ser devido ao elevado teor de
inibidores de tripsina presentes nas tortas de Jatropha curcas. Todas as amostras que foram
submetidas aos tratamentos b e d tiveram uma melhora na sua digestibilidade em cerca de 6-
7%. Esse aumento, observado apds os tratamentos térmicos, ¢ atribuido a desnaturacdo da
proteina e inativacio dos inibidores de tripsina (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

As amostras tratadas acima ndo foram testadas em animais para verificar sua
viabilidade. Porém, segundo Mendonga e Laviola (2009), os métodos utilizados possuem um
elevado custo, o que pode inviabiliza-los economicamente.

Chivandi et al. (2006) submeteram a torta a um processo de destoxificacdo e
observaram os efeitos da utilizagdo desta na alimentacdo de porcos. Para a realizacdo do
experimento, sementes foram descascadas e os albimens foram moidos. O material passou
por um processo de extracao que ocorreu durante 8 horas a uma temperatura de 30 °C, usando
como solvente o hexano. A torta foi, entdo, seca a sombra e passou por uma extragdo com
etanol (95%) a uma temperatura de 35 °C. Em seguida, esta foi aquecida a 90 °C durante 30
minutos para recuperagdo do etanol. A torta foi entdo umedecida até 20% e extrusada para a
redug¢do do o6leo residual. A torta foi entdo re-extraida com hexano a 30 °C. Apos estes
processos, a torta foi aquecida a uma temperatura de 121 °C por 30 minutos e posta ao ar para
secar. O éster de forbol foi determinado de acordo com Makkar et al. (1997).

Segundo os autores, a torta de Jatropha curcas teve resultado negativo para a presenca
de saponinas e lectinas. Para o éster de forbol, o residual na torta foi de 0,80 mg/g sendo a
concentragdo inicial de 6,50 mg/g.

No experimento com animais, 30 porcos foram divididos em 5 grupos, onde cada um
foi alimentado com uma racdo, durante 4 semanas, com diferentes quantidades de torta de
pinhdo manso como mostrado na Tabela 21.

Os porcos foram alimentados duas vezes ao dia com um total de 1 kg/dia/animal e esta
quantidade foi aumentando semanalmente. Chivandi et al. (2006) observaram, a partir do 14°
dia de experimento, a ocorréncia de diarréia persistente com presenga de sangue no 23° dia.
Durante a terceira semana, alguns porcos dos grupos 2 e 5 desenvolveram uma irritagdo de
pele particularmente ao redor das orelhas. Houve uma mortalidade de 20% dos porcos ao final
do experimento, sendo 1 porco nos grupos 2 € 3 e 2 porcos nos grupos 4 e 5. Os resultados
das andlises na carcaca dos porcos forneceram caracteristicas semelhantes. As carcagas
estavam palidas e com presenca de ulceras, foram achados pontos de hemorragia e o ceco
estava com coagulos de sangue.

Tabela 21- Alguns componentes da ra¢ao dos porcos

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Torta na racao (%) 0 1,3 2,5 3,7 5,0
Proteina (%)* 0 6,25 12,50 18,75 25,00
Lipideo (%) 4,61 4,44 4,81 5,00 5,39
Cinza (%) 4,75 5,76 5,02 5,09 5,32

‘- Porcentagem de proteina da ragdo substituida por proteina de torta de pinhdo manso.
Fonte: CHIVANDI et al. (2006)

Os autores concluiram que, os efeitos adversos e severos causados nos porcos
alimentados com a torta de Jatropha curcas indicam que o procedimento de destoxificagdo
ndo removeu ou neutralizou completamente os fatores toxicos presentes.

Rakshit et al. (2008) estudaram a destoxificagdo da torta de uma variedade de pinhao
manso encontrada na India e testaram esta em ratos. Para a obtencdo da torta estudada, duas
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metodologias foram utilizadas; na primeira, as sementes foram descascadas, os albumens
foram moidos e o 6leo extraido com hexano até uma concentracdo inferior a 1%, a torta
resultante foi denominada de torta A. Em outro processo, as sementes inteiras foram
prensadas e extraidas também com hexano e denominada de torta B. Para a destoxificacdo, as
tortas A e B foram tratadas com uma solu¢@o aquosa de 2% NaOH ou 2% Ca(OH), ambas na
proporcao de 1:1 (p/v). Apds esta adigdo misturou-se bem as amostras até formar uma pasta
grossa ¢ estas foram mantidas por 30 minutos a temperatura ambiente. O material foi entdo
autoclavado a 121 °C por 30 minutos. As tortas foram diluidas em agua na proporcao de 1:5
(p/v) e mantidas por 1 hora, apos isto, estas foram filtradas em um pano de musselina e o
residuo foi seco a 90 °C.

A composi¢ao quimica das tortas obtidas neste estudo encontra-se na Tabela 22. Em
suas andlises, os autores verificaram que a torta obtida do albimen das sementes (Torta A) e a
torta oriunda de sementes inteiras (Torta B) continham um teor de proteina de 60,3% e 22,1%,
respectivamente. Segundo Rakshit et al. (2008), essa diferenga no teor de proteina ocorreu,
principalmente, devido a grande quantidade de casca presente na torta ‘b’, o que contribuiu
para o aumento do teor de fibra nesta torta.

Tabela 22- Composi¢do quimica das tortas de pinhdo manso

Composicao (%) Torta A Torta B
Proteina 60,3 22,2
Fibra 4,0 14,1
Cinza 9,0 10,2
Lipideo 0,6 0,8

Fonte: RAKSHIT e al. (2008)

O teor de éster de forbol foi determinado de acordo com Makkar et al. (1997)
utilizando-se metanol como solvente de extracao e os resultados encontram-se na Tabela 23.

Pode-se se observar que na torta a, o EF presente era de 135 mg% e o melhor método
de extragdo foi obtido com tratamento com NaOH, onde foi observada uma redu¢ao de 90%
do componente toxico. Ja na torta obtida por sementes inteiras, o teor de éster de forbol, que
era inicialmente de 74,0 mg%, foi reduzido em 89% com o tratamento utilizando Ca(OH);.

As tortas tratadas com NaOH e Ca(OH), foram testadas em ratos. Neste experimento,
42 ratos foram divididos em 7 grupos e foram alimentados com diferentes ragdes cuja
formulacao encontra-se na Tabela 23, sendo que todas as ragdes foram formuladas para conter
10% de proteina.

Tabela 23- Teor de éster de forbol nas tortas e composi¢ao das ragcdes para os ratos

Ingredientes Grupol  Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6 Grupo 7

(%) Caseina  Torta A TortaB  TortaC TortaD  TortaE  Torta F
Torta 11,48 17,50 32,08 17,82 17,67 35,77 34,44
Amendoim 10,00 9,91 9,87 9,86 9,86 9,71 9,73
Vitaminas 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sais 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Milho 75,52 69,58 55,17 69,31 69,47 51,51 52,83
EF (mg%) 135,0 74,0 16,0 13,6 8,1 14,0 13,5

Torta C- Torta A tratada com Ca(OH),; Torta D- Torta A tratada com NaOH; Torta E- Torta B tratada
com Ca(OH), e; Torta F- Torta B tratada com NaOH; *Teor de éster de forbol das tortas.
Fonte: RAKSHIT et al. (2008)
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Os ratos foram pesados no inicio e término dos experimentos € os valores obtidos,
juntamente com a quantidade de éster de forbol consumida, encontram-se na Tabela 24.

Tabela 24- Peso dos ratos no inicio e final do experimento e éster de forbol consumido

Grupo Amostra Peso inicial (g) Peso final (g)  EF consumido (mg/rato)

1 Caseina 36,5 50,1 0

2 Torta ‘a’ 36,8 25,7 9,024
3 Torta ‘b’ 36,5 22,2 1,73
4 Torta ‘¢’ 36,7 28,2 1,087
5 Torta ‘d’ 36,3 28,5 0,699
6 Torta ‘e’ 36,8 28,6 0,652
7 Torta ‘f° 36,5 27,8 0,830

Torta ‘c’- Torta ‘a’ tratada com Ca(OH),; Torta ‘d’- Torta ‘a’ tratada com NaOH; Torta ‘e’- Torta ‘b’
tratada com Ca(OH), e; Torta ‘f’- Torta ‘b’ tratada com NaOH
Fonte: RAKSHIT et al. (2008)

Rakshit et al. (2008) observaram que os ratos alimentados com a ragdo contendo
caseina tiveram um aumento de peso de 13,6 g, por outro lado houve uma perda de peso
significativa nos ratos que consumiram as racdes que continham a torta. Isso pode ser
explicado pelo consumo de alimento, pois os ratos que se alimentaram com a ra¢do contendo
caseina, ou seja, os animais do grupo 1, consumiram 5,24 g/dia de racdo, enquanto que os
animais dos grupos 2 e 3 consumiram 1,84 g/dia e 0,91 g/dia, respectivamente.

Os ratos alimentados com ragdes contendo a torta ndo tratada tinham uma menor
ingestdo de alimento. Porém, os ratos alimentados com Ca(OH), mostraram ingestao
alimentar melhor em comparagdo com ratos alimentados com NaOH.

A mortalidade dos ratos durante o experimento encontra-se na Tabela 25. Os
resultados indicaram que a mortandade dos animais ndo esta somente relacionada a toxicidade
do éster de forbol, mas, também, pode ter sido pela quantidade de casca ou componentes
antinutricionais presentes na torta b, pois como pode-se observar nas Tabelas 24 e 25, os ratos
que consumiram uma maior quantidade de éster de forbol, tiveram um maior tempo de vida
em relacdo ao grupo onde o consumo deste foi menor.

