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Ndo pretendemos que as coisas mudem, se sempre
fazemos o mesmo. A crise é a melhor bengcdo que pode
ocorrer com as pessoas e paises, porque a crise traz
progressos. A criatividade nasce da angustia, como o
dia nasce da noite escura. E na crise que nascem as
invencdes, os descobrimentos e as grandes estratégias.
Quem supera a crise, supera a si mesmo sem ficar
‘superado’. Quem atribui a crise seus fracassos e
penuirias violenta seu proprio talento e respeita mais os
problemas do que as solugoes. A verdadeira crise é a
crise da incompeténcia... Sem crise ndo ha desafios;
sem desafios, a vida é uma rotina, uma lenta agonia.
Sem crise ndo hd mérito. E na crise que se aflora o
melhor de cada um...

Albert Einstein (1879-1955)



RESUMO

Os principais coprodutos oriundos do processo de extragdo do oleo de
pinhdo-manso e de mamona so a torta, o farelo e a casca. As tortas poderiam ser
utilizadas como complemento proteico na alimentagdo animal, porém, as
propriedades toxicas do material inviabilizam sua utilizagdo para este fim. A partir
dai, este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver um novo processo
para detoxificar os coprodutos oriundos da extragdo dos 6leos de pinhdo-manso e
mamona. A tecnologia desenvolvida teve como principais vantagens o baixo custo,
a simplicidade ¢ a facilidade de acesso para pequenos agricultores, caracteristicas
essas que conferem um carater inovador ao processo de detoxificagdo. Para isso
foram utilizadas rea¢des de oxidagdo do tipo Fenton homogéneo para o tratamento
de detoxificagdio. As tortas detoxificadas foram, entdo, caracterizadas quanto a
presenca das substancias toxicas presentes em cada uma. Posteriormente, foram
realizados testes de composic@o centesimal para garantir a qualidade nutricional do
material detoxificado. A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para a
verificagdo das modifica¢des fisicas dos materiais, além da presenga de inibidores
de tripsina, como elemento antinutricional. A fim de garantir a total eficiéncia do
processo, foi realizado teste in vivo com a inser¢éio de niveis crescentes de 5%, 10%
e 15% das tortas detoxificadas na dieta dos animais. Os resultados da detoxificagdo
da torta de pinhdo-manso foram conferidos por analise em HPLC, sendo possivel
constatar a redugdo do teor de ésteres de forbol de 3,19 mg.kg'l, na torta ndo tratada,
para 0,00 mg.kg™. Nas tortas de mamona, 100% de redugdo da ricina, naturalmente
presente na torta de mamona, foram conferidos pela técnica de eletroforese. A
composicao centesimal apds o tratamento ndo apresentou diferencas significativas.
A microscopia eletronica de varredura mostrou as modificagdes ocorridas em ambas
as tortas. Os inibidores de tripsina ndo foram reduzidos da torta de pinhdo-manso. Ja
para a torta de mamona houve uma redu¢do expressiva, de 24,26 UTI para 0,00
UTIL No teste in vivo, os animais alimentados com a torta de pinhdo-manso
detoxificada apresentaram reagdes de intoxicagdo, como diarreia, perda de peso, de
pelo e de apetite, chegando ao dbito alguns animais alimentados com a ragdo
contendo 15% de torta detoxificada. Os animais alimentados com a torta de
mamona detoxificada apresentaram reacdes de tolerdncia para os trés niveis
testados, como ganho de peso superior ao dos animais alimentados com a dieta
controle (isenta de torta). Ao final deste estudo foi possivel sugerir o uso do
processo desenvolvido para a detoxifica¢@o da torta de mamona, possibilitando seu
uso como complemento proteico da racdo de outros animais, nos niveis testados. Ja
para a torta de pinhdo-manso ainda se fazem necessarios mais estudos para a sua
completa detoxificagdo.

Palavras-chave:  Detoxificacdo.  Biodiesel. = Pinhdo-manso. = Mamona.
Complementos Alimentares.



ABSTRACT

The main waste arising from the process of extraction of jatropha and
castor oil are cake , bran and husk . Cakes could be used as a protein supplement
in animal feed , but the toxic properties present in the material prevents their use
for this purpose . Therefore the aim of this study was to develop a process to
detoxify the waste arising from the extraction of oil from jatropha and castor
bean. The developed technology has major advantages as low cost, simplicity
and ease of access for small farmers, these characteristics that give an innovative
character to the detoxification process. For this was used oxidation reactions of
the type homogeneous Fenton treatment for detoxification. Detoxified cakes
were then characterized for the presence of toxic substances in each.
Subsequently, the chemical composition tests were performed to ensure the
nutritional quality of detoxified material. The scanning electron microscopy was
used to verify the physical changes of materials. Besides testing for the presence
of trypsin inhibitors as anti-nutritional element. To ensure the overall efficiency
of the process was conducted in vivo test by inserting increasing levels of 5 , 10
and 15 % of cakes detoxified in the diet . The results of detoxification Jatropha
cakes were checked by HPLC analysis , where it was possible to reduce the
content of phorbol esters of 3.19 mg / kg in untreated cake to 0.00 mg / kg . In
castor bean cakes 100 % reduction of ricin , naturally present in castor bean ,
was conferred by electrophoresis . The proximate composition after treatment
showed no significant differences. The scanning electron microscopy showed
the changes occurring in both cakes. Trypsin inhibitors were not reduced Cake
jatropha. As for the castor bean was a significant reduction of 24.26 to 0.00 UTI
. In the in vivo test , the animals fed the cake detoxified jatropha had reactions of
intoxication , such as diarrhea , weight loss , and appetite at arriving to death
some animals fed the diet containing 15 % of cake detoxified . The animals fed
detoxified castor bean showed tolerance reactions to the three levels tested , as
higher weight gain to eat animals fed control diet ( free of cake ) . At the end of
this study we can suggest the use of the process for the detoxification of castor
bean, enabling its use as a protein supplement to the diet of other animals, in
both levels. As for the jatropha cakesfurther studies to complete their
detoxification is still needed.

Keywords: Detoxification. Biofuel. Jatropha. Ricin. Food supplements.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Sdo utilizadas diversas matérias-primas para a fabrica¢do de biodiesel,
sendo a soja a principal, dentre gordura animal, algas e outras oleaginosas
(FIGUEIREDO; FARIAS FILHO, 2009).

Segundo dados de Brasil (2013), o biodiesel ndo tem prego competitivo,
quando comparado com o diesel de petrdleo. Com isso, a maior preocupacdo
com o custo final do produto se deve ao custo inicial com a matéria-prima, que €
responsavel por aproximadamente 80% do custo total da produgéo do 6leo. Com
isso, a busca continua por novas matérias-primas que atendam a todos os
requisitos para a obten¢do de um biodiesel de qualidade, de maior rendimento,
dentre outros fatores que contribuam para a redugdo do custo final desse
biocombustivel, é ainda um desafio técnico cientifico.

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) e a mamona (Ricinus communis
L.) sdo oleaginosas bastante estudadas, principalmente pelo seu alto potencial de
rendimento e as propriedades que o 6leo oferece. Enquanto a soja produz 500 kg
de 6leo/ha, o pinhdo-manso tem capacidade produtiva de 1.500 kg de 6leo/ha e a
mamona, 450 kg de dleo/ha (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA
AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2013). O processo de extragio do 6leo para a
fabrica¢@o de biodiesel ou outro material, a partir de pinhdo-manso ou mamona,
gera a glicerina, a torta e os farelos.

A torta e o farelo sdo produzidos durante a extracdo do dleo, sendo dois
importantes coprodutos da cadeia produtiva dos o6leos de pinhdo-manso e
da mamona. Durante a extragdo mecénica, ¢ produzida a torta e, na extragdo do
60leo por solventes, obtém-se o farclo. Esses dois coprodutos sfo,

frequentemente, utilizados como adubo por apresentarem quantidades
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significativas de macro e de micronutrientes, até porque a torta e o farelo t€m,
em sua constituicdo, substancias toxicas e antinutricionais que impossibilitam
uma destinag¢do mais nobre, além da utilizagdo como adubo.

Outro obstaculo sdo os inibidores de tripsina, que representam um
consideravel empecilho para a inclusdo da torta de mamona e de pinhdo-manso
na alimenta¢@o animal, considerando seus efeitos de redug@o na digestibilidade
de proteinas, isso porque a atividade dos inibidores de tripsina nem sempre ¢
eliminada apds o processo de detoxificacéo.

O foco principal deste projeto ¢ tratar a torta e/ou o farelo, gerados na
extragdo dos oleos a partir dessas oleaginosas, tornando viavel a sua utilizagao
como complemento proteico na alimentag@o animal e, por consequéncia, agregar
maior valor ao produto final.

As tortas detoxificadas se tornariam um alimento alternativo, de baixo
custo com alto valor nutricional. A importancia da sua utiliza¢do como ragdo
também se da pela quantidade significativa de proteina, nitrogénio, potassio e
fosforo encontrados na torta/farelo, além de outros componentes nutricionais
importantes na alimenta¢do animal.

Até o momento, ja existem diversos processos de detoxificagdo para as
tortas de pinhdo-manso ¢ de mamona relatados na literatura (ANANDAN et al.,
2005; JIN et al, 2010; KHARE et al., 2011; MAKKAR et al., 2010;
MARTINEZ-HERRERA et al., 2006; RAKSHIT et al., 2008). Esses tratamentos
utilizam agentes fisicos e quimicos. Porém, devido ao alto custo desses
processos, que os tornam industrialmente invidveis, as tortas estdo sendo
utilizadas como adubo.

Para a detoxificagdo da torta/farelo de pinh@o-manso, propde-se, neste
projeto, principalmente, a realizacdo de reagdes de oxidagdo dos componentes
toxicos com a utilizag@o de catalisadores homogéneos. Além disso, também sera

realizado teste in vivo com a inser¢do de teores crescentes de ambas as tortas
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tratadas na alimentagdo de ratos Wistar, a fim de confirmar a eficiéncia do

processo de detoxificacdo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biocombustiveis como fontes de energia renovavel

A crise do petroleo tem motivado a busca por recursos energgticos
alternativos. O biodiesel se destaca entre eles como um dos mais promissores da
atualidade devido, particularmente, a sua natureza quimica e a diminui¢do da
emissdo de gases poluentes, quando comparados com os emitidos pelos
combustiveis fosseis. Com isso, a preocupacdo com a crise energética mundial
incentiva a realizacdo de varios estudos, com o objetivo de tentar minimizar os
impactos gerados, como, por exemplo, o efeito estufa e o aquecimento global.

No Brasil, as fontes de energias renovaveis sdo particularmente de maior
interesse, devido ao fato de que a principal fonte de energia do pais ¢ o petrdleo,
produto de origem mineral e alto custo e proveniente de fonte de energia ndo
renovavel. Esse fato justifica o grande interesse em biocombustivel que, além de
ser de origem vegetal renovavel, é de mais facil producdo, quando comparado ao
petroleo (BERMANN, 2008).

Os biocombustiveis sdo derivados de matérias agricolas, como plantas
oleaginosas, por exemplo, a mamona e o pinhdo-manso, além
de biomassa florestal e de gordura animal, dentre outras matérias organicas. Os
biocombustiveis podem ser classificados como etanol de primeira e segunda
geragdo, biodiesel, biogas, biomassa, biometanol, bioéter dimetilico, bio-ETBE
(bioéter etil-terc-butilico), = bio-MTBE (bioéter  metil-terc-butilico),
biocombustiveis sintéticos, bio-hidrogénio, sendo os mais importantes o etanol
de primeira geracdo, o biodiesel ¢ o biogas (FIGUEIREDO; FARIAS FILHO,
2009).

O biodiesel é um combustivel renovavel, constituido de ésteres

monoalquilicos de 4cidos graxos derivados de o6leos ou gorduras vegetais ou
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animais. Pode ser obtido por meio da transesterificagdo de triglicerideos com um
alcool de cadeia curta (etanol ou metanol) na presenga de um catalisador (acido,
basico ou enzimatico) (PINTO et al., 2005).

No processo de producdo do biodiesel sdo obtidos os ésteres metilicos
de 4cidos graxos (biodiesel) e a glicerina (subproduto, valorizado no mercado de
sabdes, industria de cosméticos e também em estudos para utilizagdo em ragdes
animais). Além da glicerina, sdo produzidos outros coprodutos, como as tortas e
os farelos. que podem constituir outras fontes de renda importantes (ABDALLA
et al., 2008). Com o aumento da produgdo de biodiesel cresce também a

preocupacéo com o volume de coprodutos gerados por essa atividade.

2.2 Coprodutos do processo produtivo do Biodiesel

Segundo dados da Agéncia Nacional do Petroleo (ANP), atualizados em
julho de 2013, a producdo brasileira de biodiesel até maio de 2013 foi de,
aproximadamente, 1,15 bilhdo de litros. Trata-se do maior patamar para os cinco
primeiros meses do ano. Em abril, a producdo das usinas de biodiesel
estabeleceu um novo recorde mensal, de cerca de 257 milhdes de litros. O
processo de produgdo do biodiesel gera um grande volume de coprodutos (tortas,
farelos e cascas) que, com a expansdo da cadeia produtiva do biodiesel,
necessitara de uma destinagdo correta e preferencialmente sustentavel (ASSIS et
al., 1962). Somente no processo de extragdo de 1 kg do 6leo de mamona ou de
pinhdo-manso sdo gerados cerca de 0,6 kg de coprodutos, dentre eles a torta e o
farelo.

O Brasil, devido ao clima favoravel para essa vegetagdo, tem uma
diversidade de oleaginosas que sdo utilizadas na fabricacdo de biodiesel. Dentre
essas oleaginosas destacam-se a soja (Glycine max), o girassol (Helianthus

annuus), a mamona (Ricinus communis L.), o dendé (Elaeis guineensis), o
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pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), o nabo forrageiro (Raphanus sativus), o
algoddo (Gossypium spp. L.), o amendoim (Arachis hypogaea), a canola
(Brassica napus), o gergelim (Sesamum arientale), o babagu (Orrbignya
speciosa) e a macauba (Acrocomia aculeata). Atualmente, as principais
oleaginosas utilizadas para a producdo de biodiesel sdo a soja, o algoddo, o
amendoim e o girassol. Porém, outras oleaginosas também despertam grande
interesse, como o pinhdo-manso ¢ a mamona (BIODIESELBR.COM, 2011;
PETROBIO, 2013; STORCK BIODIESEL, 2013).

A possibilidade de utilizar biomassas oriundas dos coprodutos
agroindustriais para produzir novos materiais tem chamado a atencdo de muitos
pesquisadores. Esses coprodutos constituem matéria-prima renovavel, de baixo
custo ¢ sua utilizag@o possibilita 0 aumento da renda do produtor sem aumentar
0 custo com a produgdo ¢ a area plantada (ABDALLA et al., 2008). Dessa
forma, além de agregar valor a um coproduto, promove-se a redugdo do seu
impacto ambiental.

Tem sido demonstrado, em estudos, que as tortas de mamona ¢ de
pinhdo-manso séo ricas em proteina bruta, no entanto, apresentam altos teores de
compostos toxicos e antinutricionais. Portanto, se tratados (detoxificados), esses
coprodutos poderiam ser utilizados como complemento na dieta animal,

funcionando como fonte de energia para ruminantes, monogastricos € aves.

2.3 Utilizacao das tortas na alimentacio de animais ruminantes

Na criagdo de animais de corte, os gastos com alimentagio representam
um dos principais componentes do custo da producdo. Com isso, alimentos
alternativos e de baixo custo representam uma forma de maximizar os lucros. A

agroindustria gera grandes quantidades de coprodutos que, muitas vezes, tém
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valores nutritivos potenciais ¢ podem ser utilizados na alimenta¢do animal
(GOES et al., 2008).

O Brasil importa insumos para compor ragdes animais. Além disso, em
regides como o semiarido brasileiro (local onde a mamona € extensamente
cultivada), a exploracdo de animais domésticos € limitada pelas condigdes
climaticas. Durante épocas secas, ocorre uma diminuicéo da disponibilidade de
forrageiras e o amadurecimento fisiologico da planta com condi¢des de
lignificagdo mais intensa, resultando em reducdo da digestibilidade, proteina e
alguns minerais importantes.

O uso das tortas, de pinhdo-manso e mamona, na alimentagdo animal
apresenta-se como uma alternativa importante, reduzindo a necessidade de
importagdo de insumos para a complementagdo de ragdo e suprindo a
necessidade alimentar de animais de regides, nas quais, principalmente em
épocas de seca, a escassez de alimento (diminui¢do das forrageiras) é um fator
de muita preocupagdo (RIBEIRO; VELOSO, 2006; STIRPE et al., 1976).

Virios estudos apontam essas tortas com grande potencial para uso
como complemento nutricional na alimentagdo animal. Contudo, existem
algumas desvantagens, como fatores antinutricionais (fitatos e inibidores de
tripsina) e compostos toxicos (ricina e ¢ésteres de forbol), além de alguns
compostos alergénicos (MAKKAR et al., 1997, MARTINEZ-HERRERA et al.,
2006). Mesmo apresentando essas desvantagens, esses materiais podem ser
utilizados, desde que recebam tratamentos adequados para a reducdo ou a
eliminagdo desses fatores.

