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RESUMO

ROMERO, A. C. Residuos da producéo de biodiesel: Avaliacdo de moléculas bioativas e
potencial de aplicacéo na alimentacdo animal. 2013. 113 f. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2013.

A crescente demanda por fontes de energia limpas e sustentaveis tem impulsionado a busca
por matérias-primas alternativas para a producdo de biocombustiveis. Dentre as fontes
vegetais ndo utilizadas para a alimentacdo, a mamona, o pinhdo-manso e o carogo de algodéo
apresentam elevados teores de 6leo para producéo de biodiesel e potencial para utilizacdo dos
residuos na alimentagcdo de ruminantes. Entretanto, para que esses “residuos” adquiram status
de coprodutos, é necessario avaliar sua toxicidade, para administra-los em niveis seguros ou
realizar sua destoxificacdo. Este estudo teve por objetivo mensurar o teor das moléculas
biotivas gossipol, ricina e ésteres de forbol em tortas de caroco de algoddo, mamona e pinhao-
manso, respectivamente, a fim de avaliar o potencial de utilizacdo desses subprodutos na
alimentacdo de ruminantes, considerando a acdo dessas biomoléculas na fermentacdo ruminal
in vitro em diferentes niveis de substituicdo ao farelo de soja do concentrado. O delineamento
experimental foi totalmente casualizado, utilizando trés niveis de adi¢cdo de biomoléculas
extraidas das tortas, simulando a substitui¢cdo da soja do concentrado em 33,3 66,6 e 100% e
adicionadas sobre uma dieta base (controle), e um nivel de torta em substituicdo a 22,2% ao
farelo de soja do concentrado da mesma dieta base dos demais tratamentos, a fim de avaliar
possiveis diferencas de acdo da biomolécula in natura na torta ou extraida. Os dados foram
analisados por regressdo linear e quadratica, ANOVA e teste de Dunnett para comparacao das
médias dos tratamentos em relacdo ao controle. As metodologias em CLAE (HPLC) para
quantificacdo das biomoléculas foram adaptadas e validadas. As concentracdes das
biomoléculas nas tortas analisadas estiveram dentro da faixa citada pela literatura, sendo que
0 gossipol e a ricina poderiam ser adicionados na alimentacdo de ruminantes nos teores
propostos neste estudo, proporcionando niveis de ingestdo inferiores aos citados como toxicos
pela literatura. Da mesma forma, a producdo de gases na fermentacdo ruminal in vitro nédo
demonstrou ocorréncia de efeitos destas biomoléculas sobre a microbiota ruminal. Os niveis
de adicdo de pinhdo-manso propostos poderiam ocasionar toxicidade pela ingestdo de ésteres
de forbol. No bioensaio com pinhdo-manso, foram observados efeitos com 22,2% de adicéo
de torta sobre a taxa de eficiéncia de conversdo do metano, sugerindo que os ésteres de forbol
estejam bioativos apenas na torta in natura ou ainda que a presenca de outro composto toxico,
sozinho ou sinergia com os ésteres de forbol, possa ter interferido na microbiota ruminal. A
viabilidade da inclusdo das tortas de carogo de algoddo e mamona in natura ndo foi negada
por este estudo, entretanto, é necessario considerar a concentracao de suas biomoléculas e o
manejo animal correto. Para a utilizagdo de pinhdo-manso in natura em qualquer nivel de
adicdo, ainda sdo necessarios novos estudos sobre a toxicidade dos ésteres de forbol nas tortas
e sua possivel sinergia com outros compostos toxicos. A identificacdo e quantificacdo dos
ésteres de forbol antes e apos o tratamento de destoxificagcdo constituem os principais entraves
para que a utilizacéo da torta de pinhdo-manso se torne um coproduto da alimentacdo animal.

Palavras chave: Moléculas bioativas. Toxicidade. Alimentacdo animal. Coprodutos do
biodiesel. Sustentabilidade.
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ABSTRACT

ROMERO, A. C. Residues from biodiesel production: evaluation of bioactive molecules
and potential application in animal nutrition. 2013. 113 f. Tese (Doutorado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2013.