Tabela 25- Mortalidade dos ratos durante o experimento

Grupo Dias
1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12°
1 - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - 4 2 - -
3 - - - - - - - 3 3 - - -
4 - - - - - - - - 1 - 2 3
5 - - - - - - - - - 1 3 2
6 - - - - - - - - - - 4 2
7 - - - - - 3 1 1 1

Fonte: RAKSHIT et al. (2008)

A aparéncia fisica dos ratos alimentados com ragdes cuja torta passou por tratamento
era melhor que a dos ratos alimentados com a torta sem nenhum tratamento, porém, nos ratos
alimentados com a ragdo tratada com Ca(OH),, esta era comparavel com o grupo alimentado
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com caseina, o que indica melhor desempenho do tratamento com Ca(OH), em relagcdo ao
tratamento com NaOH. Todos os ratos exibiram dificuldade nas fun¢des motoras ¢ diarréia.

Gaur (2009) avaliou a remocao de EF da torta de pinhdo manso utilizando extragdo em
soxhlet e extracdo assistida por ultrassom, utilizando diferentes solventes puros e em misturas.

Acredita-se que ondas de ultrassom quebram as interagdes intra-moleculares da
amostra solida. Na utiliza¢do deste método para a extragdo do éster de forbol, a autora utilizou
quatro diferentes solventes, sendo eles hexano, metanol, etanol e 4lcool isopropilico.

Para a extragdo com solvente puro em ultrassom utilizou-se o hexano. Neste
experimento, 10 g de albimen de pinhao-manso moido foi extraido com 100 mL de hexano
em um banho de ultrassom por 30 minutos e a torta gerada foi centrifugada e filtrada. A
extracdo foi repetida por mais 3 vezes e a torta foi seca em temperatura ambiente.

Nos experimentos com misturas de solventes utilizou-se hexano e metanol; hexano e
etanol e hexano e isopropanol nas proporg¢oes de 9:1, 8:2 e 7:3. Para estes experimentos, 10 g
de torta foi extraida em banho ultra-sonico por 30 min com 100 mL de solvente e depois
lavada com a mesma mistura de solventes para a remogao do 6leo residual.

Para a extragdo em soxhlet foram realizados quatro experimentos: 1- extragdo com
hexano por 24 horas seguido de duas extragdes com metanol 24 horas; 2- extracdo com
hexano por 24 horas seguido de duas extragcdes com isopropanol por 24 horas; 3- extragdo
com hexano por 24 horas seguido de etanol 48 horas; 4- extracdo com hexano por 24 horas
seguido de metanol 72 horas. Apos as extragdes, as tortas foram deixadas em tabuleiro até a
total evaporacgao do solvente resultante.

Para a analise de éster de forbol aproximadamente 1 g de torta foi pesado e levado
para a centrifuga (3500 rpm) com 5 mL de metanol por 20 min. O sobrenadante foi recolhido
e o residuo foi extraido mais trés vezes na centrifuga com 5 mL de metanol. Os extratos foram
reunidos e levados ao rotaevaporador até o volume ser reduzido a 1 mL. O extrato
concentrado foi filtrado em membrana de 0,2 um e analisado em um HPLC equipado com um
detector de arranjo de fotodiodo. Utilizou-se coluna C18 (Microsorb- MV 100-5, 15 cm x 4.6
mm i.d., Spum). As fases moveis utilizadas foram: A (20% agua) e B (80% acetonitrila). A
separacdo foi efetuada a temperatura de 25 °C em taxa de fluxo de 1 mL/min.

O teor de éster de forbol presente no albumen moido utilizado para as extragdes era de
6,05 mg/g de amostra. Na torta extraida em ultrassom, utilizando hexano puro como solvente,
a concentracao final de éster de forbol foi de 4,3 mg/g, tendo ocorrido a extracdo de 29%.

Os resultados obtidos para as misturas de solventes em extragdo com ultrassom
encontram-se na Tabela 26.

Tabela 26- Teor de éster de forbol em extragao com ultra-som com diferentes solventes

Solventes Concentragao Concentragdo de éster de forbol (mg/g)
9:1 2,10
Hexano-metanol 8:2 4,80
7:3 2,85
9:1 2,30
Hexano-etanol 8:2 2,87
7:3 2,70
9:1 2,93
Hexano-isopropanol 8:2 3,07
7:3 3,03

Fonte: GAUR (2009)
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Como pode-se observar na Tabela 26, o melhor resultado foi obtido utilizando como
solvente a mistura hexano-metanol na propor¢ao 9:1, com uma redugdo de 65% do éster de
forbol presente na matéria prima. Apesar da redugdo da toxicidade, Gaur (2009) afirma que a
extragdo assistida com ultra-som nao foi eficiente para a destoxificacdo da torta de Jatropha
curcas, pois a concentracdo desejada de 0,11 mg/g de éster de forbol (teor encontrado na
variedade de pinhdo manso ndo toxica do México) ndo foi alcangada.

Os resultados da extracdo de éster de forbol obtidos com as extracoes em soxhlet
encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27- Concentracao final de éster de forbol em torta extraida no soxhlet

Extragdo Ester de forbol (mg/g)
Hexano (24h) + metanol (24h)+ metanol (24h) 0,15
Hexano (24h) + isopropanol (24h) + isopropanol (24h) 1,50
Hexano (24h) + etanol (48h) 0,32
Hexano (24h) + metanol (72h) 0,06

Fonte: GAUR (2009).

Gaur (2009) concluiu que a extragdo em soxhlet com hexano por 24 horas seguida por
metanol por 72 horas foi eficiente na destoxificacio da torta de pinhdo manso, pois a
quantidade final de éster de forbol presente na torta (0,06 mg/g) ¢ menor do que 0,11 mg/g.

O etanol apresentou bons resultados na extracdo em ultrassom quando utilizado em
grande concentragdo e também na extragdo em soxhlet com remog¢ao de 95% do éster de
forbol presente.

Devappa, Makkar e Becker (2010) estudaram a obtengdo de uma fragdo rica em éster
de forbol como um co-produto do 6leo de pinhdo manso. O concentrado obtido neste
componente pode ser utilizado em aplicagdes agricolas. Neste estudo, as sementes foram
prensadas para a obten¢do do 6leo e este foi centrifugado para remog¢ao de residuos. O 6leo
foi extraido usando metanol; etanol; 2% diclorometano (DCM) em metanol; 2% de
tetrahidrofurano (THF) em metanol e 2% DCM e THF em metanol.

O teor de éster de forbol foi determinado de acordo com Makkar et al. (1997)
utilizando-se metanol como solvente de extragdo A porcentagem de éster de forbol extraida
com cada solvente e nimero de extracdes encontram-se na Figura 15.
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Figura 15- Porcentagem extraida de éster de forbol com os diferentes solventes.
Fonte: DEVAPPA, MAKKAR e BECKER (2010)
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Os autores observaram que a mistura de solvente com metanol, DCM e THF, extraiu
87% do éster de forbol na primeira extragdo, ja o metanol misturado ao DCM extraiu 83,5%,
o metanol misturado ao THF extraiu 83% e os solventes etanol ¢ metanol extrairam 67,3% e
52%, respectivamente. Para os autores, embora a mistura de solventes tenha sido eficaz na
redugdo do éster de forbol do 6leo, eles ndo sdo satisfatorios para uso industrial, pois o
processo torna a recuperacao do solvente complexa. Sendo assim, para a utilizagdo de um
unico solvente, o metanol teve um melhor desempenho quando comparado com o etanol.

O concentrado de éster de forbol foi testado em caramujos da espécie Physa fontinalis
e o LDjgy encontrado foi de 1 mg/L de solucdo de éster de forbol, o que mostra sua
aplicabilidade como pesticida agricola.

Kumar, Makkar e Becker (2010) também estudaram a destoxificacdo da torta de
pinhdo manso. Sementes de Jatropha curcas da India foram descascadas manualmente e o
oleo do albumen foi extraido em um extrator de Soxhlet usando, como solvente, o éter de
petréleo. A torta obtida sofreu tratamento com solvente e, posteriormente, foi autoclavada a
121 °C por 15 minutos. O teor de éster de forbol na torta ndo tratada de pinhdao manso era de
1,8 mg/g. No entanto, apds o tratamento, este composto ndo foi detectado. Inibidor de tripsina
e lectina também ndo estavam presentes na torta tratada e o teor de fitato era de 9,3%.

Foram formuladas trés ragdes para a alimenta¢do de carpas, a racdo de controle, isenta
de torta de Jatropha curcas; a racao de feijao de soja, contendo 510 g de soja por kg de ragao;
e a torta contendo 381 g/kg de torta de pinhdo manso. A formulagdo das racdes utilizadas no
estudo encontra-se na Tabela 28.

Tabela 28- Formulagao das ragdes utilizadas na alimentagao de carpas

. Ragoes

Ingredientes (g/kg) Controle Pinhdo manso Soja
Racao de peixe 505 126 126
Farelo de soja - - 510
Torta de Pinhdo manso - 381 -
Farelo de trigo 415 368 219
Lisina - 4 -
Oleo de girassol 40 73 73
Vitamina 20 20 20
Mineral 20 20 20
Fitase (FTU/Kg) 500 500

Fonte: KUMAR, MAKKAR e BECKER (2010)

Kumar, Makkar e Becker (2010) observaram uma boa aceitabilidade das ragdes, o
peso dos peixes aumentou 4 a 5 vezes em 6 semanas, os peixes alimentados com a torta de
Jatropha curcas tiveram um desenvolvimento semelhante aos alimentados com a ragdo de
controle e superior aos alimentados com farelo de soja e ndo houve morte dos peixes durante
o experimento. Logo, o processo de destoxificacdo foi eficaz comprovando, com a racao
utilizada, que a torta de pinhdo-manso ¢ um alimento rico em proteina e pode ser utilizada,
quando destoxificada na alimentagao.