Os processos de detoxificagdo das tortas de pinhdo-manso e de mamona
tém chamando a aten¢@o dos pesquisadores, pelo alto valor nutricional que elas
apresentam. Este fato chama a atengéo em virtude da necessidade de remogao ou
da inativacdo dos componentes toxicos, visando ao potencial aproveitamento,

apos a extragdo do dleo, da torta ou do farelo como ingrediente de ra¢do animal.
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Todos os processos de detoxificacdo desenvolvidos até o momento requerem a
aplicagdo de temperaturas elevadas, o que torna o processo altamente
dispendioso.

O presente projeto vem apresentar uma proposta de utilizacdo de
catalisadores no processo de detoxificacdo das tortas de pinhdo-manso e de
mamona. Esses catalisadores sdo sais de ferro que apresentam baixo custo
econdmico. Além disso, a temperatura utilizada durante o processo de
detoxificacdo serd a mais proxima da temperatura ambiente possivel. O uso
desses catalisadores e da ndo utilizacdo da etapa de aquecimento tem a

finalidade de tornar o processo vidvel economicamente.

2.3.1 Pinhao-manso (Jatropha curcas L.)

O pinh3o-manso, Jatropha curcas L., é um tipo de vegetagdo
caracteristica de areas cujo solo é pouco fértil e o clima ¢ desfavoravel para a
cultura da grande maioria de vegetais, hortali¢as e leguminosas. A vegetagdo de
pinhdo-manso é resistente a doengas ¢ os insetos ndo o atacam, devido ao latex
caustico que escorre das folhas, quando arrancadas ou feridas. Seu ciclo
produtivo pode chegar a 40 anos ¢ manter a média de produtividade de 2 t/ha,
segundo Azevedo ¢ Lima (2001). Essa oleaginosa pode ser considerada uma das
mais promissoras das regides sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil, quando
0 objetivo ¢ de substituir o diesel de petrdleo.

A semente de pinhdo-manso fornece de 40% de dleo extraido com
solventes e de 30% a 35%, em caso de extragdo por expressdo (trituracdo e
aquecimento da semente). O coproduto gerado depende do tipo de extragio
realizada; se realizado por extragio mecéanica, ¢ chamado de torta; se por

solventes, é chamado de farelo.
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A torta de pinhdo-manso € rica em nitrogénio, potassio, fosforo e
matéria organica, além de conter, aproximadamente, 8% de oleo residual,
porém, ndo pode ser utilizada diretamente na alimentacdo animal, devido a
componentes toxicos presentes nas sementes. Por esse motivo, atualmente, tem
sido muito utilizada como adubo. Essa toxicidade, por muito tempo, foi
atribuida a uma lectina denominada curcina, porém, apds muitas pesquisas e
relatos na literatura, descobriu-se que essa atividade toxica estd relacionada com
a presenca de uma complexa mistura de ésteres (Figura 1) tetraciclico diterpeno,
que apresentam atividades carcinogénicas e acdo inflamatéria (MAKKAR;

ADERIBIGBE; BECKER, 1998; MAKKAR; BECKER, 1999).

Figura 1 Estruturas moleculares do tigliane (molécula do meio) e de ésteres de
forbol
Fonte: Chies (2013)
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Até o momento, seis moléculas diferentes de ésteres de forbol foram
identificadas na semente da planta. Acredita-se que outras possam existir, mas
que ainda nfo foram identificadas, tornando este estudo um grande desafio para
os pesquisadores. Essas moléculas de ésteres de forbol tém a estrutura de
tigliane como um nucleo comum e que se diferenciam pelas cadeias laterais
ligadas a fungdo éster (CHIES, 2013). O arranjo estrutural dessas moléculas vai
conferir ao pinhdo-manso a caracteristica de ser mais ou menos toxica. A
molécula de 12-dioxi-16-hidroxiforbol-4’-[12°,14’-butadienil]-6’-[16°,18°,20’-
nonatrienil]-biciclo[3.1.0]hexane-(13-0)-2’-[carboxilato]-(16-0O)-3’-[8’-
butenoico-10’]ato (DHPB) ¢ um dos ésteres de forbol identificados nas sementes
de Jatropha curcas L. (MAKKAR; BECKER, 1999). A concentragido de ésteres
de forbol na torta pode ser baixa, porém, sua ac¢éo toxica ¢ muito alta.

Os ésteres de forbol tém a¢@o inflamatdria ¢ podem provocar diarreia,
falta de ar, desidratacdo e até levar ao ébito de animais. Eles também agem no
desenvolvimento de tumores em organismos que apresentem alguma

predisposicdo (CHIES, 2013).

2.3.2 Mamona (Ricinus comunis L.)

A mamona, Ricinus comunis L., produz sementes ricas em 6leo glicidico
soltveis em alcool. O 6leo de mamona ¢ matéria-prima para varias aplicacdes.
Pode ser cultivada em varias regides do pais, sendo a regido nordeste a principal
produtora de mamona, sendo responsavel por mais de 90% da producéo nacional
(SEVERINO et al., 2006). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE (2013), a safra desta oleaginosa, até¢ agosto de 2013, foi de
15,3 mil toneladas.

Segundo pesquisas de desenvolvimento de novas tecnologias, o dleo de

mamona ¢ considerado matéria-prima do futuro, ja que a mamona ¢ uma planta
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adaptada ao solo brasileiro, podendo ser cultivada em qualquer parte do pais
(CHIERICE; CLARO NETO, 2001). Contudo, o 6leo era utilizado na obten¢ao
do biodiesel, principalmente por apresentar solubilidade em metanol e nio
necessitar de calor e do consequente gasto de energia, que requerem outros 6leos
vegetais em sua transformagdo para o combustivel (AZEVEDO; LIMA, 2001).

O o6leo de mamona ¢ também chamado de o6leo de ricino e,
internacionalmente, como castor oil. A importincia do 6leo de mamona ¢
evidenciada por meio da vasta aplicacdo industrial em que os derivados sdo
sintetizados pelas respectivas reagcdes na molécula do grupo hidroxila. O éleo de
mamona tem utilizagdo direta no processo produtivo de cosméticos (SAVY
FILHO; BANZATTO; BARBOZA, 1999). Ressalta-se seu uso também na
biomedicina, na elaboragdo de proteses, com destaque em cirurgias osseas de
mama ¢ de prostata (BANCO DE DESENVOLVIMENTO DE MINAS
GERALIS - BDMG, 2000). O 6leo de mamona é também utilizado, em grande
escala, na fabricagdo de tintas, vernizes e sabdes.

Como lubrificante, a importancia do 6leo de mamona deve-se ao seu
poder de queimar sem produzir coprodutos e sem perder a viscosidade,
apresentando caracteristicas superiores as dos derivados de petréleo, que sdo
utilizados em motores de alta rotagdo (COELHO, 1979). A utilizacdo do 6leo de
mamona também pode reduzir a emissdo de gases responsaveis pelo efeito
estufa, como o gas carbdnico e o enxofre, conferindo ao 6leo uma condic¢do
especial e diferenciada, ao ponto de despertar grande interesse no mercado
internacional (BELTRAO, 2003). Como aditivo, ¢ usado em tanques de avides e
foguetes, impedindo que o querosene se congele em voos de 5.000 metros,
sempre que a temperatura atinge a 50 °C abaixo de zero (CARVALHO, 1991).
Segundo Fornazieri Junior (1986), isso somente ¢ possivel devido a alta

resisténcia do oleo ao escoamento e¢ de sua forte viscosidade, que sdo
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responsaveis pela formacdo de uma pelicula envolvente e isoladora do contato
direto da superficie do equipamento em que o o6leo ¢ utilizado.

O processo de producdo de 6leo de mamona gera, principalmente, dois
tipos de coprodutos, a casca e a torta. Com 100 kg de mamona obtém-se 25 kg
de casca e 37,5 kg de torta. A casca e a torta de mamona, juntas, correspondem a
62,5% da massa da baga (IBGE, 2011). O principal uso da torta de mamona tem
sido como adubo orgéanico. Na alimentacdo animal, o seu uso ¢ limitado pela
presenca da proteina ricina, em pequena quantidade, a ricinina e principios
alergénicos (EVANGELISTA; LOPES; ABREU, 2007).

A ricina (Figura 2) é uma proteina presente nas sementes da mamona,
considerada a mais potente toxina de origem vegetal. Ela pode ser classificada
como uma lectina, ou seja, uma proteina que tem um sitio receptor especifico
para um agucar ou uma unidade de oligossacarideo. Pertence a familia das
lectinas A-B, compostas por duas cadeias, A e¢ B, ligadas por uma ligac¢do de
dissulfeto, como representado na Figura 2 (OLSNES; KOZLOV, 2001). A
lectina A tem atividade enzimatica ¢ a lectina B, um sitio de liga¢do especifico
ao agucar galactose.

A ricina também ¢ classificada dentro de um grupo especial de proteinas
denominadas RIPs (do inglés Ribosome-Inactivating-Proteins), ou proteinas
inativadoras de ribossomos. As proteinas desse grupo sdo capazes de entrar nas
células e se ligar a ribossomos, paralisando a sintese de proteinas e causando
morte celular. Esse processo pode ser denominado de ribotoxicidade ou

toxicidade (LIMA, 2006).
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Figura 2 Estrutura da molécula da ricina
Fonte: Hartley e Lord (2004)

O processo de toxicidade, ocasionado pela ricina, se manifesta em varias
etapas. Resumidamente, é possivel verificar desde a entrada a atuagdo na célula.

A ricina entra na célula e impede a produgdo de proteinas, levando a
célula a morte. Isso porque a cadeia B se liga a glicolipideos e a glicoproteinas,
contendo coprodutos de galactose que estdo presentes na superficie da parede
celular. Essa ligagdo facilita a entrada na célula e o transporte de uma célula para
outra, com a formac¢do de endossomas (BALDONI, 2010). Os endossomas, com
a ricina, sdo transportados para o complexo de Golgi, porém, algumas moléculas
podem voltar a superficie celular por exocitose, ou ser degradadas em
lisossomas. A ricina ¢, entdo, transportada retrogradamente ao reticulo
endoplasmatico (RAPAK; FALNES; OLSNES, 1997).

Nesta etapa, a ligacao dissulfidica € clivada enzimaticamente (OLSNES;
KOZLOV, 2001), ou seja, ha a redugdo das pontes dissulfeto entre as cadeias A
e B, por agdo da enzima isomerase de dissulfeto. Ocorre, entdo, desenrolamento

parcial da cadeia A, de modo a permitir a translocagdo pela membrana do
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reticulo endoplasmatico, tal como acontece com as proteinas mal enroladas que,
uma vez reconhecidas, sdo degradadas por proteinas associadas ao reticulo
endoplasmatico (LIU; ZHAN, 2006; ROBERTS; SMITH, 2004).

A cadeia A ¢ translocada ao citosol, onde a sintese proteica € cataliticamente
inativada pela depurinacdo de uma adenina critica do fator de elongacdo, ligando
o sitio numa estrutura de base do loop de rRNA.

Com isso, ocorre a inibicdo da sintese proteica que, por si so, podera
levar a morte celular. Essa inativacgdo ¢ tdo eficiente que uma tnica cadeia A no
citossol inativa, aproximadamente, 1.500 ribossomos por minuto (AUDI et al.,

2005).

2.4 Inibidores de tripsina

Os inibidores de tripsina sdo proteinas da classe das globulinas e estdo
largamente distribuidos no reino vegetal, onde aparecem em grandes
quantidades nas leguminosas, nas gramineas e nas solanaceas. A maioria destes
alimentos, quando crus, apresenta elevada atividade do inibidor de tripsina
(FREITAS et al., 2012).

A tripsina se liga a proteinas até que esteja em excesso. Quando isso
acontece, a tripsina livre envia um sinal ao pancreas, para reduzir a sintese de
tripsinogénio. Porém, quando o inibidor se liga a tripsina, a secreg¢do pelo
pancreas do tripsinogénio é maior (SILVA, 2013). Isso resulta em hipertrofia do
pancreas, uma resposta bioldgica reversivel que ndo ocasiona dano ao 6rgdo ou a
sua fun¢do. A reduglo do crescimento causada por esses inibidores pode ser
consequéncia da perda endogena de aminoacidos essenciais, os quais sio
secretados pelo pancreas hiperativo, pois a tripsina € a quimotripsina sio
particularmente ricas em aminoacidos sulfurados (LIENER, 1991; RACKIS;
GUNBMANN; LIENER, 1985).
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Kakade et al. (1974) observaram que o inibidor de tripsina € rico em
cisteina. Dessa forma, a resisténcia do inibidor de tripsina ao ataque de enzimas
digestivas é um fator importante para a baixa disponibilidade de cisteina. Isso ¢
importante porque o teor de cisteina no inibidor de tripsina chega a 15,5 g/16 g
de N, enquanto, na amostra integral, ¢ de apenas 1,0 g/16 g de N. Os inibidores
dessa enzima digestiva, a tripsina, quando presentes na dieta, deduzem a
atividade de enzimas pancreaticas, reduzindo a digestibilidade de proteinas e a
absor¢do de aminoacidos. Com isso, interferem negativamente no

desenvolvimento do animal (JACINTO, 2007).

2.5 Processos de detoxificacdo

Ja existem diversos métodos para promover a detoxificagdo da torta de
pinhdo-manso ¢ de mamona. Tais métodos utilizam processos fisicos ¢ agentes
quimicos, porém, uma das etapas seria a utilizacdo de temperatura elevada
(acima de 100 °C) e pressdo (autoclave) (ANANDAM et al., 2005).

Os tratamentos descritos na literatura, relativos a remog¢do de ricina
presente na torta da mamona e dos ésteres de forbol no pinhdo-manso, sdo
realizados por meio de tratamentos fisicos e quimicos. A seguir, sdo mostrados

esses tratamentos, de acordo com as respectivas oleaginosas.

2.5.1 Processos de detoxificacio do pinhdo-manso

Em relagdo as pesquisas realizadas até o momento, ainda ndo foi
possivel obter metodologias de baixo custo e eficazes para detoxificacdo das
tortas de pinhdo-manso, principalmente visualizando seu uso para rag¢éo animal e

em maior escala.
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A presenga de substincias toxicas, ésteres de forbol, restringe a sua
utilizacdo como racdo animal. A elimina¢do dessas substincias requer a
degradacdo destes ésteres de forbol. Na tentativa de mostrar que grandes
trabalhos estdo sendo desenvolvidos para este fim, descrevem-se, a seguir,
alguns processos de detoxificagdo.

Apesar de os trabalhos que serdo apresentados a seguir mostrarem a
reducdo dos componentes toxicos, todos apresentam como desvantagens a
inviabilidade econdmica industrial do processo, pela utilizacdo de temperaturas
mais altas e/ou varias etapas que exigem diferentes tipos de maquinarios e/ou
reagentes quimicos.

Martinez-Herrera et al. (2006) pesquisaram diferentes tratamentos com a
semente de pinhdo-manso, na tentativa de neutralizar os antinutrientes presentes
nelas. Os inibidores de tripsina foram facilmente inativados com o aquecimento
umido, a 121 °C, por 25 minutos. Os niveis de fitato foram ligeiramente
diminuidos por irradiacdo de 10 kgy. O contetido de saponina foi reduzido pela
extragdo de etanol e de irradiagdo. A extragdo com etanol, seguida de tratamento
com NaHCO; 0,07%, diminuiu consideravelmente a atividade da lectina. O
mesmo tratamento também diminuiu em 97,9% o contetdo de éster de forbol. A
digestibilidade in vitro da farinha desengordurada ficou entre 78,6% e 80,6% e
aumentou para cerca de 86%, no tratamento térmico.

Rakshit et al. (2008) descrevem a degradagdo de ésteres de forbol por
tratamentos alcalinos e calor. Apés o tratamento, o teor de ésteres de forbol foi
reduzido até 89%, na farinha de sementes inteiras e descascadas. Os estudos de
toxicidade foram conduzidos em ratos machos em crescimento, em que a farinha
detoxificada foi utilizada como fonte alimentar. Todos os ratos tiveram redu¢do
do apetite e a ingestdo de dieta foi acompanhada por diarreia baixa. Os ratos
também exibiram atividade motora reduzida. Os ratos alimentados com refei¢des

tratados apresentaram mortalidade tardia, em comparacdo com a ndo tratada.
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Houve mudangas significativas, tanto em termos de consumo de alimentos como
ganho de peso corporal. Exame macroscopico dos orgdos vitais indicou atrofia
em relagdo ao controle, que foram os ratos alimentados apenas com caseina. No
entanto, o exame histopatoldgico de varios 6rglos vitais ndo revelou qualquer
alteragdes microscopicas, sugerindo que a mortalidade de ratos ocorreu devido a
falta de ingestdo de alimentos, diarreia e emagrecimento. Novos estudos estdo
em andamento para a detoxificacdo completa do pinhdo-manso.

Makkar et al. (2009) quantificaram ésteres de forbol nas fragdes obtidas
em diferentes estagios de pré-tratamento de Oleo durante a producdo de
biodiesel. Alguns ésteres de forbol foram removidos nas aguas de lavagem. Isso
implica no cuidado ao descartar a dgua de lavagem no meio ambiente.
Tratamento de desodorizacdo a 260 °C, a 3 mbar, com inje¢do de vapor de 1%,
degradou completamente os ésteres de forbol.