The growing demand for sustainable and clean energy sources has increased the search of
alternative raw materials for the production of biofuels. Castor-oil plant, jatropha and cotton
seeds are among the plant resources that are not used for food although they have high level
of oil for biodiesel production and might have considerable potential to use their residues to
feed ruminants. However, for these “residues” to achieve status of co-products it is necessary
to evaluate its toxicity before using them at safe levels or to perform its detoxification. This
study aimed to measure the content of gossypol, ricin and phorbol esters bioactives molecules
in cottonseed, castor and jatropha meals respectively in order to evaluate the potential of the
use of these co-products to feed ruminants, considering the action of these biomolecules in
ruminal fermentation in vitro into different substitution levels of soybean meal in the
concentrate. The experimental design was completely randomized; one level of a meal by
replacing 22,2% of soy in its concentrate and three levels by adding biomolecules extracted
from meals simulating the replacement of 33,3, 66,6 and 100% of soy in its concentrate in the
same diet base (control) of others treatment in order to evaluate differences of effects of
biomolecules in natura both in a meal or extracted. The results were analyzed by linear and
quadratic regression, ANOVA and Dunnett’s test for comparison of averages of treatments
compared to control. The HPLC methodologies to quantify the biomolecules were adapted
and validated. The biomolecules’ concentrations were within the values were quoted in the
literature and both the gossypol as ricin could be added in the feeding of ruminants at the
levels proposed in this report, providing intake levels below those quoted as toxic in literature.
Likewise, the gas production in rumen fermentation in vitro showed no effects of biomocules
on rumen microbial. According to the literature, the jatropha levels proposed could cause
toxicity by the content of phorbol esters ingested. In the bioassay with jatropha, effects on
methane efficiency rate were observed when 22,2% of meal were added, suggesting that
phorbol esters are bioactives only in meal in natura or even the presence of other toxic
compound, alone or in synergy with phorbol esters, might have affected the ruminal
microflora. The viability of cottonseed and castor meal in natura inclusion was not denied by
this report, however, it is extremely necessary to consider their concentration of biomolecules
and correct animal handling. For the use of jatropha in natura at any level of addition further
studies are still needed on the toxicity of phorbol esters in meal in natura and its possible
synergy with other toxic compounds. The identification and quantification of phorbol esters
before and after detoxification treatment has still being a main barrier to jatropha meal
becomes a co-product of animal nutrition.

Keywords: Bioactives molecules. Toxicity. Animal feed. Co-products of biodiesel.
Sustainability.
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1 INTRODUCAO

Vérias discussdes sobre medidas corretivas e preventivas ao efeito estufa, assim
como a crescente demanda mundial por energia, tém impulsionado a busca por fontes de
energia mais limpas e renovaveis. Em atendimento a essa demanda, as pesquisas sobre a

utilizacdo de biocombustiveis estdo em franco desenvolvimento.

A insercdo do biodiesel na matriz energética brasileira ocorreu por meio da Lei
11.097/2005, que normatiza a adicdo deste biocombustivel ao diesel convencional,
provocando um aumento na demanda de producdo do 6leo vegetal e, consequentemente, uma

necessidade crescente de diversificagdo das fontes utilizadas para a sua producéo.

A producdo do biodiesel no Brasil ainda apresenta a producdo da biomassa como
principal custo, sendo que aproximadamente 80% dos gastos encontram-se na cadeia
produtiva da oleaginosa para extracdo do Oleo, constituindo um desafio a ser superado pela
industria (ALMEIDA; BOMTEMPO; DE SOUZA E SILVA, 2007).

Por apresentar uma cadeia produtiva fortemente consolidada, a soja ainda é a
principal matéria-prima utilizada para a extracao do 6leo para biodiesel no Brasil. Entretanto,
considerando que a utilizacdo desta commoditie para producdo de biodiesel compete com a
industria de alimentos, a busca por fontes vegetais alternativas para a industria do biodiesel
tornou-se imperativa. Somado a isso, ha o fato de que o Brasil conta com ampla extensdo
territorial com condic¢Bes edafoclimaticas favoraveis ao cultivo de uma gama de oleaginosas

que podem ser utilizadas para a extracao do biodiesel.

Com o aumento da producdo do biodiesel a partir de matérias-primas vegetais
alternativas, serdo geradas grandes quantidades de fibras residuais na forma de torta ou farelo,
com potencial para utilizagdo na adubacdo organica, na geracdo de energia ou ainda, na
alimentacdo animal, que constitui uma possibilidade de agregar valor a cadeia produtiva

dessas oleaginosas.