Trabalhos realizados por Kumar ef al. (2010) e por Kumar et al. (2011), onde a torta
destoxificada como em Kumar, Makkar ¢ Becker (2010) foi utilizada, verificou-se que a
substituicdo de 50% da proteina de racdo de peixe pela oriunda da torta de pinhdo manso ¢
uma quantidade ideal para a alimentagdo de carpa sem sacrificar o crescimento e a saude dos
peixes.
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Xiao et al. (2011) avaliaram diferentes métodos de destoxificacdo da torta de pinhao
manso em uma variedade encontrada na China. Neste estudo, as sementes foram descascadas
e o albumen triturado foi desengordurado utilizando uma extrusora a 90 °C e, posteriormente,
o0 6leo foi extraido com éter de petrdleo. Os métodos de destoxificagdo utilizados foram: 1) A
torta foi tratada com 5 mg/g de celulase e 10 mg/g de pectinase a 50 °C, por 1 hora e o
hidrolisado foi centrifugado e, em seguida, liofilizado e denominado de ‘Torta a’; 2) A torta
do tratamento 1 foi lavada com metanol 60% a 50 °C por 1 hora e denominada de Torta ‘b’; 3)
A torta do tratamento 1 foi lavada com etanol 65% a 50 °C por 1 hora e denominada de Torta
‘c’; 4) A torta foi lavada apenas com metanol 90% por 2 horas a 50 °C e denominada de
‘Torta d’; 5) A torta foi lavada com etanol 90% por 2 horas a 50 °C e denominada de Torta
‘e’. Os solventes utilizados nos tratamentos 2, 3, 4 ¢ 5 foram removidos por centrifugacao e o
residuo liofilizado. A torta sem passar por nenhum tratamento foi denominada de controle.
Para determinacdo dos ésteres de forbol por HPLC os autores utilizaram a metodologia
descrita por Makkar et al. (1997). Os resultados obtidos de toxicidade sdo mostrados na
Tabela 29.

Tabela 29- Efeito dos diferentes tratamentos sobre a toxicidade da torta de pinhao manso

Tratamentos
Controle Torta a Torta b Torta ¢ Torta d Torta e
EF (mg/g) 2,88 2,47 0 0 0,98 1,16
IT (mg/g) 3,15 2,93 2,55 2,47 3,09 3,12
Lectina (mg/mL)t 3,43 3,41 1,49 1,35 1,46 1,62
Saponina (g/100g) 2,67 2,62 1,14 0,93 1,58 1,46
Fitato (%) 10,04 9,11 7,01 6,85 7,28 8,83

Torta a-Tratamento com enzimas; Tortas b e c- Tratamento com enzimas + metanol 60% e etanol
65%, respectivamente; Tortas d e e- Tratamento com metanol e etanol 90%, respectivamente. IT-
inibidor de tripsina; EF- Ester de forbol; " -minimo de amostra (mg) por mL de ensaio necessario para
produzir aglutina¢do

Fonte: XIAO et al. (2011)

O teor de EF na torta controle foi de 2,88 mg/g. Os autores evidenciaram que o0s
melhores resultados foram obtidos nas tortas que passaram por tratamento enzimatico seguido
de tratamento com metanol e etanol. Em ambas as tortas ‘b’ ¢ ‘c’, 100% do EF foi removido.
Porém, quando a torta foi tratada somente com enzimas ou com etanol e metanol 90%, o
processo nado foi eficiente na remogao da toxicidade. Comparando-se a eficiéncia do metanol
e do etanol pode-se afirmar que o melhor resultado foi obtido utilizando-se metanol como
solvente de extracao.

Para os autores, apesar de 2 dos tratamentos terem removido todo o EF presente na
torta, o tratamento de etanol 65% ¢ mais econdomico e viavel do ponto de vista toxicoldgico do
que o tratamento com metanol. Além disso, a ‘torta ¢’ apresentou um alto teor de proteina
(74,86%).

Segundo Mendonga e Laviola (2009), a Embrapa Agroenergia também vem
desenvolvendo métodos de destoxificacdo da torta, focando em processos simples e de baixo
custo para serem viaveis economicamente para produtores de pequeno e médio porte.

Em uma das linhas de pesquisa, os estudiosos buscam a identificagdo de materiais
genéticos cujos graos nao apresentem toxidez (éster de forbol) e a posterior incorporagao
desta caracteristica em cultivares comerciais. Com o mesmo objetivo, a Petrobras, em
colaboragdo com a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, esta caracterizando um
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banco de germoplasma de pinhdo manso a fim de selecionar as melhores variedades para a
realizacdo de um melhoramento genético da espécie.

Outra estratégia utilizada na tentativa de destoxificacdo da torta ¢ por processos
bioldgicos.

Joshi, Mathur e Khare (2011) estudaram a utilizagdo da bactéria Pseudomonas
aeruginosa na degradacdo de éster de forbol da torta de pinhdo manso. No experimento, 5 mL
de agua destilada foram adicionadas a 5 g de torta e a mistura foi autoclavada. Apds a
preparacao do substrato, este foi inoculado e incubado a 30 °C e 65% de umidade. Os autores
observaram a completa degradacao dos ésteres de forbol em nove dias de experimento.

Kasuya et al. (2012) estudaram a bio-destoxificacdo da torta de pinhdo manso. O
fungo utilizado no experimento foi o Pleurotus ostreatus. Para os experimentos, 1,5 kg da
torta foi autoclavada a 121 °C por 2 horas e depois de frio, este substrato foi inoculado com
75 g de miscélio e incubado a 25 °C. Apds 15 dias de inoculagdo, o fungo colonizou
completamente o substrato, o que mostra sua capacidade de se desenvolver na presenga de
¢ésteres de forbol e fatores antinutricionais. Apos 45 dias de incubagdo houve uma degradagao
de 99% do éster de forbol presente no substrato. Para o experimento com animais, 4 ragdes
contendo 0, 7, 14 e 20% de torta de pinhdo manso foram utilizadas na alimentacdo de
caprinos. As ragdes foram formuladas para conter uma média de 12% de proteina bruta.

A Tabela 30 mostra a média de ganho de peso diario dos caprinos alimentados com as
diferentes ragoes.

Segundo os autores, a inclusdao de 20% de torta de Jatropha curcas bio-desintoxicada
por Pleurotus ostreatus mostrou ser uma promessa como um suplemento alimentar animal,
pois nao resultou em mudancas nos parametros do sangue ¢ nao foi observado sintomas
clinicos de envenenamento.

Tabela 30- Média de ganho de peso diario dos caprinos

Quantidade de torta

Variavel 0% 7% 14% 20%

Ganho de peso (g/dia) 58,76 45,34 62,50 83,19

Fonte: KASUYA et al. (2012)

Phengnuam e Suntornsuk (2013) investigaram a destoxificacdo da torta de Jatropha
curcas por fermentacdo em estado sélido e submersa, utilizando duas estirpes de Bacillus,
sendo elas Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis. Na fermentacdo em estado solido
utilizou-se 10 g de torta com um teor de umidade de 70%, durante 7 dias, enquanto que a
fermentagdo submersa foram utilizados 10 g de torta em 100 mL de 4gua destilada durante 5
dias. As fermentagoes foram incubadas nas condigdes 6timas de cada estirpe. Apos o periodo
de incubacdo, os resultados mostraram que a Bacillus licheniformis com a fermentagao
submersa foi 0 método mais eficaz na degradacao dos compostos toxicos e antinutricionais. O
teor de éster de forbol, fitato e inibidor de tripsina foram reduzidos em 62%, 42% e 75%,
respectivamente, enquanto que a lectina ndo foi modificada.

A revisdo bibliografica mostrou o alto valor nutricional da torta de Jatropha curcas e o
potencial para utilizagdo deste co-produto na alimentagdo de animal. A toxicidade do pinhdo
manso ¢ devido a presenca de fatores toxicos e antinutricionais, sendo principal componente
toxico € o éster de forbol. Os trabalhos vistos mostraram que a lectina e o inibidor de tripsina
sdao removidos por tratamento térmico, mas o éster de forbol ndo ¢ afetado por este. Muitos
trabalhos estdo sendo realizados na tentativa de destoxificar a torta de pinhdo manso, na
maioria deles os métodos quimicos sao empregados. Os solventes etanol, metanol, NaOH e
NaHCOj; se mostraram eficientes na extragao do éster de forbol.
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Os trabalhos discutidos na revisdo bibliografica mostraram que o método quimico
pode ser usado na remocdo do éster de forbol. Porém, os métodos obtidos se mostraram
complexos, com diferentes etapas no processo, alto tempo de extragdo ou grande volume de
solvente empregado. Diante disso, este trabalho avalia a influéncia de diferentes condi¢des de
extracdo de EF com os solventes que ja se mostraram promissores na destoxificagdo da torta.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

As sementes de pinhdao manso, cultivadas na regido da cidade de Janauba, foram
doadas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) e armazenadas
em saco plastico na temperatura ambiente até a preparagdo das amostras. A Figura 16 mostra
as sementes cedidas para os experimentos.

Figura 16- Sementes de pinhdo manso doadas pela EPAMIG

As sementes de pinhdo manso foram prensadas para a obtengdo da torta utilizando-se
uma extratora radial tubular, com capacidade de 50 kg/h (SCOTTECH), mostrada na Figura
17.

Figura 17- Prensa utilizada para a obtencao da torta

Apos a prensagem, armazenou-se o material em saco plastico, na geladeira, para
posteriores experimentos. O fluxograma do processo de obtencdo da torta é apresentado na
Figura 18.
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Figura 18- Fluxograma de obten¢ao da torta

Os solventes utilizados foram de grau analitico adquiridos da VETEC QUIMICA
FINA LTDA (Rio de Janeiro, Brasil), sendo eles:

Acido cloridrico; Acido sulfurico; Bicarbonato de sédio; Etanol; Hidroxido de sédio;
Metanol.

3.2 Metodologia Experimental

O método utilizado na tentativa de destoxificagdo da torta de pinhdo manso foi a
extracdo em soxhlet. A extragdo ocorreu em diferentes condi¢gdes de operacdo como tempo,
solvente e relacdo de soluto/solvente (sol/solv). Nesta etapa experimental, colocou-se a torta
em um cartucho de celulose e este foi alimentado no extrator. Utilizou-se o cartucho niimero
43 e o tamanho do baldo foi determinado de acordo com a relagdo soluto/solvente desejada. O
equipamento foi aquecido em manta (Fisatom 300-52E) e permaneceu sob refluxo por um
tempo pré determinado.