A patente de Makkar et al. (2010) descreve a detoxificacdo da pinhdo-
manso, em que as sementes sdo lavadas com agua a 60 °C e deixadas por 1 hora,
depois ajusta-se com base (NaOH 6 mol.L™") até pH 11 e deixando-se em
repouso durante 15 minutos. A mistura ¢, entdo, centrifugada e o sobrenadante
coletado. Posteriormente, HCI 1 mol.L" é adicionado até pH 8, seguido de
alcool para a obten¢do de um precipitado e, por ultimo, separacio e lavagem do
coproduto gerado. Foi adicionada a solug@o etanol 95%, deixando-se sob
agitagdo por 30 minutos e centrifugando-se por 10 minutos. O precipitado foi
coletado e lavado novamente com etanol, deixado sob agitagdo, por 5 minutos e
centrifugado por 10 minutos. O precipitado foi seco a 40 °C. Com esse
tratamento nao foram detectados ésteres de forbol na amostra tratada.

Khare et al. (2011) descrevem a degradagdo completa de ésteres de
forbol por Pseudomonas aeruginosa, durante o estado de fermentagdo da

semente isenta oleo. Esteres de forbol estavam completamente degradados em
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nove dias sob condi¢des de fermentagdo otimizadas. Esse processo ndo é viavel

economicamente para a degradagdo completa dos ésteres de forbol.

2.5.2 Processos de detoxificacio da mamona

Assim como o pinhdo-manso, para a mamona ainda nio foi apresentada
uma solu¢do viavel, economicamente, para a retirada dos componentes toxicos.

Varios trabalhos estdo sendo desenvolvidos para este fim e serfio
descritos a seguir. Como desvantagem, em todos os trabalhos foi observada a
inviabilidade econdmica para processos em escala industrial.

Beltrao (2003) desenvolveu dois métodos de detoxificagdo. O primeiro
foi cozinhar, por uma e o segundo, por duas horas, a mistura de torta moida e
agua, com mudanca da 4gua apds cada fervura, levando a redug@o da ricina.

Anandan et al. (2005) desenvolveram cinco métodos de processamento
fisicos, ou seja, imersdo, vapor, fervura, autoclavagem e aquecimento, em
intervalos de tempo diferentes e seis tratamentos quimicos, ou seja, amonia,
formaldeido, cal, cloreto de sodio, acido tanico e hidréxido de sédio, utilizando-
se diferentes concentra¢des para detoxificar o coproduto. Eles concluiram que o
tratamento de 1.000 g de torta em autoclave, a 2 bar, por 60 minutos, remove
100% da ricina. Os mesmos autores afirmam que o tratamento de 1.000 g da
torta com 40 g de hidréxido de calcio (Ca(OH),), a temperatura em torno de 60
°C, também reduz a ricina em 100%.

De acordo com Asqueri (2013), a detoxificagdo da torta de mamona
também pode ser feita por meio de processos de extrusdo combinados com
outras variaveis, como adi¢do de acidos, bases, sais e enzimas, cisalhamento e
aquecimento da torta a temperaturas que variam de 80 °C a 140 °C, a seco,

umido ou vapor, com diferentes tempos de exposicdo ao calor.
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A patente de Jin et al. (2010) divulga um método de detoxificacdo da
mamona por meio da tecnologia de extrusdo. O método elimina a ricina por
meio de alta temperatura, além de aplicacdo de alta pressdo e adi¢do de aditivos
quimicos e a aplicagdo de procedimentos, como peneiramento, refrigeracdo e
similares. O método mostrou que o contetudo de ricina apods a detoxificagdo pela
extrusdo ¢ menor ou igual a 0,015%. Em experimentos in vivo comprovou-se
que a metodologia de detoxificacdo por extrusdo pode ser seguramente utilizada

na detoxificacdo da torta.

2.5 Processos oxidativos avancados (POA)

Uma grande preocupag¢do com a preservagdo ambiental, inerente da
conscientizagdo dos riscos a satde humana, vem motivando esforgos para
minimizar a contaminacdo do meio ambiente. Alguns desses esfor¢os sdo a
imposicdo de legislagdes mais restritivas, que visem a reducdo da quantidade e
da toxicidade das emissdes, além da reciclagem e do reuso de coprodutos, a
adaptacdo e a otimizacdo de processos de producdo e a substituigdo de matérias-
primas téxicas. Com isso, nos ultimos anos, os POAs vém despertando grande
interesse na area cientifica e industrial.

Os processos oxidativos avangados (POA) se baseiam em transformar,
por meio de reagdes de degradacdo oxidativa com a presenca de espécies
oxidantes, compostos organicos complexos em moléculas de CO,, H,O e anions
inorganicos (DOMENECH; JARDIM; LITTER, 2001).

Esse processo ocorre por meio do radical hidroxila (OHe), sendo esses
altamente oxidantes (2,8 V). Além disso, os POAs sdo considerados processos
limpos, mas que tém baixa seletividade, possibilitando a oxidagdo de inimeros
compostos organicos (DOMENECH; JARDIM; LITTER, 2001). A geracdo

destes radicais ¢ muito importante para a eficiéncia dos POAs. Quanto mais
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eficientemente estes radicais forem gerados, maior sera o poder oxidativo
(MACIEL; SANT’ANNA JUNIOR; DEZOTTI, 2004). Atualmente, ja se sabe
que os POAs s@o importantes ferramentas, do ponto de vista ambiental. Muitas
pesquisas vém sendo desenvolvidas na tentativa de elucidar ndo s6 os
mecanismos das rea¢des, como também a eficiéncia comparativa dos diferentes
POAs e seu modelamento matematico (RAMOS, 2011; YANG; HU; ITO,
1998). Com isso, muitos métodos ja estdo disponiveis para a geragdo de radicais
livres *OH, utilizando oxidantes fortes (como Oz ¢ H,0,), com ou sem radiag¢do
ultravioleta (UV) e semicondutores (como TiO, e ZnO). Estes também podem
ser ndo fotoquimicos (nfo ocorre absor¢do da luz ultravioleta) ou fotoquimicos
(absorvem luz UV) (CATALKAYA; KARGI, 2009).

O método utilizado neste trabalho ¢ baseado nas reagdes de Fenton, ou
seja, sistema que utiliza H,O, como o agente oxidante, na presen¢a de ions de
Ferro (II).

O reagente de Fenton é uma mistura de H,O, e ions ferrosos, gerando
radical hidroxila. Esse radical ataca os compostos organicos presentes na
solug¢do. Este mecanismo de reacdo, bastante complexo, pode ser representado

pela Equagédo 1.

Fe (II) + H,O, > Fe (IIl) + OH + OH" (Equagdo 1)

O ferro (II) atua como catalisador ¢ a reagdo entre o peroxido é mais
rapida, quando comparado com o ferro (III). Porém, o ferro (III) ¢ mais
vantajoso para a reagdo, considerando que, neste estado de oxidagdo, o ferro é
mais abundante (GOODELL et al., 1997). A decomposi¢do de perdxido por
ferro (III) gera a espécie reduzida ferro (II) (Equagdes 2 a 4). As espécies de

ferro em solugdo aquosa (Fe*" e Fe (I1I)) existem como aquocomplexos.
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Fe (III) + H,0, > FeHOO™ + H" (Equagdo 2)
Fe HOO™ > Fe (I) + HO ,* (Equagdo 3)
Fe (Il) + HO," = Fe (III) + HO , (Equagdo 4)

Essa espécie reduzida também reage com o peroxido e o radical
hidroperéxido (Equagéo5). O ion Fe (III) também pode ser reduzido por esse

radical, gerando OH.

Fe (IIl) + HO," > Fe () + O, + H' (Equagio 5)
HO® +H,0, - HO, + H,0 (Equagio 6)

Os ions de ferro formados podem decompor o H,O, cataliticamente, em
meio acido, a H,O e O,, formando ions ferrosos e radicais.

A Equagdo 6 mostra a atuacdo do H,O, como sequestrador de radical
hidroxila, formando o radical hidroperoxido (HO,"), que apresenta menor
potencial de redug¢do que o HO", prejudicando o processo de degradagdo. Isso
acontece quando ha excesso de H,0,, que faz com que a concentrac¢do de Fe (1)
no meio seja mais baixa do que a de Fe (III), sendo a reagéo entre Fe (II) e H,O,
(Equagoes 2 e 3) muito mais lenta que a decomposicdo de H,O, na presenca de
Fe (II) (Equacdo 1).

O reagente de Fenton tem sido utilizado com sucesso no tratamento de
diversos tipos de efluentes, contendo, por exemplo, clorofenois (KWON et al.,
1999) e surfactantes (LIN; LIN; LEU, 1999), e também na degradagdo de
corantes (SZPYRKOWICZ; JUZZOLINO; KAUL, 2001), e no aumento da
biodegradabilidade do contaminante para posterior tratamento bioldgico (KITIS

et al., 2000).
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3 OBJETIVO GERAL

Este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver uma nova

tecnologia para a detoxificagdo de tortas e farelos oriundos da extracdo de 6leo

de pinhdo-manso e mamona, possibilitando, assim, o uso destes coprodutos na

alimentacdo de animais, agregando valor aos mesmos.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Especificamente, buscou-se, neste trabalho:

a)

b)

d)

desenvolver um novo processo de detoxificagdo de tortas e farelos
de pinhdo-manso e de mamona, utilizando processos oxidativos
avancados e reacdes do tipo Fenton;

testar diferentes tipos de catalisadores a base de ferro, tendo como
base a catalise homogénea, além de aperfeicoar o processo de
detoxificagdo utilizando a menor concentragdo possivel do
catalisador, temperatura o mais proximo da ambiente e o menor
tempo de reacdo.;

testar e garantir que o melhor processo possa preservar as principais
caracteristicas nutricionais nas tortas detoxificadas, necessarias para
complementar a alimenta¢do animal;

realizar teste in vivo, utilizando doses crescentes (de 5%, 10% e
15%) das tortas de pinhdo-manso e de mamona detoxificadas na
alimentacdo de ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, para
garantir que a sugestdo de inserir as tortas tratadas na alimentagéo

animal possa ser feita com seguranca, nas dosagens testadas.
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6 SINTESE DOS CAPITULOS

Esta tese esta dividida em duas partes distintas. A primeira contém uma
introdugdo geral para o melhor entendimento dos assuntos expostos em todo o
desenvolvimento do trabalho e a segunda é composta por trés artigos cientificos
distintos, redigidos de acordo com as normas da revista a que foi ou serad
submetido e nos quais se discutem os resultados encontrados no presente estudo.
Faz-se, a seguir, um breve relato sobre cada um dos trés artigos que serdo

apresentados, com maiores detalhes, no corpo desta tese.

6.1 Descricdo do primeiro artigo: Detoxificacdo das tortas de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.) e de mamona (Ricinus communis L.) por reacdes

oxidativas

Neste artigo estdo relatados os primeiros resultados encontrados para
atingir o objetivo central dessa tese, que € tornar atoxicas as tortas de pinhdo-
manso ¢ de mamona. Para isso, foram escolhidas a torta de mamona, por se
tratar de um coproduto oriundo da extracéo do respectivo dleo, cuja finalidade é
a utilizagdo em diversos segmentos industriais, ¢ a de pinhdo-manso, por ser
uma possivel oleaginosa a ser utilizada na cadeia produtiva de biodiesel. Os
coprodutos tratados neste estudo foram as tortas e os farelos de pinhdo-manso e
de mamona.

Nesse artigo optou-se por um tratamento oxidativo, na tentativa de
destruir as moléculas que tornam estes coprodutos inapropriados para serem
utilizados em outra situacdo diferente de adubacdo e de geracdo de energia por
meio de queima. O tratamento oxidativo se baseia em reacdes do tipo Fenton,
com a utilizacdo de catalisadores homogéneos. Nela sdo produzidos radicais

hidroxilas (OHe) capazes de oxidar as moléculas de ésteres de forbol e ricina em
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moléculas menores. Os radicais hidroxilas (OHe) ndo sdo seletivos, com isso,
outros componentes, como os alérgenos, também foram oxidados e destruidos.

Para a detoxificacdo das tortas/farelos de pinhdo-manso e mamona, esta
sendo proposta, neste artigo, como enfoque principal, a realizagdo de reacdes de
oxidagdo dos componentes tdxicos com a utilizagdo de catalisadores
homogéneos. Para a verificagdo da presenca de ésteres de forbol na torta de
pinhdo-manso foi realizada andlise de cromatografia liquida de alta resolugéo
(HPLC) e, para a determinagdo da presenga de ricina na torta de mamona, foi
aplicado um teste qualitativo com ninidrina e, posteriormente, com os melhores
resultados, foi possivel escolher o tratamento mais adequado e submeter a torta
de mamona a analise de eletroforese para a obtengdo de uma resposta com maior
confianga.

Neste artigo também estdo relatados os resultados que vao elucidar a
eficiéncia do tratamento de detoxificagdo, no sentido de que o mesmo garantiu a
manuten¢do das propriedades nutricionais das tortas de mamona e de pinhdo-
manso. As tortas detoxificadas foram caracterizadas quanto ao teor de celulose,
hemiceluloses, macro ¢ micronutrientes, fibras bruta, detergente neutro (FDN),
detergente acido (FDA) e gordura bruta.

Também foi realizada a microscopia eletronica de varredura (MEV),
com a finalidade de confirmar as possiveis modifica¢bes morfoldgicas do
material pelo tratamento de detoxificagao.

Os resultados mostraram que o tratamento proposto pode ser utilizado
para a retirada dos componentes toxicos para as tortas de mamona e de pinh3o-
manso. Por esses resultados também foi possivel escolher o melhor tratamento
para a detoxificacdo de ambas as tortas, prosseguir com a pesquisa e submeté-las
as demais analises.

Os resultados demonstram a manutencio das caracteristicas nutricionais

das tortas de pinhdo-manso e de mamona detoxificadas e as modificagdes
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morfologicas de ambas as tortas, possibilitando a continuidade da pesquisa com
a realizacdo do teste in vivo.

Os resultados obtidos foram publicados no XXI Congresso de Pos-
Graduag@o da UFLA, no XXVI Encontro Regional da Sociedade Brasileira de
Quimica e no 17° Congresso Brasileiro de Catalise e XXIII Congresso Ibero-
Americano de Catalisis (CBCAT/VII MercoCAT, congresso Internacional), no
V Congresso da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel (congresso
nacional), no III Forum de Quimica Ambiental (congresso nacional) e, no
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), uma patente intitulada
“Detoxicacdo de tortas e farelos de oleaginosas para uso na alimentagdo de
ruminantes". Além das publicacdes, o trabalho sobre a detoxificacdo do pinhéo-
manso foi agraciado com o prémio de Ciéncias Tecnologia ¢ Inovagdo, dado

pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagio.

6.2 Descricio do segundo artigo: Toxicity of cake detoxified Ricinus

communis L. in rats (Rattus norvegicus) Wistar

Este artigo foi redigido conforme normas da revista Food and Chemistry
Toxicology. Nele estdo descritos o teste in vivo, 0 hemograma ¢ a avaliagdo da
presenga de inibidores de tripsina utilizando a torta de mamona. O teste in vivo
foi realizado sob a autoriza¢io do Comité de Etica da Universidade Federal de
Lavras, n® 078/2011. A realizacdo desse teste teve como objetivo confirmar a
eficiéncia do processo de detoxificagdo, principalmente para que a torta de
mamona pudesse ser sugerida, com seguranga, para ser utilizado como
componente proteico na formulagdo de uma racdo animal.

O teste in vivo foi realizado com a introdugdo de torta de mamona
detoxificada para 24 ratos (Rattus norvegicus) albinos, fémeas, da linhagem

Wistar, com 50 dias de idade e pesando em torno de 100 g. As dietas foram
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formuladas de acordo com AIN-93G e em niveis crescentes de adi¢do da torta
detoxificada, com niveis de 5%, 10% e 15%. A dieta considerada controle ndo
tinha, em sua formulag@o, nenhum percentual da torta. Os animais apresentaram
ganho de peso, para as trés doses estudadas, durante todo o tratamento.

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a eutandsia por
deslocamento cervical, incisdo ventral e a exsanguinagdo por anestesia,
utilizando Tiopental® como anestésico, realizada por coleta de sangue do
coracao.

Apds a eutanasia, foi realizada a necropsia, com a retirada dos orgéos
internos (rins, figado, coragdo, bago, cérebro e pulmio), que foram submetidos a
exame histopatologicos. Nao foi observado, nas fotomicrografias, nenhum dano
hepatico em nenhum dos 6rgéos analisados.

Também foram realizados os testes de hemograma, em que os trés
grupos submetidos as dietas experimentais ndo apresentaram diferengas
significativas, quando comparados com o grupo controle.

Também foram realizadas avalia¢des da fun¢do hepatica com dosagens
bioquimicas do soro sanguineo, pela utilizacdo de kits enzimatico-colorimétricos
da Bioclin®. O teste determinou a concentragdo das enzimas aspartato amino
transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA).

Por meio dos exames histopatologicos, de hemograma e da fungfo
hepatica foi possivel sugerir a utilizagdo da torta de mamona detoxificada,
utilizando-se a metodologia proposta no capitulo 1, na composi¢do, como
complemento da dieta de ruminantes, sem causar qualquer prejuizo a saude do

animal.
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6.3 Descricio do terceiro artigo: Toxicidade da torta de pinhdo-manso

(Jatropha curcas L.) em rato (Rattus norvegicus) Wistar

O teste in vivo foi realizado com o objetivo de verificar se era possivel
sugerir a utiliza¢do, com seguranga, da torta de pinhdo-manso na formula¢io de
uma ragdo animal. Ele foi realizado com a autorizagio do Comité de Etica da
Universidade Federal de Lavras, n° 078/2011.