Se a alimentacdo animal constitui um elo entre a industria do biodiesel e a pecuéria, a
utilizacdo dos residuos da extracdo de Gleo para producdo de biodiesel na alimentacdo de
ruminantes constitui uma oportunidade de uso sustentavel dos recursos dessa cadeia, com
potencial ndo apenas para aumentar a producdo animal, como também diminuir a emisséo de

gases de efeito estufa pela mitigacdo do metano.
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Para que esse potencial de utilizagdo se concretize, é necessario estudar a viabilidade
da utilizacdo desses subprodutos na alimentacdo animal, considerando n&o apenas o seu valor
nutricional, mas também a sua toxicidade efetiva. Embora estudos enfocando o perfil quimico
e bromatoldgico de oleaginosas que podem ser utilizadas para a producdo de biodiesel
venham sendo frequentemente publicados na literatura, ainda é necessario aprofundar a

andlise destes subprodutos quanto a presenca de metabdlitos bioativos.

Apesar de existirem alguns estudos na literatura internacional descrevendo os efeitos
de moléculas bioativas presentes em novas matérias-primas vegetais para producdo de
biodiesel, no Brasil ainda ha uma caréncia desse tipo de estudo e nem mesmo 0s coprodutos
da industria algodoeira, como caroco e tortas/farelos de algoddo que ja tém sido utilizados na
alimentacdo de ruminantes, foram caracterizados extensivamente quanto a toxicidade

proporcionada pelo teor de gossipol.

Ap0s a normatizacdo do biodiesel, houve também o incentivo da producédo de outras
fontes de dleo vegetal, como o plantio de mamona e pinhdo-manso. Entretanto, ambas
apresentam biomoléculas tdxicas restritivas ao uso de seus subprodutos na alimentacdo
animal. A busca por alternativas que permitam a utilizacdo desses subprodutos, tornando-os
também “coprodutos” da cadeia agroindustrial, atende ndo s6 a interesses econdmicos, por
agregar valor a cadeia produtiva, mas também a uma demanda da sociedade, pela producao de
energia limpa e renovavel, que permita uma utilizacdo vidvel de seus residuos, numa cadeia

de producéo sustentavel.

Para que a andlise da viabilidade desses coprodutos possa ser realizada, sdo
necessarios também estudos sobre toxicidade e destoxificacdo, os quais demandam
metodologias analiticas precisas e especificas para deteccdo e quantificacdo de cada composto
toxico. Apenas de posse do perfil de substancias tdxicas presentes em qualquer matriz é que a
sua atuacdo biologica pode ser avaliada em estudos in vitro e/ou in vivo, bem como
metodologias para destoxificacdo podem ser propostas a fim de realizar a adicdo das tortas a

alimentacdo animal.

Em funcdo do exposto, este estudo teve por objetivo mensurar o teor das moléculas
biotivas gossipol, ricina e ésteres de forbol em tortas de caro¢o de algoddo, mamona e pinhao-
manso, respectivamente, a fim de avaliar o potencial de utilizacdo desses subprodutos na
alimentacdo de ruminantes, considerando a acdo dessas biomoléculas na fermentacdo ruminal

in vitro em diferentes niveis de substituicdo ao farelo de soja do concentrado.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. Questao Energética e Poluicao

Embora os combustiveis de origem fdssil ainda representem a principal fonte de
energia, constituem também uma matriz energética ndo renovavel e, portanto, com
sazonalidade de preco e oferta, sendo recorrentes os casos de crise de abastecimento de

petréleo no mundo.

No Brasil, a crise de 1973 impulsionou a busca por novas fontes combustiveis, como
o0 etanol, com a criacdo do Programa Nacional do Alcool - PROALCOOL, programa de
incentivo a producdo e utilizacdo do etanol (ALMEIDA; BOMTEMPO; DE SOUZA E
SILVA, 2007). Nesse mesmo sentido, o Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel
(PNPB), instituido em 2004, objetivou atender a uma demanda por um novo sistema para

producdo de energia sustentavel sob os aspectos ambiental, econdmico e social (ANP, 2012).