No processo de extracao em soxhlet o solvente contido no baldo evapora e se condensa
sobre o material s6lido devido & presenca de um condensador no final do extrator. A
passagem do solvente pelo material faz com que ocorra a extragdo. O solvente, juntamente
com as substincias extraidas, retorna para o baldo e entra novamente em ebulicdo
recome¢ando o ciclo.

Apos a extracdo, o material contido no baldo seguiu para o rota-evaporador (Fisatom,
modelo, 803; Bomba de vacuo: Newpump, NOF-650) para a recuperacao do solvente e
concentragdo do soluto. O material extraido e concentrado no baldo apds a remogdo do
solvente foi pesado (Shimadzu, AUX-220) e armazenado na geladeira. A torta tratada com
solvente organico foi seca em temperatura ambiente e a tratada com solvente inorganico foi
seca em estufa a 40 °C (Sterilifer, SX1.2 DTME) e apds a secagem todas as tortas foram
armazenadas em frascos ambar na geladeira para posteriores andlises. A Figura 19 mostra a
realizagdo do tratamento proposto para a destoxificagdo da torta e a Figura 20 mostra o
fluxograma completo do processo.
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Solvente +
sifinii do soluto Frasco &mbar

Extragdo em soxhlet

Cartucho de celulose Frasco ambar

com torta

Figura 19- Tratamento de destoxificagdo

Os solventes utilizados na extragdo do éster de forbol foram escolhidos por
apresentarem bons resultados em trabalhos disponiveis na literatura, sendo eles, metanol,
etanol e solugcdo 0,07% bicarbonato de sédio (NaHCOs;) (AREGHEORE, BECKER e
MAKKAR, 2003; MARTINEZ-HERRERA et al, 2006; GAUR, 2009; DEVAPPA,
MAKKAR e BECKER, 2010). O etanol também foi escolhido pois como o método
patenteado de destoxificacdo utiliza metanol como solvente (KUMAR, MAKKAR e
BECKER, 2010) e este ¢ considerado toxico, viu-se a necessidade de estudar um solvente
com propriedades parecidas, porém atoxico.

| Semente de pinhdo manso

l

Prensagem |

Analises de
composicdo

TORTAB RUTA QLEO BRUTO

Preparacéo da _ Analise de
HPLC amostra Ester de forbal
Tratamento
Extracdo em soxhlet

Oleo residual

Andlise de Ester Andlises de
de forbol composicdo
Preparacéo da
amostra

Figura 20- Fluxograma completo do processo utilizado.
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3.2.1 Preparacao da amostra para analise de teor de éster de forbol

As amostras foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Makkar et al.
(1997) utilizando-se metanol como solvente. Aproximadamente, 2 g de cada amostra de torta
(bruta e quimicamente tratadas) foram pesadas e maceradas com almofariz e pistilo por 5
minutos em 20 mL de metanol. Deixou-se o material sedimentar e a fase liquida foi filtrada. O
residuo, retido no papel de filtro, foi levado novamente para o almofariz, foi macerado por 5
minutos com 20 mL de metanol e a fase liquida foi novamente filtrada. Este procedimento de
extracdo foi repetido mais trés vezes e os filtrados de todas as cinco extragdes foram reunidos.
O residuo das extracdes foi levado a um banho de ultrassom durante 3 minutos na presenga de
50 mL de metanol. Apos o ultrassom, filtrou-se o material e o filtrado foi reunido com o
obtido nas cinco extragdes anteriores. Secou-se o solvente em rota-evaporador a 40 °C e
pesou-se o material resultante. O material seco foi dissolvido em metanol de HPLC, filtrado
em um filtro de vidro de 0,2 um e injetado (20 nL) em HPLC.

3.3 Planejamento Experimental

Os experimentos foram realizados de acordo com o delineamento central composto
rotacional (DCCR) onde as varidveis independentes estudadas foram: tempo de extragdo
variando de 1 a 8 h, razdo de mistura soluto/solvente variando de 1:5 a 1:15 p/v e na extracao
utilizando metanol e etanol como solventes avaliou-se, também, a concentra¢ao de metanol na
mistura com etanol variando de 0 a 100%.

Utiliza-se planejamento de experimento quando se tem varios fatores (variaveis
independentes) que influenciam no processo e, por isso, as mesmas sio alteradas de forma a
se avaliar seus efeitos sobre as respostas. A escolha do planejamento adequado depende do
nimero de varidveis envolvidas no processo. No caso de duas ou trés varidveis € mais
recomendado o uso de um Delinecamento Composto Central Rotacional (DCCR) que ¢
constituido por 2k pontos fatoriais (£1) + 2k pontos axiais (o) + um numero arbitrario de
pontos centrais (0), sendo k o nimero de varidveis (RODRIGUES e [IEMMA, 2009).

Os niveis dos pontos axiais foram definidos de acordo com Rodrigues e lemma (2009)
e sdo do tipo 0=(2")", onde k é o nimero de variaveis estudadas.

As variaveis dependentes foram analisadas estatisticamente para um nivel de
confianga de 95% e a superficie de resposta foi obtida pela equagdo de segunda ordem (Eq.

.
k k 2 k
y=a, +Z‘aixi +Zaiixi +Z‘aijxixj (1)

Onde:

y= resposta predita;

x= fatores;

ao, aj, a;;, aj- coeficientes de regressdo da intersegdo, lineares, quadraticos e de
interacdo, respectivamente.

O desvio relativo médio entre os valores preditos e experimentais foram calculados
através da Equacao 2.

100 & |Ve=Vp
:_XZ—‘ (2)
n ‘= Ve

D
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Onde:

D= desvio;

n= numero de ensaios;

Ve= valor experiental;

Vp= valor predito pelo modelo.

3.3.1 Planejamento utilizando mistura de metanol e etanol como solvente

Para os experimentos onde o solvente estudado foi a mistura de etanol e metanol, ou
seja, 3 variaveis independentes foram analisadas, o planejamento experimental consistiu-se de
17 ensaios, sendo 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais € 3 centrais. Os niveis codificados e reais

utilizados encontram-se na Tabela 31.

Tabela 31- Niveis codificados e reais do DCCR usando mistura de etano € metanol

Nivel codificado das variaveis Nivel real das variaveis
Ensaio Tempo Sol/solv Metanol Tempo Sol/solv Metanol
(x1) (x2) (x3) (h) (p/v) (%)
Pontos fatoriais
1 -1 -1 -1 2.4 1:7 20
2 +1 -1 -1 6,6 1:7 20
3 -1 +1 -1 2.4 1:13 20
4 +1 +1 -1 6,6 1:13 20
5 -1 -1 +1 2,4 1:7 80
6 +1 -1 +1 6,6 1:7 80
7 -1 +1 +1 2,4 1:13 80
8 +1 +1 +1 6,6 1:13 80
Pontos axiais
9 -a(-1,68) 0 0 1 1:10 50
10 +o(+1,68) 0 0 8 1:10 50
11 0 -a(-1,68) 0 4.5 1:5 50
12 0 +o(+1,68) 0 4.5 1:15 50
13 0 0 -a(-1,68) 4.5 1:10 0
14 0 0 +o(+1,68) 4.5 1:10 100
Pontos centrais
15 0 0 0 4,5 1:10 50
16 0 0 0 4.5 1:10 50
17 0 0 0 4,5 1:10 50

3.3.2 Planejamento utilizando solu¢io de NaHCO; 0,07% como solvente

Para os experimentos onde o solvente estudado foi a solucao 0,07% NaHCOs, apenas
2 varidveis independentes foram analisadas. O planejamento experimental consistiu de 11
ensaios, sendo 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e 3 centrais. Os niveis codificados e reais
utilizados encontram-se na Tabela 32.
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Tabela 32- Niveis codificados e reais do DCCR usando solu¢ao 0,07% NaHCO;

Ensaio Nivel codificado das variaveis Nivel real das variaveis
Tempo (x;) Sol/solv (x;) Tempo (h) Sol/solv (p/v)

Pontos fatoriais

1 -1 -1 2 1:6,45

2 +1 -1 7 1:6,45

3 -1 +1 2 1:13,55

4 +1 +1 7 1:13,55
Pontos axiais

5 -a(-1,41) 0 1 1:10

6 +a(+1,41) 0 8 1:10

7 0 -a(-1,41) 4,5 1:5

8 0 +o(+1,41) 4.5 1:15
Pontos centrais

9 0 0 4.5

10 0 0 4,5

11 0 0 4.5

3.4 Caracterizacao da Torta de Pinhao Manso

Para caracterizagdo da torta de pinhdo manso as analises de umidade, cinza e lipideo
foram realizadas no Laboratéorio de Termodindmica Aplicada e Biocombustiveis
(DEQ/UFRRIJ). A andlise de proteina foi realizada no Laboratorio de andlise de solos
(IA/UFRRJ). A analise para determinar fibra solivel e insoluvel foi realizada no Laboratério
de Nutri¢ao- Professor Armando Sabaa Srur (UFRJ).

3.4.1 Analise de umidade

A determinagdo da umidade foi realizada utilizando-se a metodologia AOCS Bc 2-49
(AOCS, 1990). Pesaram-se 3 g das amostras em cadinhos de porcelana previamente tarados e
pesados. Os cadinhos foram levados para estufa a 105 °C (Sterilifer, SX1.2 DTME) e
colocados para resfriar no dessecador. O material foi pesado e o procedimento foi repetido até
a obtencao de peso constante.

3.4.2 Cinza

A cinza representa a matéria mineral presente nos alimentos, ou seja, ¢ o residuo
inorganico apds a queima da matéria organica. Para a determinagdo do teor de cinzas foi
utilizado o método AOAC 942.05 (2000). Pesaram-se 3 g de torta em cadinhos de porcelana
previamente tarados e pesados. O material foi incinerado em mufla a 550 °C por 12 horas. Os
cadinhos foram levados ao dessecador para resfriar e depois foram pesados. A determinagao
do peso das cinzas foi feito pelo método gravimétrico.