O teste in vivo foi realizado com a introdugio de torta de pinhdo-manso
detoxificada para 24 ratos (Rattus norvegicus) albinos, fémeas, da linhagem
Wistar, com 50 dias de idade e pesando em torno de 100 g.

As dietas também foram formuladas de acordo com AIN-93G e em
niveis crescentes de adicdo da torta detoxificada, de 5%, 10% e 15%. A dieta
considerada controle ndo tinha, em sua formulag¢do, nenhum percentual da torta.

Os animais tiveram perda significativa de peso nas trés doses estudadas,
durante todo o tratamento. As rea¢des mais graves foram observadas nos
animais alimentados com a maior dose de torta de pinhdo-manso detoxificada
(15%), levando-os ao 6bito. Os demais animais apresentaram reagdes menos
agressivas, como diarreia e perda de pelo.

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia por
deslocamento cervical, incisdo ventral e a exsanguinagdo por anestesia,
utilizando Tiopental® como anestésico, realizada por coleta de sangue do
coracdo. Apods a eutanasia, foi realizada a necropsia com a retirada dos érgdos
internos (rins, figado, coracdo, bago, cérebro e pulmio) que foram submetidos a
exames histopatologicos. As fotomicrografias possibilitaram a constatagdo de
diversos danos na maioria dos drgdos dos ratos alimentados com as tortas

detoxificadas.
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Também foram realizados os testes de hemograma ¢ foram observadas
diferengas significativas, nos trés grupos submetidos as dietas experimentais,
quando comparados com os resultados do grupo controle.

Também foram realizadas avaliagdes da fun¢do hepatica com dosagens
bioquimicas do soro sanguineo, por meio da utilizagdo de kits enzimatico-
colorimétricos da Bioclin®. O teste determinou a concentragdo das enzimas
aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT) e fosfatase
alcalina (FA).

Com os exames histopatologicos, do hemograma e da fung@o hepatica
foi possivel concluir que o processo de detoxificacdo para a torta de pinhdo-
manso, proposto neste estudo, ainda precisa ser modificado e requer mais
estudos para poder ser utilizado, com seguranca, na alimentagdo, sem causar

qualquer prejuizo a satde do animal.
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Detoxificacido das tortas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) e de

mamona (Ricinus communis L.) por reacoes oxidativas

Aline G. D. P. Monteiro*"e Mario C. Guerreiro®

* Departamento de Quimica, Universidade Federal de Lavras, 37200-000 Lavras
- MG, Brasil
Abstract

Detoxify waste (cake) obtained in the extraction of oils from jatropha
(Jatropha curcas L.) and Castor bean (Ricinus communis L. ) consists of a new
proposal to develop a project of scientific research and technological innovation
of the biodiesel production chain. Whereas the manufacturing process of
biodiesel from jatropha and castor oil generates waste applicability already
consolidated, such as glycerin used in the cosmetic manufacturing industry , and
others, like cake and underutilized meal as organic fertilizer . Detoxified bran
and cake may be used for the production of food supplements for ruminants , in
view of the significant amount of protein present in this material . With this, the
supply chain of materials from oils such oil shall be greater added value. The
process of detoxification cakes / sharps is the main focus of this work and was
carried through oxidative processes using Fenton -type reactions (CAT / Fe) .
We developed and tested several catalysts (salts of iron (II) and (IIl) pyrazine
oxidized, dipicolinic acid and pyridin-2,6-dicarboxylic acid (PDC) at different
concentrations and the best reaction time. The efficiency of the catalysts was
evidenced by the ability to chemically transform the toxic components into less
complex molecules and non-toxic . The catalyst of Fe (III) and PDC associated ,
in concentrations ranging from 0.02 to 0.20 mmol showed the highest efficiency
for toxic substance removal of both cakes toxicity as compared to other catalysts
tested . From this result, the oxidative process and selected the highest efficiency
for the removal of toxic compounds was 0.100 mmol Fe ( III ) and 0.200 mmol
of PDC and 1.76 mmol of hydrogen peroxide . The reaction time was 24 hours
for the complete detoxification . The results confirmed the efficiency of the
detoxification process using the system with Fe (III) salts and H,O, .

Keywords: Detoxification , Jatropha , Castor , Fenton .
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1 INTRODUCAO

As tortas sdo um dos coprodutos da cadeia produtiva dos Oleos de
pinhdo-manso e de mamona e contém quantidades significativas de proteina na
constituicdo do material. No entanto, ndo podem ser utilizadas diretamente na
alimentacdo animal, devido a presenca de componentes toxicos e
antinutricionais (Makkar e Becker, 1999; Evangelista et al., 2007; Anandan et
al., 2005; Rakshit et al., 2008). Na torta de pinhdo-manso, os problemas sio,
principalmente, os ésteres de forbol (altamente toxicos) (Makkar e Becker,
1999). Na mamona, a grande responsavel pela toxicidade ¢ a ricina, uma
proteina que constitui o principal componente toxico desse material,
(Evangelista et al., 2007).

A toxidez ndo é empecilho para a utilizacdo do o6leo, mas pode
comprometer a viabilidade da cadeia produtiva de produtos que o utilizem, tendo
em vista que impede o uso das tortas como ra¢do na nutri¢do animal, principal
aplicagdo mercadologica dos coprodutos de outras oleaginosas, como a soja. A
concentracdo dessas substincias nas tortas é pequena, porém, com atividade
bioldgica deletéria muito alta.

Até o ano 2020, espera-se que cerca de 7% da produg¢io mundial de
biodiesel (11 bilhdes de galdes) venham de pinhdo-manso (OECD-FAO, 2011),
por causa da sua adaptabilidade climatica ¢ do alto rendimento de 6leo em
relacdo a soja (Singh e Singh, 2010; Giibitz et al., 1999). Uma caracteristica
também importante estd relacionada com o fato de que, ao contrario da soja, o
mesmo ndo ser utilizado para a alimentagdo humana.

Os ésteres de forbol, presentes na torta de pinhdo-manso, estdo inseridos
na classe de substincias quimicas dos diterpenos. Eles tém a¢fo inflamatoria e
podem provocar diarreia, falta de ar, desidratago e até levar a morte de animais

(Chies, 2013).
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Por outro lado, a produ¢io do éleo de mamona foi muito incentivada
como forma de desenvolvimento regional, principalmente na regido nordeste.
Inicialmente, esse 6leo seria utilizado para a producgdo de biodiesel, mas, devido
a presenca de aproximadamente 90% de 4cido ricinoleico em sua composi¢@o, o
biodiesel de mamona apresentava viscosidade (14,5 cSt) superior aos limites
permitidos pela Agéncia Nacional do Petrdleo (2,5 a 5,5 cSt) (Maia et al.., 2006;
Murugesan et al.., 2009).

Por tantos motivos, o 6leo da mamona néo ¢ utilizado para a produgéo
de biodiesel e os investimentos na producdo de d6leo de mamona, para fins
energéticos, foram drasticamente reduzidos. Contudo, o dleo passou a ser
utilizado na produgdo de outros produtos de diversos segmentos industriais, tais
como na fabricagdo de sabonetes e na produgdo de poliuretano, dentre outras
muitas aplica¢des (Nelson et al., 2013; Viana, 1997).

O aumento da producdo de dleo de pinhdo-manso ¢ de mamona e,
consequentemente, de coprodutos, justifica o interesse em tratar as tortas e os
farelos gerados no processo produtivo envolvendo as duas oleaginosas citadas
neste trabalho, uma vez que esses coprodutos sdo utilizados, atualmente, como
adubo e na produc@o de energia (queima) (Evangelista et al.. 2007). Esses dois
coprodutos necessitam de tratamento prévio para torna-los detoxificados,
possibilitando sua utilizagdo como um componente da dieta animal e tendo
como principal vantagem a utilizagdo de um material de baixo custo e com alto
valor nutricional.

O sistema de alimentagdo animal depende de um conjunto de
informagdes necessarias para a elaboragio das dietas que supram as exigéncias
nutricionais dos animais para sua manutengdo, crescimento e reprodugdo em
diferentes ambientes. A raglo para animais ruminantes representa,
aproximadamente, 80% do total dos custos da criacdo desses animais e a méo de

obra pode representar de 10% a 30% desses custos. Para reduzir perdas e
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aumentar a eficiéncia na utilizacdo dos alimentos, as dietas devem ser
formuladas para melhorar a eficiéncia alimentar e permitir a maximizagdo do
suprimento de nutrientes (Carneiro, 2010).

As tortas de mamona e de pinhdo-manso tém, aproximadamente, 34% de
proteina bruta (PB) (Makkar ef al., 1997; Francis et al., 2001; Martinez-Herrera
et al., 2006), 71,5% de nutrientes digestiveis totais (NDT), 93% de matéria
organica (MO), 55% de fibra em detergente neutro (FDN), 44% de fibra em
detergente acido (FDA), 8% de extrato etéreo (EE), 0,72% de célcio e 0,84% de
fosforo (% MS) (DORISCS, 2004).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de desenvolver um
processo de detoxificag@o das tortas de pinhdo-manso e de mamona por meio de
processos oxidativos avangados (POA), com reagdo de Fenton, baseado num
sistema homogéneo utilizando H,O, como o agente oxidante, na presenga de
ions de ferro II e III como catalisadores. Esse processo ocorre com a geragdo do
radical hidroxila (*OH), que é altamente oxidante e tem baixa seletividade,
possibilitando a oxidacdo de inumeros compostos organicos (Dezotti, 1998;
Ramos, 2011; Brito e Silva, 2012). Além disso, avaliar caracteristicas
bromatologicas das tortas de mamona e de pinhdo-manso, apds terem sido
submetidas ao processo de detoxificagdo, visando utilizd-las na alimentagdo
animal.

O processo Fenton foi uma tentativa que tornou viavel a transformagéo
de um coproduto obtido da extragdo dos 6leos de mamona e de pinhdo-manso

em um produto nobre.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

As tortas de pinh@o-manso utilizadas neste trabalho foram fornecidas
pela Embrapa Agroenergia de Brasilia e pelo Laboratério de Plantas,
Oleaginosas, Oleos, Gorduras ¢ Biodiesel, no Departamento de Engenharia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

As tortas de mamona foram obtidas do Laboratério de Plantas,
Oleaginosas, Oleos, Gorduras ¢ Biodiesel, no Departamento de Engenharia da

Universidade Federal de Lavras.

2.2 Detoxificacao das tortas

A detoxificagdo das tortas de pinhdo-manso ¢ de mamona foi feita como

apresentado na Figura 1.
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Figura 1 Esquema de detoxificagdo das tortas de pinhdo-manso e de mamona

As tortas (10 g) foram pesadas em erlenmeyers e, posteriormente, foi
adicionado o catalisador (Tabela 1), diluido em 20 mL de agua e, por fim, o
peroxido de hidrogénio. A mistura foi deixada agitando por 24 horas, no
agitador orbital a 120 rpm. Esse processo foi realizado tanto para as tortas de
pinhdo-manso quanto para as de mamona. As tortas foram submetidas as
analises de eletroforese e HPLC, para a confirmagdo da detoxificacdo, MEV e

composi¢o centesimal, antes e depois do processo de detoxificagio.
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2.3 Catalisadores a base de ferro

Os testes cataliticos foram realizados utilizando-se soluc¢des de Fe (III)
com diferentes ligantes (Tabela 1). Também foram realizados testes com sal de
Fe (II).

A escolha dos catalisadores foi feita a partir do trabalho realizado por
Ramos (2011), que prop6s mecanismos de reagdo para a degradacdo da molécula
de azul de metileno por sistema de oxidagfo do tipo Fenton. A partir dai, foram
avaliados diferentes tipos de catalisadores, com a finalidade de definir o
composto mais eficiente na decomposicdo dos ésteres de forbol e da ricina. Os
catalisadores utilizados estdo descritos na Tabela 1 e o procedimento para

detoxificacdo foi realizado como descrito no item 2.2.

Tabela 1 Materiais empregados como catalisadores no processo oxidativo de
detoxificagdo das tortas de pinhdo-manso e mamona

TORTA* Fe(Ill Fe(Il) PDC* Oxiﬁz i i‘;“:l‘i‘;‘i’co H,0,
10 g) (mmol) (mmol) (mmol) p (mmol)
(mmol) (mmol)
PM1 0,01 -- -- 0,02 - 1,76
PM2 0,01 -- -- - 0,02 1,76
PM3 0,01 -- 0,02 - 1,76
PM4 -- 0,108 -- - - 1,76
M1 0,01 -- 0,02 - - 1,76
M2 0,01 - - - 0,02 1,76
M3 -- 0,108 -- - - 1,76
M4 0,01 -- -- 0,02 - 1,76

* PM, = torta de pinhdo-manso; M, = torta de mamona; Fe (II) = sulfato ferroso
(FeSO4-H,0); Fe (III) = nitrato férrico (Fe(NO;);.9H,0); PDC = 4cido piridino 2,6-
dicarboxilico (C;HsNO,); Pz= pirazina



58

2.3.1 Variacdo da concentracio do catalisador aplicado nas tortas de

pinhio-manso e de mamona

Foram avaliados dois tipos de sistemas -cataliticos (Fe (II) e Fe
(III)/PDC), com a finalidade de definir as condi¢cdes mais eficientes na
decomposicdo dos ésteres de forbol e da ricina, realizados separadamente. Esses
sistemas foram escolhidos baseados nos melhores resultados obtidos,
considerando a maior redugdo dos componentes toxicos presentes em cada uma
das tortas.

A quantidade de catalisadores utilizados nos testes estd descrita nas
Tabelas 2 e 3, e o procedimento para detoxificagdo ocorreu de acordo com o

descrito no item 2.2.

Tabela 2 Varia¢do da concentrag¢do dos catalisadores utilizados na detoxificagéo
da torta de pinhdo-manso

Torta Fe (II) Fe (IIT) PDC
10 g) (mmol) (mmol) (mmol)
*P1 0,0110 -- --
*P2 0,0018 -- --
*P3 0,0036 -- --
*P4 0,1176 -- --
*P5 -- 0,0005 0,001
*P6 -- 0,001 0,002
*P7 -- 0,002 0,004
*P8 -- 0,004 0,008
*P9 -- 0,005 0,010
*P10 -- 0,020 0,040
*P11 -- 0,050 0,100
*P12 -- 0,100 0,200

* P, = torta de pinhdo-manso; n= tratamento correspondente. As rea¢des ocorreram
em temperatura ambiente (~25°C) e foram deixadas sob agitacdo por 24 horas

A quantidade de peroxido de hidrogénio utilizada foi fixada em 1,76

mmol, para todos os tratamentos.
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Tabela 3 Variacdo da concentragdo dos catalisadores utilizados na detoxificagéo
da torta de mamona

Torta* Fe (ID) Fe (IID) PDC
10 g) (mmol) (mmol) (mmol)
MM1 0,0110 -- --
MM2 0,0018 -- --
MM3 0,0036 -- --
MM4 0,1176 -- --
MM35 -- 0,0005 0,001
MM6 -- 0,001 0,002
MM7 -- 0,002 0,004
MMS8 -- 0,004 0,008
MM9 -- 0,005 0,010

*MM, = torta de mamona; n= tratamento correspondente. As reagdes ocorreram em
temperatura ambiente (~25 °C) e foram deixadas sob agitag@o, por 24 horas

2.4 Determinacio do teor de ésteres de forbol na torta de pinhido-manso

(Jatropha curcas L.)

2.4.1 Preparo da amostra

As tortas tratadas foram preparadas segundo a metodologia de Makkar e
Becker (1997), em que 5 g de tortas tratadas foram triturados com 20 mL de
diclorometano. A mistura foi deixada em repouso por 5 minutos e, em seguida,
filtrada. Ao coproduto foram adicionados, novamente, 20 mL de diclorometano
e deixou-se em repouso. A fase liquida foi novamente coletada e adicionada ao
liquido coletado anteriormente. Esse procedimento de extracdo foi repetido por
mais trés vezes.

O coproduto foi levado ao ultrassom, por 3 minutos, na presenca de 50
mL de diclorometano. Depois, foi filtrado e adicionado ao filtrado inicial.

O filtrado foi seco em estufa a vacuo, a 40 °C e o residuo seco foi

redissolvido em 3 mL de tetra-hidrofurano (THF) e passado num filtro de 0,45
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um. O volume de 20 pL foi injetado em um equipamento de cromatografia

liquida (modelo UPLC 2010 Shimadzu).

2.4.2 Condicdes da analise

Foi utilizada uma coluna de fase reversa C18 Shim-pack CLC-SIL
250X4,6 mm, com uma pré-coluna da mesma fase CLC-G-SIL 10X4,0 mm.
Como fase movel, foram utilizados os seguintes solventes: (A) 1,75 mL acido o-
fosforico (85%) em 1L de agua destilada (filtrados), (B) acetonitrila e (C) tetra-
hidrofurano (para limpeza da coluna por 15 minutos). A composicdo da fase
movel variou em gradiente, em que, inicialmente, utilizaram-se 60% do solvente
(A) e 40% de (B), decrescendo para 50% de (A) e 50% de (B), nos proximos 10
minutos; posteriormente, para 25% de (A) e 75% de (B), nos proximos 30
minutos, aumentando para 100% de (B), nos proximos 15 minutos. A vazio foi
de 1,3 mL.min"', & temperatura ambiente ¢ o comprimento de onda avaliado foi
de 280 nm., utilizando o phorbol-12-myristate 13-acetate (sigma) como padrio

externo.