A producéo de biodiesel a partir de fontes vegetais alternativas, como a mamona e o
pinhdo-manso, apresenta como uma das vantagens o fato de favorecer o uso mais eficiente da
terra quando comparado com o plantio de outras oleaginosas, como a canola. Da mesma
forma, a possibilidade de utilizacdo de &reas de terra degradadas para o plantio dessas
oleaginosas e a incluséo do pequeno produtor rural na cadeia de producdo do biodiesel,
favorecendo a reducdo das desigualdades pelo desenvolvimento socioecondmico regional,
constituem importantes fatores que aumentam o interesse na producdo do biodiesel utilizando

uma maior diversidade de fontes vegetais.

A utilizacdo do biodiesel também atende a demandas ambientais por ser menos
poluente que o diesel convencional e por ser mais rapidamente degradado no ambiente,
apresentando, inclusive, um menor potencial de danos ambientais em caso de derramamento
durante o transporte maritimo (STEENBLIK, 2006).

2.2 Biodiesel

O Biodiesel é um éleo combustivel composto por um mono-alquil éster de acidos
graxos de cadeia longa derivado de fontes renovaveis, como 6leos vegetais e gorduras animais
(FERRARI; OLIVEIRA; SCABIO, 2005; REEFAT et al., 2008). No Brasil, a Lei n° 11.097,
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aprovada pelo Congresso Nacional em 13 de janeiro de 2005, introduziu o biodiesel na matriz
energética definindo-o como um biocombustivel renovavel derivado de biomassa, cujo uso

objetiva a substituicdo parcial ou total dos combustiveis fosseis (SEBRAE, 2008).

O biodiesel apresenta véarias vantagens em relagdo aos combustiveis de origem fossil.
Do ponto de vista social e econdmico, a producdo do biodiesel apresenta um enorme potencial
para inclusdo social e desenvolvimento regional no Brasil, por meio da geragéo de emprego e

renda, além da reducédo das importacOes de petréleo e 6leo diesel.

Entretanto, o principal atrativo do biodiesel refere-se a questdo ambiental, por tratar-
se de um combustivel totalmente renovavel e que diminui significativamente a emissdo de
poluentes provenientes de sua queima, como mondxido de carbono, hidrocarbonetos totais,
material particulado e enxofre, reduzindo a emissdo dos gases do efeito estufa (RATHMANN
etal., 2008; RODRIGUES et al., 2003; USEPA, 2002).

A lei 11.097/2005 também estabelece niveis minimos de adicdo de biodiesel ao
diesel convencional e o monitoramento dessa adicdo a partir de 2008, quando se tornou
obrigatdria a mistura de 2% de biodiesel (B2) ao diesel. A demanda estimada de 6leo vegetal
para a producdo de B3 (a partir de Julho de 2008) durante o periodo entre 2008 e 2012 foi
estimada em um bilh&o de litros ao ano. Com o0 aumento da adi¢ao de biodiesel de 5% (B5) ao
diesel, a demanda prevista passaria para 2,4 bilhdes de litros ao ano (SEBRAE, 2008).
Entretanto, com a antecipacdo da utilizacdo do B5 a partir de 2010, as reivindicagcfes para
novos aumentos percentuais da mistura (7, 10, atingindo até 20% ao longo dos anos), foram
intensificadas a fim de utilizar a capacidade ociosa das industrias produtoras (IPEA, 2012).
Nesse contexto e para que o PNPB cumpra seu objetivo de insergdo social, espera-se uma

maior demanda por matérias-primas vegetais alternativas a soja para producdo do biodiesel.

Segundo o boletim mensal do biodiesel de dezembro de 2012, existem 65 plantas
produtoras de biodiesel autorizadas pela Agéncia Nacional do Petrdleo (ANP), com uma
capacidade de producdo total autorizada de 20.567,76 m® por dia. Destas 65 plantas, 61
possuem autorizacdo para comercializagdo do biodiesel, correspondendo a 19.009,04 m® por
dia, sendo responsaveis pelo suprimento do volume de biodiesel estipulado pela demanda
compulsoéria (ANP, 2012).