3.4.3 Lipideo
A determinagdo da fragdo lipidica das amostras foi utilizado o método de soxhlet,

método AOCS Bc 3-49 (AOCS, 1993) . Pesaram-se 10 g de torta no cartucho de celulose e
este foi alimentado no extrator. Em um baldo previamente tarado e pesado adicionou-se,



46

aproximadamente, 250 mL de éster de petrdleo. O baldo foi aquecido em manta de
aquecimento e mantido sob refluxo por 8 horas. Apds a extragdo, o solvente foi evaporado em
rota-evaporador (Fisatom, modelo, 803; Bomba de vacuo: Newpump, NOF-650) e pesou-se o
6leo residual.

3.4.4 Proteina

As proteinas sdo extremamente importantes na nutricdo porque fornecem aminoacidos
essenciais ao organismo. A metodologia utilizada foi a preconizada por Tedesco ef al. (1995).
O N foi feito por digestdo sulfurica e sua destilagdo pelo destilador Kjeldahl, ou seja,
capturado pelo acido boérico e destilado por acido sulfurico a 0,025N. Neste método, o
nitrogénio (N) total, isto é, o N protéico e ndo protéico ¢ convertido em proteina bruta. Para a
conversao do N em proteina utilizou-se o fator de correcao de 6,25.

3.4.5 Fibra soluvel e insoluvel

As fibras podem ser classificadas de acordo com a sua solubilidade. As fibras soluveis
incluem as gomas, mucilagens, a maioria das pectinas e algumas hemiceluloses. As fibras
insoluveis incluem a celulose, lignina, hemicelulose e algumas pectinas. Embora em
concentragdes diferentes, a maioria dos alimentos contém uma combinacdo dos dois tipos de
fibras (Instituto Adolfo Lutz, 2005).

Para a determinacdo da fibra solivel, 50 mL de agua destilada foi adicionada em 3 g
de torta. A mistura foi levada para uma chapa aquecedora até entrar em ebulicdo e filtrada a
vacuo. O filtrado foi acidificado com solu¢do de HCI (1:1 v/v) a pH de, aproximadamente,
2,5, o material foi deixado em repouso por alguns minutos e novamente filtrado. Adicionou-se
50 mL de etanol ao filtrado e este foi deixado em repouso por 7 dias. O material foi entdo
filtrado a vacuo em cadinho filtrante com algodao de vidro e levado para a estufa por 24 h a
105 °C. Apo6s a estufa, o cadinho foi levado ao dessecador para resfriar, pesado, levado a
mufla por 24h a 550 °C e depois de resfriado foi pesado novamente. O teor de fibra soluvel foi
determinado pela diferenga de peso obtido apds estufa e mufla.

Para a determinagdo da fibra insolivel, 3 g de torta foram pesados e levados para o
aparelho digestor de fibras com 100 mL de solugao de H,SO4 (0,255 N) por 30 minutos. O
material foi filtrado em cadinho filtrante com algodao de vidro e o material retido no cadinho
foi levado novamente ao digestor com 100 mL de solu¢do de NaOH (0,313 N) por 30 min. O
material foi novamente filtrado em cadinho filtrante e o cadinho levado a estufa por 8 h. Apos
a estufa o cadinho foi levado ao dessecador para esfriar e depois de pesado foi levado a mufla
por 24 h, deixado no dessecador para esfriar e novamente pesado. A fibra insoluvel foi
determinada pela diferenca de peso obtido apos estufa e mufla.

3.5 Determinaciio do Teor de Ester de Forbol por HPLC

Para a determinagdo do teor de éster de forbol nas amostras realizou-se uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando-se um HPLC (LC-20AT, Shimadzu, Japan)
composto por bomba quaternéria e detector de arranjo de diodos ajustado em 280 nm ((DAD,
SPD-M20A). Utilizou-se coluna analitica C8 (250 mm x 4 mm, 5 pum, Altech), operado a
temperatura ambiente. A fase movel utilizada foi MeOH: 2% THF (B): H,O(A) a 1,3 mL/min.
O gradiente usado foi: 60% A e 40% B no comeco, aumentando o B para 50% em 10 min.
Ap6s 20 e 25 min. a fase B foi aumentada para 80 e 90%, respectivamente, voltando ao ponto
inicial, 40%, no tempo de 30 min. Os quatro picos dos ésteres de forbol apareceram entre 20 e
28 min. Os ésteres de forbol na torta foram determinados utilizando-se como equivalente o
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forbol-12-miristato 13-acetato que apareceu entre 20 21 min. (Sigma Aldrich Co). A andlise
foi realizada no Instituto de Quimica/UFRRJ.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo sdo apresentados todos os resultados referentes & composicao das tortas
e a eficiéncia do processo de extragao do éster de forbol nos planejamentos estudados.

Os planejamentos serdo discutidos separadamente e, em ambos, as variaveis analisadas
estatisticamente sdo porcentagem extraida de éster de forbol e teor de proteina (variaveis
dependentes). Estas varidveis foram escolhidas devido a sua importancia no produto final,
uma vez que, o objetivo da destoxificagdo ¢ a obtengdo de um produto livre de toxicidade e
com alto valor nutricional.

4.1 Resultados Obtidos do Tratamento com Mistura de Metanol e Etanol
4.1.1 Caracterizac¢io da torta de pinhdo manso

A Tabela 33 mostra a matéria seca, o teor de lipideo, cinza e fibra, em base seca, nas
tortas ap0s a extragao em soxhlet, utilizando a mistura de metanol e etanol como solvente e na
torta ndo tratada (torta bruta).

Os dados foram expressos em base seca para que pudessem ser comparados com 0s

resultados encontrados na literatura, visto que, a maioria deles, foi obtida dessa maneira.

Tabela 33- Composic¢do das tortas de pinhdo manso bruta e tratada com metanol e etanol

Ensaio Matéria seca (%) Cinza (%)" Fibra (%)* Lipideo (%)"
Torta tratada
1 90,19 6,48 46,49 5,77
2 88,56 7,37 47,08 3,14
3 90,57 6,99 44,38 1,94
4 88,47 7,10 42.90 2,13
5 89,44 6,55 44,70 10,35
6 87,87 7,14 42,86 6,61
7 93,31 6,54 43,91 8,86
8 90,42 6,66 4322 7,20
9 90,37 6,14 45,94 16,55
10 90,07 7,52 43,16 6,43
11 89,40 7,71 42,54 7,77
12 90,70 6,94 44 .42 6,45
13 89,04 6,64 43,76 1,85
14 90,19 7,50 42.03 6,90
15 89,94 6,47 47,12 9,84
16 90,37 6,47 4724 9,93
17 89,23 6,53 47,60 9,50
Torta bruta
89,60 6,58 47,67 19,16

“_Em base seca

Os resultados mostram que, apos o tratamento em soxhlet, o teor de matéria seca nao
se alterou. As tortas, apds o tratamento, continham de 88,47 a 90,70% de matéria seca,
enquanto que, na torta bruta, esse teor era de 89,60%. Martinez-Herrera et al. (2006)
estudaram tortas obtidas de diferentes variedades de pinhdao manso em um processo de
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destoxificacao e as tortas analisadas continham um teor inicial entre 90,2 ¢ 93,6% de matéria
seca e, apoOs os tratamentos, esse teor foi de 88,7 a 97,8%. Kumar, Makkar e Becker (2010),
apos destoxificar a torta de pinhdo manso com o uso de solvente organico, verificaram que o
teor de base seca era de 94,5%. De acordo com Aderibigbe et al. (1997) o teor de umidade
presente na casca € no albimen de pinhao manso ¢ inferior a 10 e 5%, respectivamente e esse
baixo teor, pode ser, em parte, responsavel pela ndo deterioragdo das sementes durante longos
periodos de armazenamento. A mesma explicagao foi dada por Saturnino et al. (2005) onde o
teor de umidade encontrado na semente de pinhdo manso foi de 9,5%.

A cinza, neste trabalho, variou de 6,14 a 7,71% nas tortas tratadas, sendo que na torta
bruta esse valor foi de 6,58%. Em estudos realizados em tortas obtidas pelo albumen, Makkar
e Becker (1997) encontraram um teor de cinza de 9,9% e Martinez-Herrera et al. (2006),
analisando o efeito de um tratamento quimico utilizado para destoxificar a torta, encontraram
um teor de cinza que variou de 9,8 a 10,8% nas tortas brutas e de 8,8 a 12,4% nas tratadas.
Rakshit et al. (2008) estudaram uma torta obtida por sementes inteiras prensadas e,
posteriormente, extraidas em soxhlet e uma torta obtida de albumen extraido em soxhlet e os
valores de cinza obtidos foram de 10,2 e 9,0%, respectivamente. Teores de cinza proximos ao
obtido neste trabalho foram observados por Souza et al. (2009) que analisaram a torta de
pinhdo manso obtida pela prensagem das sementes inteiras (5,94% de cinza) e Xiao et al.
(2011) que, analisando a torta obtida pela extracao do 6leo do albimen e tratada com etanol e
metanol por 2 horas, encontraram um teor de 6,74 e 7,07%, respectivamente.

A fibra alimentar variou de 42,03 a 47,60% nas tortas tratadas e na torta bruta o valor
encontrado foi de 47,67%, sendo que, aproximadamente, 99% da fibra alimentar ¢ composta
por fibra insoluvel. As fibras insolaveis diminuem o tempo de transito intestinal, aumentam o
peso das fezes, torna mais lenta a absor¢do da glicose e retardam a digestdo do amido
(Instituto Adolfo Lutz, 2005). De acordo com Makkar et al. (1997), a semente de pinhao
manso ¢ constituida de, aproximadamente, 37,8% de casca, cujo teor de fibra ¢ de,
aproximadamente, 87%. Como a torta estudada neste trabalho foi obtida a partir da semente
inteira, ou seja, com casca, o alto teor de fibra encontrado pode ser explicado devido a
presenga desta na torta. Souza et al. (2009), analisando a torta de pinhdo manso obtida por
dupla prensagem das sementes inteiras, encontraram um teor de fibra alimentar de 36,68%.