2.5 Determinacio da ricina nas tortas de mamona

Foi realizado um teste qualitativo, utilizando solugo alcoolica de 2%
(m/v) de ninidrina. Apds a realizagdo desse teste, as amostras que apresentassem
maior reducdo de proteina eram submetidas ao teste de eletroforese.

A presencga de ricina nas amostras tratadas e in natura foi conferida pela
técnica de eletroforese capilar com dodecilsulfato de sédio em gel de
poliacrilamida (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis,

SDS-PAGE), no sistema Hoefer de minigéis.
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2.6 Determinacio da morfologia da torta

Foi realizado teste de microscopia eletronica de varredura (MEV), no
Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural, no
Departamento de Fitopatologia da UFLA, onde a amostra foi, inicialmente,

preparada com banho de ouro e, depois, analisada no microscopio.

2.7 Composicao nutricional

A andlise de matéria seca (MS) seguiu o método da AOAC (1995); o
teor de fibra detergente neutra (FDN) e acida (FDA), pelo método de Van Soest
(1994); o extrato etéreo (EE), por meio da extragdo continua em Soxhlet, pelo
método da AOAC (1995), sendo todas realizadas em laboratérios do
Departamento de Quimica da UFLA. Os teores de macro e micronutrientes
foram avaliados no Laboratdrio de Analise Foliar, no Departamento de Quimica
da UFLA, utilizando metodologia de Malavolta ez al. (1989). O teor de proteina
bruta (PB) ¢ obtido pela quantidade de nitrogénio (N) na proteina (16% em
média), que equivale a uma relagdo de 100/16, ou seja, gera uma constante de
6,25. Essa constante ¢ utilizada para calcular a quantidade de proteina em

relagdo a quantidade de nitrogénio (N x 6,25 = % de PB).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 Variacao do catalisador aplicado nas tortas de pinhdo-manso

Os tratamentos apresentaram respostas diferentes de acordo com os
catalisadores utilizados. A partir dai foi escolhido o catalisador que apresentou a
maior reducdo do teor de ésteres de forbol.

Os resultados (Figura 2) mostram varia¢do no teor deste componente
toxico entre as amostras analisadas e de acordo com o catalisador utilizado, em
que a torta de pinhdo-manso submetida ao tratamento contendo Fe (III)/Pz
oxidada apresentou maior teor de ésteres (2,1 mg.g™') e o material submetido ao

tratamento contendo Fe (II), o menor (0,2 mg.g").
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As tortas de pinhdo-manso submetidas ao tratamento contendo Fe (III)/
PDC e Fe (II), respectivamente, apresentaram menores concentragdes de ésteres
de forbol em suas constitui¢cdes, quando comparados com os resultados das
tortas sem tratamento. Com isso, os catalisadores a base de Fe (III)/PDC e Fe
(I) foram escolhidos para a continuagdo da otimizagdo do processo de
detoxificacdo. Os demais catalisadores foram descartados por terem degradado
menos as moléculas de ésteres de forbol.

Como as tortas foram obtidas por meio de prensagem a frio, fica retida
uma pequena quantidade de 6leo na torta (aproximadamente 8%). E como os
ésteres de forbol s@o lipossoluveis, uma grande quantidade desses componentes
toxicos permanece nas tortas.

Os picos cromatograficos referentes aos ésteres de forbol foram
identificados por meio dos espectros de absor¢do no UV (Figura 3) e

comparados com dados descritos na literatura.
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Figura 3 Cromatograma e espectro de absorcdo da torta de pinhdo-manso ndo
tratada

Os picos referentes aos ésteres de forbol foram identificados por meio
dos espectros de UV e comparados com trabalhos realizados por Makkar et al.
(2009). Apds a identificagdo de cada pico de éster de forbol foi possivel
quantifica-los, por meio do padrdo externo de Forbol 12-miristato-13-acetato e
escolher o catalisador mais eficiente para esse processo ¢ dar continuidade a
pesquisa.

Na Figura 4 esta representada a relagdo entre quantidade de catalisador e
quantidade de éster de forbol remanescente nas tortas de pinhdo-manso, apos

terem recebido tratamento.



66

.14

195
W Esteres de forbol

028 0.23

Torta sem Fer3/PZ onidada Fed3/Ackoo Fes3/POC Fesd
tratamento picolinico

Figura 4 Representacdo da relagdo entre quantidade de catalisador e quantidade
de éster de forbol

As quantidades de catalisadores utilizados nas tortas tratadas foram: Fe (I1I)/Pz oxidada

= 0,030 mmol; Fe (IlI)/acido picolinico = 0,030 mmol; Fe (III)/PDC = 0,030 mmol; Fe

(I1) = 0,108 mmol

Considerando a relagdo quantidade/eficiéncia dos catalisadores, o
tratamento que utilizou Fe (II)/PDC para a degradaco dos ésteres de forbol foi

selecionado como o melhor catalisador.

3.3.2 Variacao da concentracio do catalisador aplicado na torta de pinhao-

manso

As tortas foram tratadas com o catalisador a base de Fe (IlI) e PDC, cuja

quantidade utilizada de cada um variou de 0,0005 a 0,2000 mmol (Figura 5).
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Figura 5 Teor de ésteres de forbol nas amostras tratadas com Fe (III) e PDC ¢
ndo tratadas

* P, corresponde a torta de pinhdo-manso e n= tratamento correspondente.

As quantidades de catalisadores (Fe (III) + PDC) utilizados para cada tratamento foram:

P5=0,0015 mmol; *P6= 0,0030 mmol; *P7=0,0060 mmol; *P8 = 0,0120 mmol; *P9 =

0,0150 mmol; *PM10= 0,0600 mmol; *P11=0,1500 mmol; *P12= 0,3000 mmol.

As tortas tratadas que apresentaram teores acima de 0,50 mg.g"' de
¢ésteres de forbol (limite estabelecido para aumentar a seguranc¢a) ndo foram mais
utilizadas, por serem consideradas toxicas. Isso porque, em estudos feitos por
Martinez-Herrera (2006) e Makkar (1997), utilizando tortas de pinhdo-manso
submetidas a tratamentos fisicos e quimicos, constatou-se que concentragdes a
partir de 0,90 mg.g-1 de ésteres inviabilizam sua a utilizagdo para alimentagio
animal. O tratamento PM10 foi considerado o ideal para ser submetido aos
demais testes, devido a menor quantidade gasta de catalisador para oxidagio

total dos ésteres de forbol.
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Segundo esses mesmos autores, as tortas podem ser consideradas como
ndo toxicas quando estiver presente uma concentragdo maxima de 0,5 mg.g-1 de
¢ster de Forbol. Makkar er al. (1998) encontraram 0,11 mg.g-1 de ésteres de
forbol em variedades de pinhdo-manso provenientes do México e consideraram
essas tortas como sendo ndo toxicas. Para garantir maior seguranga aos animais,
foi desenvolvido um processo que garantiu a total eliminagdo dos ésteres de
forbol na constituicdo do material.

Possivelmente, a destruicdo das moléculas de ésteres de forbol foi
favorecida pelo radical hidroxila (OH¢), que pode atuar como eletréfilo ou
nucledfilo, atacando moléculas organicas pela abstragdo de hidrogénio ou
atacando os carbonos de duplas ligacdes, hidroxilando-as, inclusive, em posi¢des
substituidas, causando reagbdes do tipo desmetoxilacdo, desalquilagdo e
descarboxilag¢do (Aguiar ef al., 2007). As moléculas dos ésteres de forbol podem
ter sido atacadas em diversas posi¢des de sua estrutura, principalmente nos
carbonos contendo as duplas ligagdes, nos ciclopropil € no grupo carboalcoxil,
formando outros radicais, considerando estes os principais grupos funcionais
passiveis de ataque.

As olefinas, que sdo compostos organicos que apresentam em suas
estruturas carbonos sp’, sdo responsaveis pela formacio de ligagdes m. A
ressondncia que acontece nessa ligacdo favorece a reagdo da adi¢do e, com isso,
um reagente sera adicionado integralmente ao substrato (Solomons e Fryhle,
2002). No tratamento proposto, acreditamos que o radical hidroxila gerado tenha
participado da reacéo atacando a molécula de éster de forbol nas duplas ligagdes,
inicialmente como um eletrofilo e, posteriormente, como nucleofilo, porém,
hidroxilando as mesmas.

Ja nos grupos ciclicos de trés carbonos, existe uma forte tensdo angular,
ou seja, uma forte energia oriunda da distor¢do do angulo C-C, causando

efetivamente a menor sobreposicdo dos orbitais atdmicos (Wade, 1995) (pode-se
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dizer que é uma mistura de hibridiza¢des sp> e sp’). Como essa compressio
angular é responsavel pela grande energia no anel, permitindo que as ligagdes
sejam fracas, espera-se que o ataque do radical hidroxila também acontega,
tornando possivel mais uma modificagdo na molécula do éster de forbol.

Por fim, espera-se que as moléculas de ésteres de forbol tenham sido
clivadas por ataque nucleofilico, ocorrendo a eliminagdo do grupo -OH, -OCOR’
e/ou -OR, ou seja, uma substituicdo nucleofilica em carbono aciclico ou

substituicdo nucleofilica por adi¢do-eliminagdo (Wade, 1995).

3.4 Mamona (Ricinus communis L.)

Inicialmente, foram realizados testes qualitativos, utilizando ninidrina,
com o proposito de verificar, de maneira rapida, a presenga ou nio da proteina
no material tratado. Dessa forma, este teste mostra a necessidade de realizacdo
ou ndo de um novo tratamento de detoxificagdo, ou seja, a eficiéncia do processo
aplicado.

A coloragdo azul-escura da solugfo resultante indicou presenga da
proteina ricina e, quanto mais clara a solugdo, menor a quantidade de ricina
presente nas tortas. De acordo com esses resultados, foi possivel selecionar
algumas amostras tratadas para serem submetidas a testes mais especificos para
a deteccdo da proteina ricina. Para a confirmagéo do resultado obtido com o teste
qualitativo, foi utilizada a técnica de eletroforese capilar com em gel de
poliacrilamida. A partir dai, foi possivel identificar a necessidade de desenvolver
outros métodos de detoxificagdo até a redugio total da ricina nas tortas tratadas.

Com isso, os tratamentos considerados eficientes foram o M1 (Fe
(IIN)/PDC) e 0 M3 (Fe (II)), por apresentarem coloragdo das solugdes levemente

amareladas e serem similares ao material detoxificado por tratamento fisico e
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quimico utilizado como referéncia. As amostras que apresentaram coloracdo

azul-escura, que indicavam a presenga de proteina (ricina), foram descartadas.

3.4.1 Variacao do catalisador aplicado nas tortas de mamona

Assim como para as tortas de pinhdo-manso, o catalisador que
apresentou maior reducéio da ricina e de seus subprodutos da quebra foi os sais
contendo Fe (ILII)/PDC. Esses resultados foram confirmados por meio da

eletroforese em gel (SDS — Page).

3.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A presenga de ricina nas amostras M1 a M4 (referente a Tabela 1) foi
conferida por eletroforese capilar com dodecilsulfato de sodio em gel de
poliacrilamida (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis,

SDS-PAGE) (Figura 6).
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Figura 6 Gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Na Figura 6 estio representados o gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes (SDS- PAGE) e os diferentes processos de detoxificagio
(referentes a Tabela 3). O MD Ca(OH), ¢ a torta detoxificada por tratamento
fisico e quimico desenvolvido por Anandan (2005) e esta amostra foi utilizada
apenas como parametro de comparagio para as demais amostras.

A regifo de 60-65 KDa indica a presenga da proteina ricina na amostra
analisada. Nas tortas ndo tratadas, a maior coloracdo indica maior quantidade de
ricina dentre as outras. A MD Ca(OH), apresentou a menor coloragdo da banda
correspondente a ricina, indicando menor quantidade dessa proteina na amostra.

Com o teste de eletroforese foi possivel observar que o teor de ricina, em
todas as amostras detoxificadas pelo processo proposto neste projeto, foi

reduzido com o tratamento, quando comparadas com a torta de mamona ndo
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tratada, porém, o tratamento M3 foi utilizado como base para a realizacdo dos
demais testes.

A molécula de ricina presente nas amostras tratadas nio foi totalmente
degradada. Com a eletroforese também foi possivel observar que a ligacdo de
dissulfeto ndo foi clivada, uma vez que as duas subunidades dessa proteina, a
cadeia A e a B, ndo foram identificadas na analise na regifo de 30-36 KDa.

Os resultados mostram que o tratamento utilizando Fe (III)/PDC pode

ser utilizado para a total desnaturac@o desta proteina.

3.4.3 Variacdo da concentracio do catalisador aplicado nas tortas de

mamona

A concentracio do catalisador selecionado, Fe (III)/PDC, variou entre
0,0005 a 0,005 mmol por 10 g de torta.

Dentre todas as concentragdes analisadas, a que melhor respondeu ao
tratamento foi a M9, conforme mostrado na Tabela 4. A quantidade de
catalisador correspondente a esse tratamento foi de 0,005 mmol de sais de Fe

(III) e de 0,010 mmol de PDC.
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Tabela 4 Variacdo da concentragdo dos catalisadores utilizados na detoxificagéo
da torta de mamona

Torta Ricina
MM1 +++
MM2 ++
MM3 ++
MM4 +++
MMS5 +
MM6 +
MM7 +
MMS +
MM9 --

*MM, = torta de mamona; n= tratamento correspondente

Os sinais + e — representam a intensidade da cor da solugdo. +++ azul intenso. ++ azul
com intensidade média. + azul com intensidade baixa. — ndo foi detectada a coloragdo
azul

O resultado do teste MM9 indica que, analisando-se a regido de 60-65
KDa, nao foi identificada a presencga de ricina na amostra. Também na regido
de 30-36 KDa no foi identificada a presenca das duas subunidades, a cadeia A
eaB.

O radical hidroxila (OH*) é muito reativo e por isso atua inativando a
proteina ricina. Isso porque a ricina tem uma estrutura tridimensional EM que,
na sua conformacdo nativa, a molécula apresenta as propriedades biologicas
naturais. E, quando a conformagio de uma proteina ¢ alterada, ocorre a perda da
sua atividade bioldgica (Lehninger ef al.., 1993; Stryer, 2008).

Segundo Dose (1982), a ponte dissulfeto (-S-S-) apresenta ligagio
covalente e s6 pode ser rompida por agentes redutores. Por isso, a ponte
dissulfeto ndo se rompe quando uma proteina desnatura em meio 4acido ou por
calor. Essa afirmacdo corrobora o resultado encontrado na andlise de
eletroforese, quando ndo é observada a formagdo das bandas referentes as
subunidades A e B da molécula de ricina, que seria referente a quebra da ligagdo

dissulfeto e a separacdo dessas duas subunidades.
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Determinacio da morfologia da torta

O processo de detoxificacdo promoveu modificagcdes quimicas na torta e
tais modificagdes foram observadas na estrutura fisica do material, por meio da
analise de microscopia eletronica de varredura, e estdo representadas nas Figuras

7e8.

Figura 7 Micrografias da torta de pinhdo-manso tratada (a) e sem tratamento (b)

As micrografias mostraram diferengas significativas na morfologia das
tortas, evidenciadas pela formagio de poros com tamanhos diversificados na
torta de pinhdo-manso detoxificada (Figura 7b) e ndo observados na amostra

sem tratamento (Figura 7a).

Figura 8 Micrografias da torta de mamona tratada (b) e sem tratamento (a)
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Por meio da micrografia foi possivel observar placas arredondadas na
estrutura fisica da torta de mamona, antes de sofrer o processo de oxidacdo
(Figura 8a). Na torta de mamona detoxificada (Figura 8b) foi possivel observar
o desaparecimento dessas placas. Essas diferen¢as evidenciaram as modificagdes

quimicas ocorridas na torta detoxificada.

Composicao centesimal
Os resultados das analises bromatologicas da torta de mamona,

detoxificada e sem tratamento, estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 Avaliagdo bromatologica da torta de mamona
TORTA MS PB* EE* FDN*  FDA* FB* HEM*

% % % % % % %
Mamona 91,77 20,87 5,76 59,35 4527 23,84 14,06
detoxificada
Mamona sem 93,06 22,44 6,04 57,42 43,27 34,88 14,15
tratamento

*MS= matéria seca; PB = proteina bruta; EE= extrato etéreo; FDN= fibra detergente
neutro; FDA= fibra detergente acido; FB= fibra bruta; HEM= hemiceluloses

Os resultados das analises bromatoldgicas das tortas de pinhdo-manso,

detoxificadas e sem tratamento, estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 Avaliagdo bromatoldgica da torta de pinhdo-manso

MS  PB* EE* FDN* FDA* FB* HEM*
TORTA % % % % % % %

Pinhdo-manso

. 90,76 16,31 14,65 50,12 42,26 17,02 7,10
detoxificado

Pinhdo-manso sem

91,65 21,93 17,07 53,52 44,17 20,94 7,42
tratamento

*MS= matéria seca; PB = proteina bruta; EE= extrato etéreo; FDN= fibra detergente
neutro; FDA= fibra detergente 4cido; FB= fibra bruta; HEM= hemiceluloses
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O estado nutricional do animal esta diretamente relacionado com a sua
saude ¢ a correta nutricdo tem sido associada com a habilidade do animal em
combater as doencas. O estudo da composicdo bromatoldgica das tortas de
pinhdo-manso e mamona pode ser uma ferramenta importante para delinear uma
nutricdo adequada para animais ruminantes, a partir de um material de baixo
custo.