Atualmente a soja ainda € principal oleaginosa utilizada para producéo de biodiesel
por ter uma cadeia produtiva consolidada com sucesso no Brasil, 0 que poderia explicar o

perfil de distribuicdo da producdo de biodiesel entre as regides, ja que apenas as regides que
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sdo as maiores produtoras de soja, como Centro-Oeste e Sul, apresentam oferta superior a
demanda compulséria deste biocombustivel (ANP, 2012; IBGE 2012).

Em 2007, os paises da Unido Européia e os Estados Unidos eram 0s maiores
produtores de biodiesel, com 1.688 e 6.109 milhdes de litros, sendo que o Brasil ja ocupava a
quarta posigédo, com 227 milhdes de litros (OECD, 2008), passando para a terceira posicao em
2011, atras apenas dos Estados e Argentina.

Para que a producdo de biodiesel no Brasil alcance todo seu potencial e ofereca
vantagens competitivas para exportacdo em relacdo a outros paises, a exemplo do que ocorre
com o etanol, € necessario explorar novas fontes de oleaginosas para obtencdo dos

biocombustiveis.

2.3 Cadeia de producéo do biodiesel: as oleaginosas

Estima-se que a producéo brasileira de gréos para a safra 2012/2013 atingira 180,20
milhdes de toneladas, com um crescimento de 8,4% em relagdo a safra anterior, que foi de
166,17 milhdes de toneladas (IBGE, 2012).

Deste montante estimado, a producdo de soja representa um volume de producéo de
82,63 milhdes de toneladas, cujo aumento em relagdo a safra 2011/2012 correspondente a
16,24 milhGes de toneladas. Em contrapartida, a producdo do caroco de algodédo teve uma
reducdo em relacdo ao periodo anterior, da ordem de 21,8%, passando de 1.877,30 para
1.468,10 milhdes de toneladas, refletindo os efeitos da reducdo em 28% da area de plantio
destinada a essa cultura, ao contrario do ocorrido com soja, cuja area destinada ao plantio
aumentou 8,8%. Por outro lado, a safra de mamona prevista tera um aumento de 224,6%,
passando dos 24,8 para 80,5 mil toneladas, utilizando a mesma quantidade de hectares da
safra anterior, indicando um aumento expressivo de produtividade dessa cultura (IBGE, 2012;
CONAB, 2012).

Dentre as oleaginosas com potencial para producdo de biodiesel, observam-se
diferengas quanto ao rendimento do Oleo e a geragdo de residuos. Na Tabela 1, sdo
apresentados dados para comparacdo do rendimento do dleo e da geracdo de residuos
utilizando a extracdo por solvente e por prensagem, bem como os teores de 6leo de algumas

oleaginosas em relacdo a area destinada para o plantio.
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Tabela 1 — Rendimento de 6leo e residuos vegetais por tipo de extragdo

EXTRACAOQ POR SOLVENTE EXTRACAO POR PRENSAGEM

MATRIZ VEGETAL Grios  Oleo  Farelo  Farelo Gréos Oleo  Torta Torta

(toneladas) (%) (toneladas) (%) (toneladas) (%) (toneladas) (%)
SOJA 5,263 19 3476 75 7,692! 13 5,714 81
GIRASSOL 2,381" 42 1,238 52 2,857" 35 1,686 59
MAMONA 2,273 44 1,136 50 2,703! 37 1,541 57
AMENDOIM 2,041 49 0918 45 2,381! 42 1,238 52
NABO FORRAGEIRO 3,4501 29 2,172 63
ALGODAO 6,100° 24 2,600 43 1,800° 15
PINHAO-MANSO® 8,000° 40
DENDE (PALMA)? 3,846" 26
CANOLA® 1,800° 38
GIRASSOL® 1,600° 42

Fonte: Adaptado de Petrobio (2005); Petrobio (2006); Abdalla et al, 2008 ; Rodrigues Neto (1996)
1 - Refere-se a quantidade de grdos em toneladas necessaria para produzir 1 tonelada de 6leo.
2 - Refere-se a quantidade de grdos para produzir a quantidade de torta apresentada, supondo a extragdo por solvente devido
ao fato do autor referir-se ao “farelo” e ndo a torta.
3 - Tipo de extracdo ndo especificada pelo autor.

4 - Refere-se a quantidade de cachos de palma necessaria para produzir 1 tonelada de 6leo.
5 - Refere-se a quantidade de toneladas de grdos produzidos por hectare por ano.