O teor de lipideo na torta bruta foi de 19,16% e nas tratadas esse teor variou de 16,55 a
1,85%. A reducao do teor de lipideo, apds os tratamentos, ocorreu devido a extracdo deste
pelo metanol e etanol. Um resultado semelhante ao da torta bruta foi encontrado por Xiao e
Zhang (2011), onde a torta obtida por prensagem continha um teor final de lipideo de 16,1%.
Souza et al. (2009), utilizando uma dupla prensagem como método de extragdo, também
obtiveram um alto teor de lipideo residual de 14,2%.

4.1.2 Influéncia das variaveis na porcentagem de éster de forbol extraida

O cromatograma obtido em HPLC para o padrio forbol-12-miristato 13-acetato
encontra-se no anexo 1. A andlise do teor de éster de forbol na torta bruta mostrou uma
concentracdo de 3,6 mg de EF/g de torta e o cromatograma obtido encontra-se no anexo 2.
Makkar et al. (1997), estudando a torta obtida pelo albumen das sementes de 18 diferentes
variedades de pinhao manso, encontraram uma variagao de 0,87 a 3,32 mg/g e uma das tortas
estudadas estava livre dessa toxina. No Brasil, em um estudo realizado com 27 sementes
oriundas de diferentes regides, os teores de EF variaram de 1,41 a 8,97 mg/g. Destas 27
sementes estudadas, 6 eram da regido de Janaiba, a mesma utilizada neste estudo e, entre
essas, o teor de EF encontrado variou de 2,12 a 4,25 mg/g (Ferrari et al., 2009).

A porcentagem de éster de forbol extraida (%EF) e o teor final de EF nos ensaios do
planejamento utilizando-se etanol e metanol sdo mostrados na Tabela 34.
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Tabela 34- Porcentagem extraida e teor final de éster de forbol com metanol e etanol

Varidveis independentes Variavel dependente
Tempo (h) Sol/solv (p/v) Metanol (%) %EF (%) Teor de EF (mg/g)

Ensaio

Pontos fatoriais

1 2,4 1:7 20 84,80 0,55
2 6,6 1:7 20 94,56 0,20
3 2,4 1:13 20 91,17 0,32
4 6,6 1:13 20 95,23 0,17
5 2,4 1:7 80 95,46 0,16
6 6,6 1:7 80 94,70 0,19
7 2,4 1:13 80 87,10 0,46
8 6,6 1:13 80 89,30 0,38
Pontos axiais
9 1 1:10 50 91,68 0,30
10 8 1:10 50 97,30 0,10
11 4,5 1:5 50 84,14 0,57
12 4.5 1:15 50 91,39 0,31
13 4.5 1:10 0 92,20 0,28
14 4.5 1:10 100 89,70 0,37
Pontos centrais
15 4.5 1:10 50 83,44 0,60
16 4.5 1:10 50 83,29 0,60
17 4,5 1:10 50 83,28 0,60

Como pode-se observar na Tabela 34, a melhor condicdo de extracdo do éster de
forbol ocorreu no ensaio 10 (8 h, 1:10 p/v e 50% de metanol), onde 97,30% deste composto
toxico foi removido. Como o teor de EF na torta bruta era de 3,6 mg/g, pode-se concluir que,
apos o tratamento, na melhor condi¢do analisada, o teor final do EF na torta foi de 0,10 mg/g.
O cromatograma da torta obtida neste experimento encontra-se no anexo 3.

De acordo com Makkar e Becker (1997), a torta de Jatropha curcas com 0,11 mg/g de
EF ¢ considerada ndo téxica. Aregheore, Becker ¢ Makkar (2003), utilizando um tratamento
onde a torta foi lavada 4 vezes com metanol 92%, o EF foi reduzido para 0,09 mg/g. Neste
estudo, os ratos foram alimentados com uma racao contendo a torta destoxificada e nenhum
sintoma de doengas foi verificado. Martinez-Herrera et al. (2006) trataram a torta com etanol
90% e 0,07% de NaHCO;s e o teor de EF foi reduzido para 0,08 mg/g. Gaur (2009) conseguiu
remover 99% do EF utilizando extracdo em soxhlet por 72 h com metanol, sendo o teor final
na torta de 0,06 mg/g. Em outro estudo, realizado por Xiao et al. (2011), uma a torta de
pinhdo manso, que continha um teor inicial de éster de forbol de 2,88 mg/g, foi destoxificada,
sendo o EF totalmente removido, apés um tratamento com enzimas e posterior extracdo com
etanol 65% e metanol 60% por 2 horas. Para os autores, apesar de ambos os solventes terem
sido eficazes na destoxificagdo, o etanol ¢ mais recomendado devido a toxicidade do metanol.

Todos os tratamentos estudados removeram mais de 83% do éster de forbol presente
na torta de pinhdo manso, porém somente o tratamento 10 reduziu o teor de EF a um nivel
inferior a 0,11 mg/g.

Assim como na maioria dos ensaios deste trabalho, Martinez-Herrera et al. (2006),
também nao obteve sucesso utilizando etanol na destoxificacdo da torta, neste estudo, a torta
foi tratada com etanol 90% na razdo 1:10 p/v por 2 h e o teor de éster extraido foi de 95,84%.
Gaur (2009), utilizando metanol e etanol em ultrassom, também ndo conseguiu reduzir a
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toxina a um nivel inferior a 0,11 mg/g e, em soxhlet, um experimento realizado com duas
extragcdes com metanol por 24 horas e um outro experimento com extragdo com etanol por 48
horas também nao foram capazes de remover todo o éster sendo o teor final de 0,15 ¢ 0,32
mg/g, respectivamente. Em um estudo de destoxifica¢do da torta de Jatropha curcas realizado
por Xiao ef al. (2011) um tratamento com etanol 90% e metanol 90% por 2 horas foi
realizado, porém os autores s6 conseguiram reduzir o EF em 6598 e 59,72%,
respectivamente.

Na andlise da triplicata do ponto central, o coeficiente de variagdo encontrado foi de
0,11%, indicando a repetibilidade do processo.

A influéncia das trés variaveis estudadas na extragdo de EF foi estatisticamente
analisada para um nivel de confianca de 95% (p < 0,05). Os coeficientes de regressao lineares
(L), quadraticos (Q) e das interagdes entre as variaveis, assim como o erro padrido e a
significancia estatistica (p-valor) estao listados na Tabela 35.

A Tabela 35 mostra que todos os pardmetros lineares e quadraticos das trés varidveis,
bem como suas interagdes foram significativos (p < 0,05). Os parametros lineares (L), das
variaveis tempo e razdo soluto/solvente, apresentaram efeitos positivos sobre a extracdo de
¢éster de forbol, indicando que o aumento destes fatores contribui para a remogao da toxina. A
concentracdo de metanol no solvente e as interagdes entre as variaveis mostraram um efeito
negativo na resposta, indicando que a elevagao destes fatores reduz a extracdo do EF presente
na torta.

Tabela 35- Coeficientes de regressdo, erro padrdo e significancia estatistica para a extragao

de EF

Fatores Coeficientes Erro padrao p-valor
Constante” 83,33 0,05 0,0000
X1 1,81 0,02 0,0002
X10). 3,95 0,03 0,0000
XL 0,40 0,02 0,0036
X20), 1,57 0,03 0,0003
X3(0) -0,25 0,02 0,0093
X3Q). 2,69 0,03 0,0001
XXy -0,34 0,03 0,0084
X1X3 -1,55 0,03 0,0004
XoX3 -2,60 0,03 0,0001

* Fator estatisticamente significativo (95 % de confianga)

Substituindo os termos significativos na Equacgdo 1 obteve-se o modelo que descreve a
superficie de resposta da porcentagem de éster de forbol extraida. Essa pode ser predita
através da Equagao 3.

%EF = 8333 +181x, +3,95x,” +0,40x, +1,57x,> —0,25x, +2,69x,” —0,34x,x,

€)
—L55x,x; —2,60x,x,

O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,88 ¢ o desvio relativo médio entre os
valores experimentais e preditos foi de 1,25%. A tabela 36 mostra a analise de variancia.
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Tabela 36- Analise de variancia da porcentagem de EF extraido com metanol e etanol

Fonte de variacdo Soma quadratica Graus de liberdade ~Média quadratica  F-calculado

Regressao 326,32 9 36,26 6,09
Residual 41,65 7 5,95

Falta de ajuste 41,63 5 8,33

Erro puro 0,02 2 0,01

Total 367,97 16

R*=0,88; F-tabelado=0,30

Sendo o valor de F-calculado (6,09) maior que o de F-tabelado (0,30), mostrando que
o modelo ¢ valido e apropriado para representar as relagdes entre os parametros selecionados.

Sendo o modelo véalido, as superficies de resposta e as curvas de contorno foram
geradas (Figuras 21, 22 e 23) para uma melhor visualizagao da influéncia do tempo, razao de

soluto/solvente e mistura metanol/etanol sobre a extragdo do éster de forbol.

A Figura 21 mostra a influéncia das variaveis tempo e razdo soluto/solvente na
resposta. Utilizando-se longos periodos de extracdo (de 7 a 8 h), o processo ¢ eficiente para a
remogao da toxina em todas as razdes de soluto/solvente utilizadas. Porém, quando o processo

ocorre em um tempo de 1 a 2 h, € necessaria uma relagdo de soluto/solvente de 1:13-1:15 p/v
para que o processo seja eficiente.
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Figura 21- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da extragao do éster de forbol
em fung¢do do tempo e da razdo soluto/solvente.

Analisando a Figura 22, que mostra a influéncia das varidveis tempo e concentragdo de
metanol na remogao do éster de forbol, pode-se verificar que, tanto o metanol quanto o etanol,
sdo eficazes na remocao da toxicidade da torta de pinhdo manso. Utilizando-se uma mistura
rica em metanol (80 a 100%), uma alta remocao de éster de forbol pode ser obtida com uma
extracdo de apenas 1 h de duracdo ou em uma extracdo de 8 h. Porém, quando o solvente
utilizado ¢ uma mistura rica em etanol, um maior tempo de extracao ¢ necessario. Isso pode
ocorrer pois, além do éster de forbol ter uma maior afinidade pelo metanol, este solvente tem
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uma menor temperatura de ebulicdo se comparado com o etanol, sendo necessario um menor
tempo de aquecimento para sua evaporagao.