A exigéncia nutricional na dieta de animais ruminantes, considerada
para o ganho de peso, varia de acordo com o estado fisiologico do animal, ou
seja, com a sua idade (Gongalves ef al., 20006).

A concentragdo de matéria seca de ambas as tortas tratadas e nao
tratadas indica um teor muito baixo de umidade em seu conteudo. Os valores
obtidos sdo proximos aos de outras tortas de diferentes oleaginosas, além de
contribuir para a sua conservacdo. Valadares et al. (2006) e Park (1997),
analisando as tortas de algoddo, girassol e soja, constataram que estas possuem,
em média, 90% de MS.

O contetdo proteico encontrado nas tortas sem tratamento foi
relativamente alto. As tortas tratadas apresentaram teor mais baixo, mas essa
quantidade ainda sugere sua utilizagdo como fonte de proteina para os animais,
pois, de acordo com Gongalves et al. (2006), a quantidade minima de proteina
diaria, que deve ser consumida pelos animais ruminantes, deve ser de 9% a 13%,
para o ganho de 800 g diarias. O teor minimo necessario atende aos teores
necessarios de nitrogénio das bactérias ruminais para o bom funcionamento do
rimen e para a digestdo dos alimentos (Magalhaes, 2007; Duffield ef al., 2003).

O teor de gordura (EE) da torta tratada (5,76%) foi bem proximo ao da
nio tratada (6,04%). Em ambas as tortas, a quantidade de gordura ¢é
relativamente baixa, sendo este um beneficio, considerando que a presenga de
grandes quantidades de 6leo na rag@o pode afetar sua conservacdo (Rabelo et al.,

2001). Além disso, esta de acordo com Van Soest (1994), que afirma que o nivel



77

maximo na dieta para ruminantes deve ser de 8% de lipideos, para ndo ocasionar
efeitos deletérios sobre a digestibilidade da fibra.

O conhecimento da quantidade de gordura também ¢ importante para a
formulacdo da dieta, uma vez que o excesso desse componente provocaria a
reducdo no consumo e na digestdo da fibra. Portanto, dietas para bovinos devem
conter quantidades entre 3%-5% de extrato etéreo, pois alimentos muito ricos
em gordura, como, por exemplo soja, algoddo e farelo de arroz, devem ser
adicionados a dieta de forma criteriosa (Magalhaes, 2007).

A FDN estd relacionada com o consumo de alimentos e a
disponibilidade de energia nos mesmos. A FDN ¢ a maior preocupagdo nas
dietas para animais ruminantes, sendo necessaria uma quantidade minima para
manter a atividade ruminal, visto que a fibra estimula a mastigagdo ¢ a
ruminagdo, proporcionando um ambiente adequado a atividade das bactérias
responsaveis pela digestdo e a degradacdo dos alimentos (Magalhaes, 2007).

Os valores encontrados de FDN nas tortas tratadas estdo de acordo com
os encontrados na literatura (Forbis, 1978; Rabelo et al., 2001; Rabelo et al.,
2003; Seal e Reynolds, 1993; Reis, 2000 e Moreira ef al., 2003) ¢ com Reis et
al. (2000) que afirmam que a variagdo dos valores de FDN ¢ de 48,70% a
80,60%.

A FDA esta de acordo com a varia¢do encontrada por Moreira et al.
(2003); Evangelista et al. (2004), Valadares Filho et al. (2006), Oliveira et al.
(2005) e Magalhdes et al.(2007), de 37,32% a 48,00%, para animais
ruminantes.

Os teores de macro e micronutrientes sdo recomendados na dieta para
que a mistura mineral seja de boa qualidade. Estéo listados, nas Tabelas 7 ¢ 8, os

valores encontrados nas tortas detoxificadas e sem tratamento.



Tabela 7 Avaliagdo de macro e micronutrientes da torta de mamona

NUTRIENTES TMD TMST
%
N 3,34 3,59
P 0,22 0,28
K 0,43 1,11
Ca 1,61 1,71
Mg 0,29 0,38
S 0,07 0,05
mg.kg'l
B 42,6 439
Cu 9,0 13,7
Mn 51,9 51,9
Zn 61,6 88,5
Fe 336,5 334, 6

(Valores expressos com base em 100% de matéria seca)
TMD= torta de mamona detoxificada; TMST= torta de mamona sem tratamento

Tabela 8 Avaliagdo de macro e micronutrientes da torta de pinhdo-manso

NUTRIENTES TMD TMST
%
N 2,61 3,51
P 0,19 0,26
K 0,89 1,13
Ca 1,85 1,54
Mg 0,30 0,40
S 0,08 0,08
mg kg
B 45,4 43,7
Cu 10,1 10,3
Mn 36,5 45,8
Zn 19,6 25,4
Fe 263,7 2479

(Valores expressos com base em 100% de matéria seca)
TMD= torta de mamona detoxificada; TMST= torta de mamona sem tratamento
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Segundo Araujo et al. (1998) as exigéncias de calcio parecem ser
superiores as de fosforo em animais jovens, tornando-se equilibradas em animais
adultos. Esses elementos sdo considerados os mais importantes. De acordo com
Gongalves (2009), os teores minimos didrios necessarios para o crescimento
padrio, de Ca e P, variam de 0,37% a 0,41% e de 0,18% a 0,8%,
respectivamente. Essa variagdo depende da idade do animal.

Em relagdo ao potassio, Magalhdes (2007) relata que, para esse
macronutriente, deve ser considerado um fator preocupante quando a
concentracdo deste € muito alta, porém, os valores encontrados estdo dentro da
normalidade, de acordo com a CQBAL (2013) (0,34%-1,11%). Segundo
Gongalves (2009), a quantidade minima didria necessaria para o crescimento do
animal varia de 0,46% a 0,48% de potassio.

Os resultados obtidos para outros minerais também corroboram os de
Gongalves (2009), que relata que as quantidades minimas diarias de Cu, Fe, Mn
¢ Zn variam, respectivamente, de 9 a 10; de 13 a 43; de 14 a 22 e de 18 a 32
mg.kg-1.

Os resultados encontrados nas tortas analisadas s3o maiores do que as
minimas de ingestdo diaria necessarias para o desenvolvimento do animal,
contribuindo para que possam ser sugeridas na alimentacdo animal, apos

detoxificadas.
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4 CONCLUSOES

Considerando todos os resultados obtidos, os ésteres de forbol presentes
nas tortas de pinhdo-manso foram totalmente degradados apds o tratamento
oxidativo. Esses resultados foram constatados por meio da analise de HPLC,
com a identificacdo de cada pico feita por meio do espectro de UV/visivel de
cada um deles, e comparando-se com os resultados da torta sem tratamento, e
também pela quantificacdo realizada por meio de padrdo externo. Com isso, 0s
resultados obtidos direcionaram para a escolha do melhor tratamento.

Com o teste de eletroforese, foi possivel observar que o tratamento
proposto considerado mais eficiente desnaturou totalmente a proteina e que néo
houve quebra na ponte dissulfeto que faz a liga¢do entre as cadeias A e¢ B, uma
vez que ndo foi possivel detectar as duas subunidades A e B, separadamente, no
gel obtido.

As tortas de mamona e de pinhdo-manso t€ém potencial produtivo,
grande disponibilidade e, de acordo com os resultados obtidos neste trabalho,
tém também significativo valor nutricional.

Essas caracteristicas constituem, para a torta, uma alternativa para
complementagdo alimentar na dieta de animais ruminantes. Esse material seria
de grande importancia, principalmente em épocas criticas de disponibilidade de
forrageira, na manutencéo dos valores nutricionais na alimentag@o do animal.

No presente trabalho também se observou que o tratamento de
detoxificacdo por meio do Processo Oxidativo Avang¢ado (POA) por reagdes de
Fenton evidenciou, por meio dos resultados obtidos das tortas tratadas, a
garantia das caracteristicas nutricionais dos materiais, podendo, assim ser
sugeridas para utilizagdo como complemento alimentar, oferecendo ao animal
niveis nutricionais adequados para a sua dieta e sendo um suprimento adequado

de energia.
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Os resultados mostraram que a utilizagdo do tratamento proposto nas
condi¢bes atuais sugere a utilizagdo promissora do residuo tratado oriundo da
producdo dos Odleos de pinhdo-manso e mamona na complementacdo da
alimentacdo de animais.

Contudo, devido a necessidade de desenvolvimento de processos viaveis
economica e tecnicamente de detoxificacdo das tortas de pinhdo-manso e de
mamona, 0 processo proposto pode ser sugerido para ser testado em escala
industrial e, principalmente, ser utilizado por pequenos agricultores.

As reagdes de oxidacdo com reagentes de Fenton sfo uma alternativa
eficiente para a retirada dos principais componentes toxicos, os ésteres de forbol

e a ricina, presentes nas tortas de pinhdo-manso e mamona, respectivamente.
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ABSTRACT

The oil extraction of the castor beans provides some co-products such as
cakes and husks. These residues are often used as fertilizers. In this work, the
castor bean cake treated by using Fenton’s process in order to add value to this
co-product as supplement for animal feed . The efficiency of the process was
evaluated by weight gain and growth in an in vivo test. In addition, the
histopathological and hematological analyses were carried out. [n vivo tests
showed positive results, in particular, no lesion was detected in the animal
tissues. The general results confirm that the detoxificate cakes can be safely
used as supplement in animal diets.

Keywords: Castor bean, oxy-detoxification, toxicity and food supplement.
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1 INTRODUCTION

The cakes and cakes are the major co-product of the extraction process
of the castor oil. These residues show great industrial and technological interest
due to their high nutritional value. However, the cakes toxicity prevents their use
as complement for animal feeding. Among chemical substances responsible for
the toxic effects on the castor bean cake, the most important is ricin. Another
compound that must be removed from these residues is trypsin inhibitors that
have antinutricional effects. Thus, there is a need for detoxification treatment of
the castor bean cake for better utilization of its nutritional properties.

Several researchers (Dubois et al., 2013; Jim, 2010; Rakshist et al.,
2008; Anandam et al., 2005 and Aregheore et al., 2003) reported technologies to
promote detoxification of castor bean cakes (as described by Anandan et al.,
2005), where 100% of the existing ricin was eliminated after autoclaving the
cake (1bar/60 min) in a calcium hydroxide solution (40 g Ca(OH),/kg of cake).
All published technologies to detoxify the cake use pressure and heat treatment
increasing the cost of the process, which can prevent its implementation..

In this study, we used an advanced oxidation process (AOP) based on
the Fenton-like system which oxidize more complex organic molecules into
smaller molecules. The Fenton system is based on a homogeneous system using
H,0, as the oxidant in the presence of Fenton like system ions (Dezotti, 1998).
With this process it was possible to develop a simple, low cost technique as a
method to detoxify castor bean cake.

To compare the efficiency of the detoxification process, it was necessary
to know and ensure the nutritional value of the castor bean cake after
detoxification for being employed as a component of animal feed. Chemical and

physical tests were conducted in vivo to support the hypothesis that the
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detoxified cake could safely be used as a protein source in animal feed
formulations.

Thus, the aim of this study was to confirm the efficiency of oxidative
method for detoxification for castor bean cake by using the detoxified cake as a

feed supplement on the growth of rats.
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2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Detoxified Castor Bean Cake

The detoxified castor bean used in this study was treated according to
the process developed by Monteiro et al. (2012) using oxidative Fenton-type

reactions.

2.2 Proximate Composition

We determined the dry matter (DM) following the AOAC method
(1995), the neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF)
contents by the Van Soest method (1994), and the ether extract (EE) by
continuous Soxhlet extraction using the AOAC method (1995). All tests were
performed in the laboratory of the Center for Analysis and Chemical
Prospecting, located in the Department of Chemistry, University of Lavras
(UFLA) in Minas Gerais.

NDF represents the sum of the cellulose, hemicelluloses, lignin, nitrogen
waste and ash contents, which are associated with the food and fiber content.
ADF consists of all the constituents except hemicelluloses. Thus, the amount of
hemicelluloses was obtained from the subtracted value of the two
(hemicelluloses = NDF - ADF).

The crude protein (CP) was obtained using methodology described by
Malavolta (1989) and the result was expressed as crude protein, after using the
conversion factor of 5.30 (Greenfield and Southgate, 1992; and Jones, 1931).
This constant was used to calculate the amount of protein in relation to the

nitrogen content (%N X% 6.25 = %CP).
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2.3 Determination of Trypsin Inhibitor

The trypsin inhibitor activity was determined by comparison of a kinetic
assay (at least four time periods) with the activity of untreated trypsin and
detoxified castor cake. We used the BApNA substrate concentration of 0.87
mmol.L", prepared in 0.1 mol.L" glycine-NaOH buffer at the optimum pH of
9.7 (Rossi et al.,, 2009) and the activity was quantified using methodology
proposed by Erlanger, et al. (1961). Control trials, as blank substrate (activity in
the absence of enzyme and inhibitor), white enzyme (activity in the absence of
substrate and inhibitor), white inhibitor (activity in the absence of substrate and
enzyme) and trypsin activity in the extracted castor cake were performed in the
same manner as the experimental tubes. The results were expressed as units of
inhibited trypsin (TIU), which is the disappearance of the absorption of light
corresponding to 1 mmol of p-nitroaniline (product formed during the trypsin
activity on BApNA) for 1 min. of reaction time, in 1 g of castor bean. Control
tests using bovine trypsin (4 mg in 200 mL of 0.001 mol L' HCI) from the
manufacturer were performed on Merck 0.1 mol.L™' TRIS/HCI with pH = 7.0.

2.4 Animals

The experiment was conducted in the Department of Veterinary
Medicine at UFLA under the approval of the ethics committee, n° 078/2011,
Federal University of Lavras, and for 28 days. /n vivo tests were performed with
24 female albino rats (Rattus norvegicus) Wistar,50 days old and weighing
approximately 100 g.

In the pre-experimental period, the animals were kept in groups of six mice
per cage at roon temperature ( 25 °C) with light-dark cycles of 12 h, and with

access to commercial feed (Nuvilab CR1, Nuvital Nutrients, Ltd.) and water ad
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libtum. Six days before the start of the experiment, the animals were weighed
and randomly distributed in individual metabolic cages and received a diet
adaptation, according to AIN-93 (American Institute of Nutrition). After this
period, the animals were randomly divided into four groups of six animals in
completely randomized design (CRD) and received the experimental diets (29 g)
and water ad libtum for 28 days.

2.5 Diets

Four experimental diets were formulated according to AIN-93G (Reeves
et al., 1993) and modified by the addition of detoxified castor bean. They were
distributed in treatments 1, 2, 3 and 4, with the cake in increasing levels of 0, 5,

10 and 15%, respectively. The composition of the diets is shown in Table 1.

Table 1 Diet composition used for animals

DIET (g/100g) 0% 5% 10% 15%
Castor Cake 0.00 5.00 10.00 15.00
Casein 20.00 20.00 20.00 20.00
Sugar 10.00 10.00 10.00 10.00
Choline 0.25 0.25 0.25 0.25
Methionine 0.30 0.30 0.30 0.30
Cellulose 5.00 5.00 5.00 5.00
Soybean Oil 7.00 7.00 7.00 7.00
vMm*? 1.00 1.00 1.00 1.00
MM" 3.50 3.50 3.50 3.50
B.H.T. 0.05 0.05 0.05 0.05
Vitamin E 0.05 0.05 0.05 0.05
Cornflour 52.85 47.85 42.85 37.85

"MV = vitamin mixture
PMM = mineral mixture
‘B.H.T. = 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methylphenol
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A feed free of castor bean (0%) was considered the control diet. The diet
containing the fresh cake (untreated castor bean), led to death by the second day
of the experiment when a concentration of 2 gkg-1 of body weight was
consumed. In addition to this, the detoxified cake diets containing higher
dosages of 10 to 30 g.kg"' of body weight was considered to ensure that the
material underwent efficient detoxification.

The feed intake was measured and recorded on a daily basis, and weekly
weighing and water consumption data were obtained for the animals. At the end
of the study period, the data were used to evaluate the average daily intake of
food and water, daily weight gain and feed efficiency ratio.

After the experimental period, blood was collected by cardiac puncture.
Blood samples were centrifuged for 5 minutes at 11963 g to separate the serum

which was then frozen at -20 °C for subsequent analysis.

2.6 Histopathological studies

At the end of the experiment, the animals were fasted for 12 h prior to
euthanasia. Thiopental® (40 mg.kg-1) was used to anesthetize the animals before
cuthanasia via cervical dislocation and exsanguination by ventral incision
performed by collecting blood from the heart.