Embora a extracdo por solvente apresente um maior rendimento de 6leo extraido, o
custo do processo é mais elevado. Entretanto, de maneira geral, a extracdo do 6leo vegetal
gera um grande volume de residuos, os quais podem ser utilizados visando amortizar o0s
custos de producdo. Segundo Gongalves, Mendonca e Laviola (2010) atualmente no Brasil ha
uma predominancia da extracdo por esmagamento mecanico (prensagem), resultando em um

produto com maior teor de 6leo remanescente e gerando o subproduto denominado “torta”.

Considerando apenas o aspecto nutricional das matérias-primas vegetais utilizadas
para producdo do biodiesel, o uso dessas fibras vegetais na alimentagdo animal apresenta
enorme potencial. Entretanto, para que essa utilizagdo se torne vidvel, sdo necessarios estudos
detalhados que caracterizem as tortas e os farelos residuais com relacdo ao seu potencial
toxico, fornecendo subsidios para sua utilizacdo e manejo adequado, bem como para 0

desenvolvimento de processos para a destoxificagdo em escala.
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2.4 Fontes vegetais alternativas para producao do biodiesel

Segundo o boletim mensal do biodiesel, divulgado pela ANP, a principal fonte
vegetal utilizada para producéo de biodiesel ainda é a soja, totalizando 73,44% da producéo,
seguida pelo o6leo de algodao e canola, com inexpressivos 5,02 e 0,13%, respectivamente. O
restante da producdo tem sido obtido pela utilizagcdo principalmente de gordura bovina
(17,46%). Quando essa andlise € realizada considerando a diviséo por regides, observa-se que
no Nordeste, apesar da predominancia da soja (40,72%), a porcentagem de Gleo de algodéo
(17,40%) e de outras matérias graxas nao especificadas (16,58%) apresenta uma participacéo

mais expressiva em relagdo ao restante do pais (ANP, 2012).

Esse fato provavelmente reflete a questdo da disponibilidade de matéria-prima,
considerando que o nordeste é a segunda regido com maior producdo de caroco de algodéo,
mas é a regido com menor producdo de soja. Sendo assim, é possivel especular que a mamona
pode alcangar maior utilizacdo para producdo do biodiesel em refinarias do nordeste,
considerando o0 aumento em sua producéo estimado para a safra de 2013 (IBGE, 2012).

Assim como a mamona e 0 caroco de algoddo, existem outras oleaginosas cujo
cultivo pode constituir uma alternativa para producdo de 6leo para o biodiesel, como o
pinhdo-manso, dendé (palma), girassol, nabo forrageiro, babacu, entre outros. Alguns estudos
avaliando a utilizagdo destas tortas e farelos na alimentacdo animal tém sido realizados e
algumas dessas oleaginosas apresentam potencial para utilizacdo de seus coprodutos na
alimentacdo de ruminantes (ABDALLA et al., 2008).

2.4.1 Algodoeiro e coprodutos do beneficiamento do algodéo

Embora ndo exista consenso, acredita-se que o algodoeiro selvagem tenha como
centros de origem a Asia e a América. E uma planta fibrosa e oleaginosa, pertencente ao
género Gossipium (Gossypium sp) e familia Malvaceae (BELTRAO; OLIVEIRA, 2008).

Apesar de existirem mais de 39 espécies, apenas cinco tem sido significativamente
utilizadas para obtencdo de fibras: Egipcio, Sea Island, Pima Americano, Asiatico e 0
American Upland, destando-se o American Upland (Gossypium hirsutum) e o Pima
Americano (Gossypium barbadense) (OLIVEIRA et al., 2007; BUAINAIN; BATALHA,
2007).
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No Brasil, predominam duas variedades de American Upland (Gossypium hirsutum),
0 algodao arboreo (Gossypium arboreum), inicialmente utilizado no Maranhdo a partir de
1750, e o herbaceo (Gossypium herbaceum), introduzido comercialmente em Séo Paulo a
partir de 1860. Desde o inicio de seu plantio, ocorreram vérias transformacdes na distribuicédo
dessas variedades, sendo que nos ultimos trinta anos, houve o declinio do cultivo do algodao
arbdreo no nordeste e o deslocamento do centro de producéo do algoddo herbaceo do sudeste
para a regido centro-oeste. Da mesma forma, ocorreu a substituicdo gradual do plantio de
algod@o arbdreo pelo herbaceo, o qual passou a predominar no Brasil a partir de 1998
(BUAINAIN; BATALHA, 2007).