*

Ester de forbol (% eumi?l.
«a % e B 8BS B

(b)

Figura 22- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da extracdo do éster de forbol
em funcao do tempo e influéncia da mistura de metanol/etanol.

A influéncia das variaveis concentracdo de metanol e razao soluto/solvente ¢ mostrada
na Figura 23.
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Figura 23- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da extracdo do éster de forbol
em fun¢ao da mistura de metanol/etanol ¢ da razao soluto/solvente.
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Os melhores resultados de remocao do éster de forbol sdo observados quando a
extragdo ¢ realizada com uma mistura rica em metanol como solvente (80 a 100%) e em baixa
razao soluto/solvente (1:5 a 1:8 p/v); ou utilizando-se uma mistura rica em etanol (80 a
100%), porém com uma alta razdo soluto/solvente (1:13-1:15 p/v). Esse comportamento do
processo também indica uma maior afinidade do éster de forbol com o metanol, sendo
necessario um menor volume de solvente para que a remocao desta toxina ocorra.

4.1.3 Influéncia das varidveis no teor de proteina

O teor de proteina presente nas tortas de pinhdo manso apos os tratamentos quimicos
com os solventes organicos encontram-se na Tabela 37.

Tabela 37- Teor de proteina obtido nas tortas tratadas com metanol e etanol

Variaveis independentes Variavel dependente
Tempo (h) Sol/solv (p/v) Metanol (%) Teor de proteina (%)

Ensaio

Pontos fatoriais

1 2,4 1:7 20 17,93
2 6,6 1:7 20 17,93
3 2,4 1:13 20 18,05
4 6,6 1:13 20 18,37
5 2,4 1:7 80 15,67
6 6,6 1:7 80 18,39
7 2,4 1:13 80 16,69
8 6,6 1:13 80 16,78
Pontos axiais
9 1 1:10 50 15,43
10 8 1:10 50 16,67
11 4,5 1:5 50 15,76
12 4.5 1:15 50 15,72
13 4.5 1:10 0 20,29
14 4.5 1:10 100 15,33
Pontos centrais
15 4.5 1:10 50 15,26
16 4.5 1:10 50 16,42
17 4.5 1:10 50 15,73

O teor de proteina variou de 15,26 a 20,29%, sendo que na torta bruta o valor
encontrado foi de 14,01%.

De acordo com Xiao e Zhang (2011), o teor de proteina presente na torta ¢
influenciado pelo processo de obtencdo desta. Os autores analisaram tortas, oriundas do
albimen das sementes, obtidas por extracdo em soxhlet e prensagem. A torta obtida na
extracdo com solvente continha um alto teor de proteina (58,6%) enquanto que na torta
oriunda da prensagem esse teor foi menor (45,3%). Segundo os autores, essa diferenca
ocorreu devido ao alto percentual de 6leo residual no albimen extraido com solvente em
comparag¢do com o prensado, que foi de 2,5% e 16,1%, respectivamente.

Martinez-Herrera et al. (2006) também observaram o mesmo comportamento em um
estudo, onde comparou o teor de proteina presente no albumen de diferentes sementes de
pinhao manso com o da torta obtida através deles por extracdo em soxhlet. A média do teor de
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proteina encontrado nos albumens foi de 32,8%, enquanto que na torta esse teor foi de 63,1%;
por outro lado, o teor de 6leo presente no albumen (56,6%) foi drasticamente reduzido apos a
extragdo em soxhlet (0,5%).

Em outro estudo que analisa a variagdo do teor de proteina na torta de pinhdo manso,
Rakshit et al. (2008) utilizaram tortas obtidas por diferentes processos; um utilizando a
prensagem das sementes com casca e outro realizando a extragdo em soxhlet a partir do
albamen. O teor de proteina na torta obtida por prensagem foi de 22,1%, enquanto que na
obtida por soxhlet foi de 60,3%. Segundo os autores, esta variagdo no teor de proteina foi,
principalmente, devido a grande quantidade de casca, que contribuem para o alto teor de fibra
na torta prensada.

Analisando a Tabela 37, observou-se que todos os experimentos influenciaram
positivamente no teor de proteina e o melhor resultado foi obtido em um tempo de extracdo de
4 h e 30 min, com uma razao de soluto/solvente de 1:10 p/v e utilizando etanol puro como
solvente. Porém, utilizando-se as mesmas condi¢des de tempo e relagdo soluto/solvente,
porém com uma mistura de metanol e etanol 50%, o menor teor de proteina foi obtido, o que
mostra a influéncia do solvente no processo de extracao.

Na andlise da triplicata do ponto central, o coeficiente de variacdo encontrado foi de
3,68%. A influéncia das trés varidveis estudadas no teor de proteina foi estatisticamente
analisada para um nivel de confianga de 95% (p < 0,05). Os coeficientes de regressdo, o erro
padrdo e a significancia estatistica (p-valor) estdo listados na Tabela 38.

Como pode-se observar na Tabela 38, apenas a porcentagem de metanol na mistura
com etanol ¢ uma variavel significativa na analise do teor de proteina (p < 0,05). O efeito
linear da concentragdo de metanol na mistura com etanol ¢ negativa, mostrando que a
elevacao deste fator causa uma diminuicao no teor de proteina na torta final.

Tabela 38- Coeficientes de regressdo, erro padrao e significancia estatistica do teor de
proteina obtido no tratamento com metanol e etanol

Fatores Coeficientes Erro padrao p-valor
Constante* 15,74 0,33 0,0005
X1(L) 0,38 0,16 0,1361
X1(Q) 0,29 0,17 0,2382
X2(L) -0,01 0,16 0,9600
X2(Q) 0,18 0,17 0,4142
X3()* -0,96 0,16 0,0259
X3Q)* 0,91 0,17 0,0343
X1X2 -0,29 0,21 0,2951
X X3 0,31 0,21 0,2688
X2X3 -0,14 0,21 0,5620

* Fator estatisticamente significativo (95% de confianca)

Substituindo os termos significativos na Equacgdo 1 obteve-se o modelo que descreve a
superficie de resposta do teor de proteina (P) na torta tratada (Equacao 4).

P=1574-0,96x, +091x,’ (4)

O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,79 e o desvio relativo médio entre os
valores experimentais e preditos pelo modelo foi de 3,72%. A analise de variancia (ANOVA)
¢ mostrada na Tabela 39. Sendo o valor de F-calculado (12,33) maior que o de F-tabelado
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(0,05), demonstrando que o modelo ¢ valido e apropriado para representar as relagdes entre os
parametros selecionados.

Tabela 39- Analise de variancia do teor de proteina utilizando-se etanol e metanol

Fonte de variagdo Soma quadratica  Graus de liberdade

M¢édia quadratica  F-calculado
Regressao 20,72 2 10,36 12,33
Residual 11,77 14 0,84
Falta de ajuste 6,21 5 1,24
Erro puro 0,68 2 0,34
Total 32,49 16
R?=0,79; F-tabelado=0,05

As superficies de resposta e as curvas de contorno foram geradas de acordo com o
modelo formado para o processo (Figuras 24 e 25).

A superficie de resposta e a curva de contorno, que mostram a interacdo entre as
variaveis, razao soluto/solvente ¢ concentracao de metanol na mistura utilizada como solvente
(Figura 24), prova que, como mostrado na Tabela 38, a concentracdo de metanol causa um

efeito negativo na resposta, ou seja, os melhores resultados sao obtidos quando o metanol esta
presente em menor quantidade.
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Figura 24- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) do teor de proteina em fungao
da mistura de metanol/etanol e da razado soluto/solvente.

Na curva de contorno e superficie de resposta que mostram o efeito da interagdo do
tempo e concentragdo de metanol no processo de extracao (Figura 25 a e b), o mesmo
comportamento da Figura 24 ¢ observado, ou seja, o uso de uma mistura contendo menos
metanol como solvente aumenta o teor final de proteina. Porém, utilizando-se um tempo

muito elevado de extracdo (8 h) é possivel um aumento no valor nutricional da torta
utilizando-se o metanol como solvente de extragao.
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Figura 25- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) do teor de proteina em fungao
da mistura de metanol/etanol e do tempo.

Como mostrado acima, o unico fator que influencia no teor de proteina ¢ a
concentragcdo de metanol, e essa influéncia ¢ negativas tanto na proteina, quanto na extracao
de éster de forbol. Portanto, para se obter as melhores condigdes de operagdo para as 2
respostas, ou seja, aumentar, simultaneamente, o teor de proteina e a extragdo de EF, o etanol
¢ o solvente mais apropriado para se utilizar no processo. Por outro lado, sabendo-se que o
efeito das demais variaveis na extracdo de EF ¢ positivo e de acordo com as Figuras 22 e 23,

para a utilizagdo de etanol como solvente um maior tempo de extracdo € uma maior razao de
soluto/solvente devem ser utilizados.

4.2 Resultados Obtidos do Tratamento com NaHCO; 0,07%

4.2.1 Caracterizac¢io da torta de pinhdo manso

A Tabela 40 mostra os teores de cinza, fibra e lipideo das tortas de pinhdo manso
tratadas e bruta. Os teores foram obtidos em base timida.

Como pode-se observar, os tratamentos ndo influenciaram no teor de cinza sendo a
variagao de 5,21-5,91% nas tortas tratadas e na torta bruta, o valor encontrado foi de 5,65%.

O teor de lipideo variou de 14,12 a 16,71% nas tortas tratadas, enquanto que na torta
bruta o teor de lipideo foi de 17,17%, como o bicarbonato de s6dio ndo tem afinidade com o
6leo, houve uma menor reducdo no teor de lipideo, em comparacdo com o tratamento
utilizando metanol e etanol.