After euthanasia, necropsy was performed by removal of the internal
organs (kidney, liver, heart, spleen, brain and lungs) and each subjected to a
histopathological examination. The organs were cut into small cakeces, fixed in
buffered formalin for 24 h and then stored in 70% alcohol. The stored material
was processed for inclusion in paraffin blocks and subjected to microtomy,
resulting in thin slices of approximately 3um of the tissue. The sections were
stained with hematoxylin and eosin and evaluated microscopically under an

optical microscope.
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2.7 Hematological studies

Blood samples were taken from the heart of all animals. The samples
were taken with EDTA 4 % and then centrifuged for plasma separation.

Blood counts were performed by the Laboratory of Physiology and
Pharmacology, Department of Veterinary Medicine, Federal University of

Lavras.

2.8 Serum biochemical analysis

Liver function was assessed by means of biochemical serum by using
Kit's enzymatic-colorimetric ~ Bioclin® and the enzymes aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline

phosphatase (AP).
2.9 Calculation and Statistical Analysis
Statistical analyses of the results were performed with the SISVAR 4.0

software (Ferreira, 2000), analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test for

comparison of groups, all at 5% probability.
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3 RESULTS

The results of the proximate composition of both the detoxified and

untreated castor bean cake samples are provided in Table 2.

Table 2 Proximate composition of detoxified and untreated castor bean

pM  cpt  Egr NDF ADF - p. HEM  Enzyme

CAKE o o o o activity
o) % /o % % % % UTI*
Detoxifi
ctoxified o) 20 1791 576 5935 4527 23.84 1408 -0.17
castor
Castor
93.06 19.03 6.043 5742 4327 3488 1415 2426
untreated

* DM = dry matter; CP = crude protein; EE = ether extract; NDF = neutral
detergent fiber; ADF = acid detergent fiber; CB = crude fiber; HEM =
hemicelluloses. *UTI = unit trypsin inhibited. ** Conversion factor for nitrogen to
protein is 5.30.

Changes in body weight after administration of the detoxified cake are

shown in Table 3.

Table 3 CMD, GMD and CEA of rats with experimental trial diets

" " Median daily
Diet* ADI* ADG™* CEA** consumption of water
(8) (8 (mL)
0% 18.84° 5.62° 0.036° 2.14°
5% 20.15% 5.77° 0.036" 2.71°
10% 20.70% 5.46 0.036° 2.85°
15% 21.68° 5.69° 0.036° 3.17°

Different letters in the column indicate that the means differ by Tukey test (p <0.05).
*M1, M2 and M3 = diets containing 5, 10 and 15% of detoxified castor bean; Control =
standard diet; ADI** = average daily intake; ADG = average daily weight gain and CEA
= coefficient of feed efficiency
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Figure 1 presents the comparison of weight gain among the species for
the control group (C) and those fed diets containing 5%, 10% and 15%

detoxified castor bean.
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Figure 1 Results of the weight gain of rats during the 28 day experiment: C =
control, 0% castor bean; M1 = diet containing 5% castor bean; M2 =
diet containing 10% castor bean; M3 = diet containing 15% castor
bean

The cell count was performed on each animal through blood smear,
using one drop of blood, as shown in Table 4. The results of cell counts revealed

no significant differences between the groups.
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Table 4 Hemogram of the rats after 28 days of feeding with the experimental

diets
HEMOGRAM 0% 5% 10% 15%

E(gygfg("(’)yxtfg ommye 7131 852094 8265132 TA8:LI3
Igf;ngof’;j?fin 1470£020  13.02:136  14.00046  14.35£0.73
beﬁé’i}{t;go Ommlys 3701147 3SSBEILIL 34001294 46412954
i"f})/:;}l 0.75£0.5  1.67£1.03  1.00£0.55  0.67£0.82
S(i%fg;)f;i 48.25+5.56  34.33+7.20  39.00£5.71  30.17+20.74
&?ﬁl%ﬁzghocytes 42.50+4.80  57.1747.25  64.00+6.72  67.33+9.35
Total Protein 7304035  7.13£0.10  7.40+0.22 7.13£0.21

(=7 g¥o)*

The results are expressed as the average =+ the standard deviation of each cell type
measured in the blood smears with light microscopy and confirmed by automatic
analyzer. *Source: Jain, 1993

The activity of enzymes ALP, ALT and AST are shown in Table 5. Only

the group fed with 15% detoxified castor bean showed an increase in the levels

of AST.

Table 5 Activity of enzymes in the blood serum of animals at the end of the

experiment

Diet ALP*1 ALT"‘1 AST"‘1
(U-mL") (U-mL") (U-mL")

0% 2.36 20.08° 64.46"

5% 2.54° 18.34° 64.17°

10% 1.77° 30.26° 64.46"

15% 0.99" 28.66" 78.72°

Different letters in the column indicate that the means differ by Tukey test (p<0.05).
*ALP = alkaline phosphatase; AST = aspartate aminotransferase and ALT = alanine

aminotransferase
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Enzymatic analyses were performed to inspect for possible
hepatocellular damage that may have been caused by the toxic substances
naturally present in castor bean cake. The tests did not identify any macro or

microscopic lesions in tissues of the necropsied animals from all groups.
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4 DISCUSSION

In several studies, detoxification of castor oil involves complicated steps
that increase operating costs of the process; such as heat, pressure, use of toxic
chemical reagents and complex methods. Beltran (2003) boiled and baked the
cake to destroy the ricin. Anandan et al. (2005) studied the efficiency of
immersion processing, steaming, boiling, autoclaving and heating for different
time intervals, followed by chemical treatments with ammonia, formaldehyde,
lime, sodium chloride, tannic acid and sodium hydroxide in different
concentrations to detoxify the castor bean cake. Asqueri (2013), used the
extrusion process combined with other variables; such as addition of acids,
bases, salts and enzymes, or sheared and heated the cake at temperatures ranging
from 80-140 °C, under dry, wet or steam conditions with different exposure
times to heat. Jim (2010) also developed a method to detoxify the castor cake by
using extrusion technology. Finally, Dubois et al. (2013) combined an excess of
methanol, sodium hydroxide and heat (120 °C) to detoxify the cake.

The oxy-detoxification method for purifying the castor cake used in this
study required small amounts of non-toxic reagents (0.02 mmol of Fe(IlI), 0.04
mmol of picolinic dicarboxylic acid PDC and 1.76 mmol of H,0,) to remove
ricin. The reaction proceeded at room temperature (Monteiro, 2012).

Detoxified cake used for the in vivo test showed good nutritional values,
suggesting its use as an economical source of protein for animals (20.89%
protein content) considering that protein is generally the most expensive
ingredient in diet compositions (Naufel et al., 1962 and Loureiro, 1962). Also,
according to Church (1988) and Garden (2004), the minimal amount of protein
indicated for ruminant diets is 7%, since the protein quantity is associated with
optimal conditions for microbial fermentation in the rumen of animals. A

relatively low fat percentage (EE = 5.76%) (Table 2), is an advantage in the
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preservation of the feed (Neiva, 2007) and does not have deleterious effects on
the digestibility of the fiber (Van Soest, 1994).

With respect to trypsin inhibitor protein, there is a natural occurrence in
castor bean cake. The presence of this protein in the intestinal tract inhibits the
action of trypsin (EC 3.4.21.4), which is responsible for digestion of proteins.
This inhibition leads to increased enzyme production by the pancreas and organ
hypertrophy (Carvalho et al., 2002) which in turn reduces protein digestion of
food, which diminish in the weight gain and reduces the animal growth (Miller,
2004). When the treated castor bean cake was used no trypsin inhibitor protein
were observed, which indicated that trypsin (EC 3.4.21.4) was active; an
advantage for the animal growth.

The in vivo test for toxicity of castor bean cake was determined by the
possibility of poisoning the rats fed with the treated castor bean cake. Three
groups of rats were fed diets containing 5, 10, and 15 g.kg' body weight of
treated castor bean cake, respectively, for 28 days. These values are in excess
compared to studies which have reported that the acute oral toxicity in rats is 2 g
of material per kg of body weight (Worbs et al., 2011). The high dosage ensured
the efficiency of the detoxification process of the material. Dubois et al. (2013)
also studied the process of detoxification of castor bean, and used castor oil in
feed amounts ranging from 0.3 to 2 g.kg-1; they observed that animals fed the
diet containing the highest dosage of this material experienced 100% mortality
rates by the 2nd day.

Feed intake was significantly higher for all doses compared with the
control diet (p<0.05). The animals fed the control diet (0% of treated castor oil)
gained an average body mass of 18.84 g per day, those fed 5% gained 20.15 g
per day, those fed 10% gained 20.70 g and finally, those fed 15% gained 21.68 g
per day (Table 3). To summarize, the animals whose diets contained detoxified

castor cake gained, on average, more body weight than those fed with the diet



102

free of castor cake, indicating acceptance and quality of the diet. The weight
gain was higher in groups fed diets containing 5 and 15% detoxified castor bean.
Additionally, the average daily consumption of water was higher for the three
doses, compared to the control diet used.

For all doses used in this study, there were no observed signs of clinical
change (diarrhea, weight or hair loss) and no mortality of the animals. During
the 28 days, the animals fed with detoxified castor cake showed higher weight
gain compared to the growth of the control group. These results demonstrate that
there was no impairment in growth and development of the animals that
consumed the detoxified castor bean.

The results from the blood (Table 4) test do not indicate any
inflammatory processes and also demonstrate that the differences found are not
due to the food. All the results are acceptable when the groups fed with
detoxified cake are compared with the control group which had a diet free of the
castor cake.

Changes in the concentration of the cellular enzyme, alkaline
phosphatase, is directly related to biliary obstruction and hepatocellular injury.
Alkaline phosphatase (ALP) is predominantly indicative of cholestasis (Table 5).
This phenomenon is triggered by an inflammatory process, infection or
obstruction that can be seen from the hepatocyte to the terminal portion of the
bile ducts, such as infectious hepatitis. In this experiment, the ALP showed no
statistically significant difference in the groups fed diets containing detoxified
castor bean meal compared to the control feed. This demonstrates that the diet
containing the cake did not cause any injuries.

AST values found in the different groups were not statistically different
and are within the range found in the literature, from 45.7-80.8 U.mL”, as is
normal, indicating no liver damage. This result was confirmed by histological

examinations when there were changes in the tissues. This is because the AST
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enzyme exists in large quantities in the myocardium, liver, skeletal muscle, brain
and kidneys, so when injuries occur with cellular destruction there is also a
significant increase in the activity of this enzyme in the blood (Lima et al., 2001
and Gella, 1994).

ALT levels found in the treated groups did not differ statistically from
the control group and are within the normal range reported in the literature;
between 26-60 U.mL" (Melo er al., 2012). The ALT results therefore also
confirmed that there was no liver damage. The study of this enzyme also aids in
the diagnosis and prognosis of liver diseases, because in hepatocellular damage,
a serious injury predominantly leads to cytoplasm in serum as well as a release
of mitochondrial enzyme which elevates the AST/ALT levels. Another factor
associated with the elevation of the AST/ALT level is that during serious injury,
ALT levels may decline more rapidly because they are launched first,
meanwhile, the values of AST in the bloodstream remains high for longer,
which leads to the increase in the AST/ALT ratio (Lima et al, 2006).

All results demonstrated that the castor bean was detoxified by the
oxidative process, using the homogeneous catalytic system with Fe(Ill). The
process allowed the toxic ricin and plant allergens to be destroyed
simultaneously from the castor cake. However, this study was conducted on a
pilot scale and further investigations are necessary for producing and marketing
large quantities of detoxified castor bean. The oxy-detoxification process also
has the potential to be applied to other toxic oilseeds such as jatropha cake while
requiring only a few modifications based on the amount of toxic compounds
present.

This new detoxification technology is of great importance in the oil
production chain of the respective plant because it elevates the value of a co-
product of a renewable raw material and provides a cost effective way of

supplementing feed. In addition, it can be used to address increasing the
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producer’s income without increasing production and acreage, as described in
the work by Abdalla (2008). Thus, besides adding value to a co-product, this
work has been a positive factor in the life cycle of the production of chemicals

derived from castor oil.
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Efeito da dieta de ratos (Rattus novergicus) Wistar contendo torta de pinhdo-

manso (Jatropha curcas L. ) detoxificada
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RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar os efeitos das
dietas com torta de pinhdo-manso detoxificada sobre o desenvolvimento de ratos
Wistar (Rattus norvegicus). Os ratos receberam dietas contendo doses crescentes
de 0% (grupo controle), 5%, 10% e 15% de torta de pinhdo-manso detoxificada,
durante 28 dias. Apds o periodo da dieta experimental, os animais foram
submetidos a eutanasia. O sangue ¢ os 6rgdos foram coletados para a avalia¢do
dos indicadores metabodlicos, enddcrinos, hematoldgicos e histopatologicos. Os
resultados demonstraram que, em todos os pardmetros avaliados, houve
diferengas significativas entre o grupo controle ¢ os demais. Tais resultados
indicam que, apesar de a torta estar isenta de ésteres de forbol, a quantidade de
inibidores de tripsina, além de outros possiveis metabolitos ativos formados no
processo de oxi-detoxificagdo, impede a utilizacdo da torta de pinhdo-manso
detoxificada pela oxidetoxificagdo na dieta animal, em qualquer dose
administrada.

Keywords: Torta de Pinhdo-manso, oxi-detoxificagdo, toxidade e complemento
alimentar.
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INTRODUCAO

A torta de pinhdo-manso é um dos coprodutos resultantes da extragdo do
6leo das sementes de pinhdo-manso. E um excelente adubo organico, devido as
altas concentracdes de nitrogénio, fosforo e potassio em sua constituigdo
(Makkar ef al., 1998). Entretanto, a torta ainda apresenta grandes quantidades de
proteina (cerca de 50%) que poderiam tornar 1til a sua utilizagdo como um
potencial complemento proteico e altamente nutritivo para alimenta¢do animal.
Além disso, a composi¢io de aminoacidos essenciais da torta de pinhdo-manso é
similar a do farelo de soja (Oliveira ef al., 2010).

Porém, para se utilizar a torta como complemento alimentar, ¢
necessaria a retirada dos componentes toxicos presentes naturalmente em sua
constituico.

Atualmente, além de a torta de pinhdo-manso ser utilizada como adubo
organico, ela também é empregada como insumo calorifico, pelo seu ndo
aproveitamento na alimentacdo animal, atribuido a sua toxicidade (Saturnino et
al., 2005).

Diversos autores atribuem o efeito toxico e antinutricional da torta de
pinhdo-manso a presenca dos ésteres de forbol, além dos inibidores de tripsina
(Makkar et al., 1997; Martinéz-Herrera et al., 2006; Silva, 2012).

Os ésteres de forbol sdo os principais compostos responsaveis pela
toxicidade da semente, do oleo, do farelo e da torta de pinhdo-manso (Herrera et
al., 2006). Eles sdo classificados como ésteres de tigliano diterpenos. O
composto tigliane ¢ um diterpeno tetraciclico que, quando hidroxilado em varias
posicdes e ligado com as termina¢des 4cidas, d4 origem a diversos outros
compostos chamados de ésteres de forbol (Haas e Strerk, 2002).

Os ésteres de forbol tém agdo inflamatéria e carcinogénica (Azzi et al.,
1992 e Aitken, 1986). Também ¢& responsavel por levar animais e individuos ao

obito.
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A tripsina ¢ responsavel pela digestdo das proteinas. Os inibidores de
tripsina reduzem a acéo da tripsina do trato intestinal e aumentam a produg¢ao de
enzimas no pancreas, ocasionando uma hipertrofia desse 6rgdo, além de reduzir
a taxa de crescimento do animal (Cardoso, 2007).

Contudo, se faz necessdrio avaliar a torta detoxificada quanto as
variaveis que comprometem a saude do animal ruminante. Para tanto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o desenvolvimento de ratos
Wistar alimentados com diferentes niveis de torta de pinhdo-manso detoxificada

pelo processo de oxi-detoxificac@o desenvolvido por Monteiro et al. (2012).
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MATERIAL E METODOS

Torta de pinhdo-manso detoxificada
A torta de pinhdo-manso detoxificada, ou seja, isenta de ésteres de
forbol, utilizada neste trabalho foi tratada pelo processo desenvolvido por

Monteiro et al., 2012, que utilizaram rea¢des oxidativas do tipo Fenton.

Determinacio do inibidor de tripsina

A atividade do inibidor de tripsina foi determinada pela comparagio
entre um ensaio cinético (com, pelo menos, quatro periodos de tempo) da
atividade de tripsina da torta da pinhdo-manso detoxificada e sem tratamento.
Utilizou-se o substrato BApNA na concentra¢io de 0,87 mmol.L", preparado
em tampdo glicina-NaOH 0,1 mol.L" no pH étimo (9,7) (Rossi et al.., 2009) e
quantificou-se a atividade por meio da metodologia proposta por Erlanger ef al..
(1961). Ensaios-controle, como branco de substrato (atividade na auséncia de
enzima e inibidor), branco de enzima (atividade na auséncia de substrato e
inibidor), branco de inibidor (atividade na auséncia de substrato e enzima) e
atividade de tripsina no extrato de pinhdo-manso, foram realizados da mesma
maneira que os tubos experimentais. Os resultados foram expressos em unidades
de tripsina inibida (UTI), que consiste no desaparecimento da absor¢do de luz
correspondente a 1 mmol de p-nitroanilina (produto formado durante a atividade
da tripsina sobre o substrato BapNA), durante 1 minuto de reagdo, em 1 g de
torta de pinhdo-manso.