O algoddo apresenta varios coprodutos, provenientes da separacdo da fibra e extracao
do o6leo da semente. Entre os coprodutos do algodao, a semente coberta com linter é rica em
6leo, contém em média 60% de carogo e 40% de fibra e é a principal matéria-prima para a
extracdo de 6leo. A torta e o farelo, coprodutos da extracdo do 6leo, sdo ricos em proteinas de
boa qualidade e s&o empregados na fabricacéo de ragdes (ARAUJO et al., 2003).

O beneficiamento de 100 kg de algoddo em pluma resulta em 61 kg de caroco, 26 kg
de farelo, 8 kg de linter (RODRIGUES NETO, 1996). O caroco integral contém entre 18 e
23% de proteina bruta e de 20 a 21% de 6leo, enquanto o carogo sem o linter, coproduto da
agroindustria do descarocamento da pluma do algoddo, contém aproximadamente 25% de
proteina bruta e 24 % de 6leo (ARAUJO et al., 2003; COSTA et al., 2005; PESCE, 2008).

O caroco de algodao também tem sido utilizado como alimento para ruminantes, pois
apresenta alto teor de energia devido ao elevado contetdo de 6leo, proteina e fibra. A fibra
proporciona elevada digestibilidade ao carogo, favorecendo sua inclusdo na dieta de
ruminantes (GARCIA, 2005; TEIXEIRA; BORGES, 2005). Entretanto, o caroco de algodao
apresenta limitacbes com relacdo ao teor de adicdo na alimentacdo devido a presenca do
gossipol, um alcaldide polifendlico presente em plantas do género Gossipium, e que pode
causar intoxicaces (HAVARTINE; FIRKINS; EASTRIDGE, 2002).
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2.4.1.1 Gossipol

O gossipol (C3oH3003g) é um pigmento polifendlico amarelo tdéxico encontrado em
sementes e hastes durante o desenvolvimento da planta, podendo variar desde 0,002% a mais
de 6% (CUNHA, 2006). Com relacdo ao potencial toxico, o gossipol apresenta-se em duas
formas, a livre, mais toxica por ser prontamente absorvida, e a ligada, que ocorre apds a
complexacdo do gossipol livre com proteinas soltveis e disponiveis no meio. No caroco do
algoddo, o gossipol total é de aproximadamente 13,2 mg.g™, enquanto o livre varia entre
7 a 8 mg.g”’; no farelo, o gossipol total é de aproximadamente 10,6 mg.g™ e o livre, entre
3e5mg.g" (RANDEL; CHASE JUNIOR; WYSE, 1992).

No Brasil, ndo existem estudos abrangentes que reportem uma faixa de teor estimado
de gossipol em caroco de algoddo ou em seus coprodutos. Nos Estados Unidos, estudos de
levantamento do teor de gossipol livre em coprodutos da inddstria do algodao estimam que
este composto esteja presente entre 0,47-7% do peso seco do carogo e em menor teor na torta,
entre 0,04-1,77%, entretanto, observa-se que a abrangéncia desses dados ainda é limitada
(EFSA, 2008; OECD, 2009).

No caroco de algodao integro, o gossipol livre € o principal pigmento presente.
Entretanto, em menores quantidades, existem outros compostos similares ao gossipol, como o
gossipurpurina e o gossifulvina. O gossipurpurina é um pigmento de coloragdo purpura e que
se decompde em solucdo, tornando-se amarelo claro. J& o gossifulvina, apresenta coloracao
alaranjada e, embora mais estavel que o gossipol, € menos reativo, possivelmente inerte
(BOATNER, 1944; BALIGA, 1956).

Apos 0 processamento, ocorre a complexacao do gossipol livre devido a ligacdo do
grupo aldeido presente na molécula com aminas dos aminoacidos das proteinas do meio.
Assim, a maior parte do gossipol presente na torta ou farelo encontra-se na forma ligada, a
qual foi denominada inicialmente por Frank E. Carruth de D-gossipol, mas ainda coexistem
pequenas fracbes de gossipol livre, gossipurpurina e gossifulvina (BALIGA, 1956;
CARRUTH, 1947; STROM-HANSEN; CORNETT; JAROSZEWSKI, 1989).