Pode-se observar uma redugdo no teor de fibra alimentar nas tortas tratadas em relagdo
a torta bruta. Essa redugdo pode ter ocorrido, pois o bicarbonato de sdédio pode ter quebrado
algumas ligacdes quimicas da fibra. Martinez-Herrera et al. (2006) estudaram uma solugao

0,07% de NaHCOj para a destoxificagdo da torta de pinhdo manso e observaram que o teor de
fibra total nao foi alterado ap6s o tratamento.
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NaHCOs3 0,07%
Ensaio Cinza (%) Fibra (%) Lipideo (%)
Torta tratada
1 5,81 34,94 16,09
2 5,91 36,24 15,36
3 5,71 33,42 14,12
4 5,80 33,70 14,15
5 5,90 34,78 16,00
6 5,88 32,24 16,71
7 5,47 32,66 14,32
8 5,21 32,87 16,31
9 5,87 36,62 15,58
10 5,68 35,71 15,26
11 5,56 36,28 15,95
Torta bruta
5,65 42,71 17,17

4.2.2 Influéncia das variaveis na porcentagem de éster de forbol extraida

A porcentagem de éster de forbol extraida (%EF) e os teores finais de éster de forbol

nas tortas tratadas utilizando-se a solugdo 0,07% de NaHCOj; sdo mostrados na Tabela 41.

Tabela 41- Porcentagem extraida e teor final de EF1 com a solu¢do 0,07% de NaHCO;

Varidveis independentes

Variavel dependente

Ensaio

Tempo (h) Sol/solv (p/v) %EF (%) Teor de EF (mg/g)

Pontos fatoriais

1 2 1:6,54 41,28 2,11

2 7 1:6,54 49,78 1,81

3 2 1:13,55 24,49 2,72

4 7 1:13,55 77,09 0,82
Pontos axiais

5 1 1:10 66,46 1,21

6 8 1:10 64,44 1,28

7 4,5 1:5 64,49 1,28

8 4.5 1:15 56,98 1,55
Pontos centrais

9 4.5 54,14 1,65

10 4,5 42,62 2,07

11 4.5 48,61 1,85

Como pode-se observar na Tabela 41, a melhor condi¢dao de extracao dos EF foi no
tempo de 7 h e razdo soluto/solvente de 1:13,55 p/v, onde a remocao foi de 77,09%. Porém,
sabendo-se que o teor de EF na torta bruta ¢ de 3,60 mg/g, pode-se afirmar que a torta tratada
de acordo com o ensaio 4 contém um teor final de EF de 0,82 mg/g, indicando que, nos
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intervalos analisados, o planejamento utilizando a soluc¢do 0,07% de NaHCO; ndo ¢ eficiente
para a destoxificacdo da torta de pinhao manso.

O coeficiente de variagdo encontrado na andlise da triplicata do ponto central foi de
11,89%. A influéncia das variaveis estudadas na extragdo de EF foi estatisticamente analisada
para um nivel de confianca de 95% (p < 0,05). Os coeficientes de regressdo, o erro padrio e a
significancia estatistica (p-valor) estdo listados na Tabela 42.

Tabela 42- Analise de variancia da extragao dos EF utilizando NaHCO3 0,07%

Fatores Coeficientes Erro padrio p-valor
Constante* 48.46 3,33 0,0047
X1(L) 7,28 2,04 0,0701
X1(Q) 4,76 2,42 0,1884
X2(L) -0,01 2,04 0,9956
X2(Q) 2,41 2,42 0,4256
XX 11,03 2,88 0,0620

* Fator estatisticamente significativo (95% de confianca)

A Tabela 42 mostra que o tempo e a razao soluto/solvente ndo sdo significativos na
extragdo de éster de forbol (p < 0,05). O coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,49. O baixo
coeficiente de variagao indica que o modelo nao deve ser usado para fins preditivos, somente
como indicadores de tendéncia.

Como nenhuma variavel foi significativa o modelo ndao pode ser obtido e a analise de
variancia nao foi realizada.

4.2.3 Analise dos resultados em relaciio ao teor de proteina
A influéncia do tratamento utilizando o solvente inorganico no teor de proteina
também foi analisada. Os teores de proteina presente nas tortas de pinhdo manso apos o

tratamento quimico encontram-se na Tabela 43.

Tabela 43- Teor de proteina obtido nas tortas tratadas com NaHCO;

Ensaio Variaveis independentes Variavel dependente
Tempo (h) Sol/solv (p/v) Teor de proteina (%)
Pontos fatoriais
1 2 1:6,54 17,39
2 7 1:6,54 14,92
3 2 1:13,55 17,23
4 7 1:13,55 17,10
Pontos axiais
5 1 1:10 15,42
6 8 1:10 18,52
7 4,5 1:05 15,56
8 4,5 1:15 16,78
Pontos centrais
9 4,5 1:10 15,42
10 4,5 1:10 14,97

11 4,5 1:10 15,83
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O teor de proteina variou de 14,92 a 18,52% sendo que na torta bruta esse teor era de
14,01%. Assim como no planejamento utilizando solventes organicos, os tratamentos com
bicarbonato de sddio também influenciaram positivamente no teor de proteina, sendo que, no
ensaio 6 (8 h e 1:10 p/v) o maior valor final deste composto foi obtido.

Na andlise dos pontos centrais encontrou-se um coeficiente de varia¢do de 2,79%. Os
coeficientes de regressdo, o erro padrdo e a significancia estatistica (p-valor), obtidos na
analise estatistica realizada para um nivel de confianca de 95% (p < 0,05), encontram-se na
Tabela 44.

Tabela 44- Coeficientes de regressdo, erro padrdo e significancia estatistica do teor de
proteina obtido nos tratamentos realizados com NaHCOs3

Fatores Coeficientes Erro padrao p-valor
Constante* 15,41 0,25 0,0003
X1(L) 0,35 0,15 0,1496
X1(Q) 0,74 0,18 0,0546
Xo(L) 0,34 0,15 0,1529
X2(Q) 0,34 0,18 0,2002
X1X2 0,83 0,22 0,0607

* Fator estatisticamente significativo (95% de confianca)

A analise estatistica mostrou que, assim como para a extracdo de EF, nenhuma das
variaveis analisadas foram significativas no teor de proteina presente nas tortas tratadas. O
coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,61.

Como nenhuma variavel foi significativa o modelo ndao pode ser obtido e a analise de
variancia ndo foi realizada.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

A torta de pinhd@o manso possui um alto valor nutricional, porém ¢ considerada toxica
devido a presenga do éster de forbol. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi estudar um
método quimico para destoxificagdo deste co-produto. A torta bruta de pinhdo manso
apresentou um elevado teor de EF (3,60 mg/g). Uma remocdo de 97,30% da toxicidade foi
alcangada usando uma mistura contendo 50% em metanol, tempo de extragdo de 8 h e razao
soluto/solvente de 1:10 p/v, sendo a torta final considerada atoxica, com 0,10 mg de EF/g de
torta, o que comprovou a eficacia do método estudado.

Nos experimentos em que metanol e etanol foram utilizados como solventes de
extracdo, a metodologia apresentou repetibilidade com um baixo desvio padrdao dos pontos
centrais para ambas as varidveis dependentes analisadas. A andlise estatistica mostrou que
para um nivel de confianca de 95%, todas as varidveis foram significativas para a extragdo de
¢éster de forbol, porém para o teor de proteina, somente a concentragdo de metanol teve
significancia. Houve uma boa correlacdo entre os valores preditos e experimentais e a analise
de variancia indicou que os modelos sdo significativos (Fcalculado > Ftabelado) e apropriados
para representar as relagdes entre os pardmetros selecionados para as duas respostas.

Para a extracdo de EF, as superficies de resposta e as curvas de contorno mostraram
que a destoxificagcdo pode ser realizada utilizando-se uma mistura rica em metanol, com um
baixo tempo de extragdo e razdo soluto/solvente. Além disso, o etanol também se mostrou
eficiente na extracdo de EF, porém para a utilizacdo desse solvente, um maior tempo de
extragdo e maior razao soluto/solvente sdo necessarios.

Para se obter um maior teor de proteina no produto final, aumentando assim seu valor
agregado, observou-se que uma menor concentracdo de metanol deve ser utilizada no
solvente, tendo o metanol um efeito negativo na resposta.

Os experimentos realizados com a solugdo 0,07% de NaHCO; ndo foram eficientes
para a remocao da toxicidade da torta de pinhdo manso, sendo que na melhor condicao
analisada apenas 77,09% da toxina foi removida, o que resultou em um teor final de 0,82
mg/g de EF na torta.

A andlise estatistica mostrou que nenhuma das varidveis analisadas foram
significativas na extragdo de EF e no teor de proteina final das tortas para o planejamento
utilizando o solvente inorganico.

Diante dos resultados encontrados, propde-se como sugestdes:

e Otimizar o processo realizando um estudo econdmico para verificar se o mais
elevado teor de proteina obtido com a torta destoxificada com etanol compensa os maiores
custos que ocorrem em funcdo do maior tempo de extracdo e maior volume de solvente
Necessario no processo;

e Analisar a influéncia da toxicidade do metanol no produto final,

e Fazer um estudo utilizando a torta destoxificada como aditivo na ragao de
animais;

e Estudar novos planejamentos com o objetivo de analisar as regides que
apresentaram melhores resultados nas superficies de resposta e curvas de contorno;
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e Realizar um novo tratamento nas tortas obtidas nos tratamentos aqui
apresentados, visando estudar a eficiéncia de duas ou mais bateladas e realizar um estudo
econdmico para se verificar a viabilidade do processo.



6 ANEXOS

Anexo 1: Cromatograma obtido em HPLC para o padrao forbol-12-miristato 13-acetato
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Anexo 2: Cromatograma obtido em HPLC para a torta bruta
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Anexo 3: Cromatograma obtido em HPLC para o ensaio 10 do planejamento que utilizou
mistura de metanol e etanol como solvente
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