Testes com tripsina bovina (4 mg/200mL HCI 0,001mol.L") do
fabricante Merck foram realizados em tampao TRIS/HCI1 0,1 mol.L™" pH=7,0.
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Animais

O experimento foi realizado no Biotério do Departamento de Medicina
Veterinaria da UFLA, apés a autorizagio do Comité de Etica da Universidade
Federal de Lavras, n°® 078/2011, durante 28 dias.

Foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus) albinos, fémeas, da
linhagem Wistar, com 50 dias de idade e pesando em torno de 100 g.

No periodo pré-experimental, os animais foram mantidos em grupos de
seis ratos por gaiola, & temperatura ambiente (cerca de 25 °C), com ciclo claro-
escuro, de 12 horas, tendo acesso a ragdo comercial Nuvilab CR1 (Nuvital
Nutrientes, Ltda.) e agua ad libtum. Durante seis dias antes do inicio do
experimento, os animais foram pesados, distribuidos aleatoriamente em gaiolas
metabolicas individuais e receberam uma dieta de adaptagdo, de acordo com o
American Institute of Nutrition, AIN-93. Apos esse periodo, os animais foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos de seis animais em delineamento
inteiramente casualisado (D.I1.C) e receberam as dictas experimentais ¢ agua ad

libtum por 28 dias.

Dieta

Foram desenvolvidas quatro dietas experimentais, formuladas de acordo
com AIN-93G (Reeves et al.., 1993), modificadas pela adicdo da torta de
pinhdo-manso detoxificada, em niveis crescentes da torta detoxificada (0%, 5%,

10% e 15%) e descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 Composic¢do das dietas para os animais

DIETA TRATAMENTOS
(g/100g) 0% 5% 10% 15%
Torta de 0.00 5,00 10,00 15,00
pinhao-manso

Caseina 20,00 20,00 20,00 20,00
Acticar 10,00 10,00 10,00 10,00
Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Metionina 0,30 0,30 0,30 0,30
Celulose 5,00 5,00 5,00 5,00
Oleo (soja) 7,00 7,00 7,00 7,00
MV* 1,00 1,00 1,00 1,00
MM#* 3,50 3,50 3,50 3,50
B.H.T.* 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitamina E 0,05 0,05 0,05 0,05
Amido 52,85 47,85 42,85 37,85

*MV= mistura vitaminica; MM= mistura mineral;, B.H.T.= butilato hidroxitolueno
(anti-oxidante).

Diariamente, era medido e anotado o consumo de ragdo. Semanalmente,
foi feita a pesagem dos animais e medido o consumo de agua. Ao final, esses
dados foram utilizados para avaliagdo do consumo médio diario de ragéo e agua,
ganho de peso médio diario e coeficiente de eficiéncia alimentar.

Apds o periodo experimental, coletou-se o sangue mediante pungéo
cardiaca. O sangue coletado passou por um processo de centrifuga¢do durante
cinco minutos, a 11.963 g, a fim de que se separasse o soro. O soro foi, entfo,

congelado, a -20 °C, para posteriores analises.

Desenvolvimento dos animais

O consumo da racdo foi verificado diariamente e o consumo de agua e o
peso dos animais foram acompanhados semanalmente, calculando-se, assim, o
consumo diario (CMD), o ganho de peso diario (GMD) e o coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA), este ultimo calculado pela divisdo do ganho do peso

animal pelo total de alimento ingerido, conforme Pellett ¢ Young (1980).



114

Ao término do experimento, os animais foram deixados em jejum por
cerca de 12 horas e, em seguida, submetidos a exsanguinagio, sob anestesia com

tiopental sodico (dosagem de 40 mg.kg" do animal).

Analises bioquimica
Hemograma

Ao final do experimento, os animais foram deixados em jejum por 12
horas antecedentes a eutanasia. Foram utilizados 40 mg.kg" de Tiopental® para
anestesiar os animais e, em seguida, submeté-los a eutandsia por deslocamento
cervical, incisdo ventral. A exsanguinag@o foi realizada por coleta de sangue do
coracao.

O hemograma foi realizado pelo Laboratério de Fisiologia ¢
Farmacologia, do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade

Federal de Lavras.

Atividades de aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e
fosfatase alcalina

As atividades de aspartato aminotransferase (AST; ec 2.6.1.1), alanina
aminotransferase (ALT; EC 2.6.1.2) e fosfatase alcalina (FA; EC 3.1.3.1) foram
medidas utilizando-se um kit comercial Bioclin®. O oxalato ou piruvato
produzido pela agdo das enzimas AST ou ALT reagem com a dinitrofenil-
hidrazina e a leitura do composto colorido obtido feita a 505 nm.

A FA presente na amostra hidrolisa a timolftaleina monofosfato,
liberando timolftaleina e fosfato inorganico. A atividade enzimatica ¢
proporcional a quantidade de timolftaleina formada que, em meio basico,

adquire cor azul, cujo pico de absorbancia se da em 590 nm.
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Estudo histopatoldgico

Depois de os animais serem sacrificados, foi realizada a necropsia, com
a retirada dos orgdos internos (rins, figado, coracdo, bago, cérebro e pulmio) que
foram submetidos a exame histopatoldgicos.

Os orgéos foram seccionados em pequenos fragmentos, fixados com
formalina tamponada por 24 horas e, posteriormente, armazenados em alcool
70%. O material armazenado foi processado para inclusdo em blocos de parafina
e submetido a microtomia, resultando em cortes com espessura de,
aproximadamente, 3 pm. Os cortes obtidos foram corados com hematoxilina e
eosina e colocados em laminas de vidro, para avaliacdo histopatologica em

microscopio optico.

Analise estatistica
As analises estatisticas dos resultados foram realizadas, utilizando-se o
software SISVAR 4.0 (Ferreira, 2000), a analise de variancia (ANOVA) ¢ o

teste de Tukey, para a comparagio dos grupos, todos a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS

Determinacéo de inibidores de tripsina
A atividade dos inibidores de tripsina presentes na torta de pinhdo-
manso permaneceu a mesma apos o tratamento de oxidetoxificagdo, conforme

mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 Atividade de inibidor de tripsina na torta de pinhdo-manso sem
tratamento e detoxificada via processo oxidativo avangado

Atividade da enzima Torta de pinhdo-manso Torta de pinhdo-manso
sem tratamento oxidetoxificada
(UTI%) 27,49 27,52

* Unidade de tripsina inibida

Desenvolvimento dos animais

Na Figura 1 pode ser observado o perfil de crescimento dos animais
tratados com a torta de pinhdo-manso oxidetoxificada em doses crescentes e a
torta sem tratamento (controle), semanalmente, durante os 28 dias de

experimento.
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0% - Controle 5%
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Pess dan retes
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Figura 1 Perfil de crescimento dos ratos durante os 28 dias de experimento de
cada tratamento

* Os pontos representam as médias +desvio padrio do peso médio dos grupos em cada

semana do experimento

Os resultados da avaliagdo do ganho de peso demonstraram que houve
diferencga significativa entre o grupo que recebeu a dieta contendo torta tratada e
o grupo controle. Esse resultado evidenciou que todas as dosagens da torta de
pinhdo-manso tratada afetou o apetite dos animais, levando-os a significativa
perda de peso até o dbito.

Os animais do grupo alimentados com 15% da torta foram os mais
afetados. Apos 14 dias do inicio da administracdo das dietas ocorreu o 1° 6bito e
no 22° dia, a do ultimo animal desse grupo, totalizando 6 animais mortos ao final
do experimento. Quanto maior a quantidade de torta na dieta, maior foi o dano
causado a satde dos animais.

Além da perda de peso, também foram observadas queda de pelo,

diarreia e mudanga na colorac¢éo dos olhos.
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Na Tabela 3 podem ser observadas as relagcdes de consumo de ragdo e
ganho de peso animal. Os resultados demonstram que, quanto maior a dosagem
de torta de pinhdo-manso na dieta, maior era a perda do apetite, ou seja, menor o

consumo e, por consequéncia, menor era o ganho de peso.

Tabela 3 CMD, GMD e CEA dos ratos durante o periodo experimental

Dieta CMD** GMD#**
(& (e
0% 18,84° 5,62°
5% 16,05° 4,56
10% 12,65° 3,94°
15% 5,34° 2,34

Letras diferentes na coluna indicam que as médias diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Controle= dieta padrdo (0%). **CMD= consumo médio diario, GMD= ganho de peso
médio diario

Hemograma
A partir de uma gota de sangue de cada animal foi realizado esfregago

sanguineo para a contagem de células, conforme apresentado na tabela 4.

Tabela 4 Hemograma dos animais ap6s 28 dias com as dietas experimentais

DIETA
0% 5% 10% 15%
Hemécias (6,6-9,0 x 106/mm”)* 8,73 7,67 7,4 i*
Hemoglobina (15 g%)* 14,7 12,32 13,16 T*
Leucdcitos (7300-12600/mm*)* 3750 5890 3830 i*
Linfocitos totais (65%-77%)* 42,50 44,65 40,8 i*
Proteina total (5-7 g%)* 7,3 6,5 6,28 i*

Letras diferentes na linha indicam que as médias diferem entre si, pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05). Os resultados estdo expressos com as médiastdesvio padrido de cada
tipo celular avaliado em esfregago snaguineo com microscopio optico e confirmado por
analisador automatico

* Fonte: Jain, 1993

1*Nao foi possivel a realizagdo do exame nos animais desse grupo.
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As variaveis hematoldgicas ndo foram afetadas pelo consumo das ragdes
contendo as tortas de pinhdo-manso detoxificado nos niveis de 5% e 10%,
comparadas com o controle. Os animais alimentados com a dieta contendo 15%
de torta detoxificada morreram antes de poderem ser submetidos ao exame

hematolégico.
Atividades de aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e

fosfatase alcalina

A atividade das enzimas FA, ALT e AST esta demonstrada na Tabela 5.

Tabela 5 Atividade de enzimas no soro dos animais, apos 28 dias com as dictas

experimentais
o DIETA
(UmL") 0% 5% 10% 15%
FA* 2,36 4,85° 1,9° ¥
ALT* 20,08° 31,28° 68,09 1
AST* 64,46° 87,01° 125,27° *

Letras diferentes na linha indicam que as médias diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05)

Controle= dieta padrdo (0%). **FA= fosfatase alcalina; AST= aparato aminotranferase e
ALT=alanina aminotransferase

1*Nao foi possivel a realizagdo do exame nos animais desse grupo

Todos os grupos apresentaram diferencas significativas entre si. Para as
enzimas ALT e AST, foi observado um aumento nos niveis dos dois grupos em

relagc@o ao controle. Essas alteragdes podem indicar hepatotoxicidade.
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Estudo histopatologicos

Na avaliagdo macroscopica foram observadas altera¢des significativas
dos orgdos analisados (pulmao, intestino, figado, coracdo, rim e bago). Para cada
orgdo/animal/grupo, foi realizada fotomicrografia da area mais afetada.

Nas Figuras 2 e 3 apresentam-se imagens microscopicas obtidas do
pulmio e do figado, pois estes foram os 6rgio que apresentaram diferencas mais

significativas.

Figura 2 Fotomicrografia do pulméo de um dos ratos alimentados com a dieta
controle (A) e alimentados com a torta de pinhdo manso detoxificada
(B,CeD)

*As letras representam o mesmo 6rgdo de um animal de cada um dos trés diferentes

grupos e do controle. A= Controle; B= 5%; C=10% e D=15%

No grupo dos animais alimentados com dieta contendo 5% de torta de

pinhdo-manso detoxificada, os ratos apresentaram congestdo difusa acentuada,
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infiltrado inflamatdério mononuclear e pneumonia (Figura 2B). Nos grupos 10%
e 15%, foram observados congestdo difusa acentuada e infiltrado inflamatério
mononuclear (Figura 2C e D).

Na Figura 3 observa-se a fotomicrografia do figado do controle (Figura
3A) e do animal alimentado com a dieta contendo 5% (Figura 3B) da torta de

pinhdo-manso detoxificada.

Figura 3 Fotomicrografia do figado de um dos ratos alimentados com a dieta

controle (A) e alimentados com a torta de pinhdo manso detoxificada
*As letras representam o mesmo 6rgdo de um animal de cada um dos trés diferentes
grupos e do controle. A= Controle ¢ B=5%

No figado do animal alimentado com a dieta 5% foi identificado um
discreto foco de infiltrado inflamatdério mononuclear (Figura 3B).

Nos trés grupos foram observados infiltrados eosinofilicos na porg¢ao
granular do estdbmago e apenas nos animais do grupo alimentado com 15% de
torta detoxificada foram observadas necrose ¢ a presenga de coldnia bacteriana.

No bago e no rim foram identificadas congestio difusa acentuada,

colonia de bactérias, autdlise acentuada e caracteristicas de inflamagéo.
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Os ratos que receberam as diferentes doses da torta de pinhdo-manso
detoxificada apresentaram reagdes de toxicidade graves, principalmente na dose

mais elevada (15% da torta de pinhdo-manso detoxificada na dieta).

DISCUSSAO

Este estudo indicou que a dieta contendo torta de pinhdo-manso
detoxificada, pelo processo de oxi-detoxificacdo, ¢, ainda, toxica para os ratos e
produz sintomas patoldgicos graves.

A resisténcia dos inibidores de tripsina ao tratamento pode estar
relacionada com sua estrutura compacta contendo grande quantidade de ligagoes
dissulfidicas na estrutura da molécula. Por consequéncia da presenca dessas
ligagdes, a molécula também apresenta grande resisténcia a inativagdo da sua
atividade por tratamentos térmicos, que também vai depender diretamente de
fatores como o tempo de aquecimento, a temperatura, o tipo de oleaginosa a ser
tratada, a umidade e a conformagéo estrutural do inibidor (Sgarbieri ¢ Whitaker,
1982). Em algumas cultivares de feijdo, a atividade dos inibidores é destruida
em 10 minutos, a 120 °C, enquanto em outras a atividade ainda pode ser
detectada apds 60 minutos de tratamento (Sgarbieri ¢ Whitaker, 1982).

A presenca dos inibidores de tripsina na torta de pinhdo-manso ou em
outras oleaginosas pode contribuir para a redugcdo da digestibilidade das
proteinas pelos animais (Liener, 1979). Existem inibidores de tripsina que sdo
resistentes a desnaturacdo, além de serem capazes de reverter a a¢do da atividade
inibitoria. Esses fatores podem estar relacionados com a capacidade do inibidor
de reagir com outras substincias do préprio material, levando-o a inativagdo ou
a retencdo da atividade inibitoria pelos fragmentos obtidos com a degradacdo

(Sgarbieri, 1979; Carvalho et al., 2002).
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Apesar de os animais, visualmente, apresentarem sinais de intoxicagao,
apos se alimentarem com a ragdo contendo os niveis de 5% e 10% de tortas de
pinhdo-manso detoxificadas, ndo houve diferencgas, quando comparados com os
do grupo controle, no hemograma, para justificar tais rea¢des (Tabela 4). Como
os animais alimentados com a dieta contendo 15% de torta detoxificada
morreram em horarios desconhecidos, ndo foi possivel realizar a coleta de
sangue para a realizagcdo do exame hematoldgico.

As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato
aminotransferase (AST) foram detectadas, nos animais alimentados com as
dietas contendo 5% e 10% de tortas detoxificadas, em concentra¢des mais altas
do que as dos animais alimentados com a dieta controle. Isso porque, quando
ocorre injuria das células hepaticas, essas enzimas sdo liberadas na circulacio e,
consequentemente, ocorre um aumento de suas concentragdes no sangue (Tabela
5). Como a atividade dessas enzimas ocorre no figado, em baixas quantidades, a
elevagdo na concentra¢do dessas enzimas ¢ um indicador de injuria hepética
(Kaneko, 2008). Todas essas alteragdes indicam nefro e hepatotoxicidade. As
alteragGes nas concentracdes das enzimas ALT e AST também foram relatadas
por Ahmed ¢ Adam (1979) ¢ Abdel-Gadir et al. (2003), refletindo injtrias
hepaticas e renais. Também foram observadas alteragdes da fosfatase alcalina
(FA) nos dois grupos experimentais (5% e 10%). A diminui¢do dessa enzima
pode estar relacionada com a reducdo de consumo de alimento. Isso porque
reducdes da enzima também foram encontradas em bovinos com restri¢io
alimentar (Miller et al., 1969).

As lesdes macroscopicas e histopatologicas constituem uma
caracteristica bastante similar da intoxicagdo por pinhdo-manso in natura e,
quando associadas aos dados epidemioldgicos, permitem o diagnodstico da

intoxica¢do (Makkar e Becker, 1998).
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Todos os estudos sobre alimentagdo com o pinhdo-manso in natura
relatam sintomas clinicos e patologicos graves (Adam 1974, Liberalino et al.,

1988; Gandhi et al., 1995; Rakshit ef al., 2008).
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CONCLUSAO

As tortas detoxificadas pelo processo de oxidetoxificagdo ndo
apresentam caracteristicas nutricionais adequadas para a inclusdo na dieta
animal, devido a presenc¢a de algum metabolito bioativo na torta, mesmo apods ter
sido tratada. Recomenda-se que sejam desenvolvidas novas versdes do processo,

pela eficiéncia na reducéo dos ésteres de forbol e a simplicidade do processo.
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