Na forma ligada o gossipol apresenta menor digestibilidade, sendo recuperado
intacto nas fezes em aproximadamente 85% do teor administrado. De fato, desde a
identificacdo e denominacdo do gossipol ligado, vérios trabalhos demonstraram que a
qualidade nutricional do produto processado aumenta com a diminui¢do do teor de gossipol
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livre recuperado em acetona, indicando a conversdo deste produto em outro, menos toxico
(CARRUTH, 1947).

E importante observar que o gossipol livre apresenta estereoisomeria em sua
molécula, sendo o composto racémico (—)-gossipol o principal responsavel pela toxicidade
(DECHARY; PRADEL, 1971; CHEN; CHEN; LEI, 1987; WANG et al., 1987).

Depois de metabolizado, o gossipol pode ser oxidado a um metabdlito inativo
denominado gossipolone (YU, 1987). Da mesma forma, outros estudos relatam a existéncia
de compostos provenientes de oxidagdo, analogos ao gossipol, como o apogossipol e o
apogossipol hexaacetato, ambos toxicos, embora o0 apogossipol apresente apenas um terco da
toxicidade do gossipol (CLARK, 1928a; JIA et al, 2008; CLARK, 1928Db).

Além de diferencas no teor de gossipol entre as espécies e variedades, também
existem diferencas na proporcdo dos atropoisémeros gossipol (+) e (-). O Gossipium
hirsutum, nativo da América Central e amplamente disseminado pelo mundo, é a espécie de
plantio comercial mais comum e apresenta maior proporcdo de (+)-gossipol, enquanto o
Gossipium barbadense, nativo da América do Sul, possui maior teor de (=)-gossipol (CASS et
al., 1991, EFSA, 2008).

A exemplo do que ocorre com outros compostos tdxicos, a toxicidade do gossipol
difere conforme a dose e tempo de ingestdo, perfil nutricional, idade e espécie do animal, e
também difere entre animais monogastricos e ruminantes. A DLso (dose letal para 50% dos
individuos de uma populacdo) é bastante variavel, sendo que para ratos, a DLsy € de
2.400 mg.kg™ p.c., entre 350 e 600 mg.kg™ p.c. para coelhos e de 550 mg.kg™ p.c. para suinos
(ABOU-DONIA, 1976).

O Painel de Opiniéo Cientifica sobre Contaminantes na Cadeia de Alimentos (EFSA-
Q-2005-222) cita um NOAEL (No-Observed-Adverse-Effect Level) de 200 mg de gossipol
livre, correspondentes a uma ingestdo de 4-5 mg.kg™ p.c. por dia para novilhos. Doses de
40 mg.kg™ p.c. por dia para gado ndo produziram efeitos clinicos, mas a partir de 13 mg.kg™
de p.c. por dia foram observados efeitos subclinicos; em ovelhas, o LOAEL (Lowest-
Observed-Adverse-Effect Level) é de 2-3 mg.kg™ p.c. por dia (EFSA, 2008).

A toxidez do gossipol provavelmente é devida a interferéncia na utilizagdo de
elementos minerais, ao formar complexos estaveis com cations como o Fe*? e Fe**, podendo
causar efeitos como fragilidade de eritrocitos, alterar a concentracdo de hemoglobina no

sangue e a absor¢do de ferro no intestino, provocar a hemolise pela liberacdo do oxigénio da
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hemoglobina, além de aumento na freqléncia respiratoria, edema pulmonar, hemorragias,
infertilidade, diminuicdo da ingestdo de matéria seca, perda de peso e em casos extremos pode
levar a morte do animal (PRZYLBYLSKI, 2001; LINDSEY; HAWKINS; GUTHRIE, 1980;
ADAMS; GEISSMAN; EDWARDS, 1960).

2.4.1.2 Utilizagéo dos coprodutos do algodéo na alimentagéo animal

Acredita-se que 0s animais ruminantes apresentem maior tolerancia a ingestdo de
gossipol devido a capacidade da populacdo microbiana presente no rumen de degradar o
gossipol e/ou pela presenca de proteinas sollveis, principalmente lisina, as quais seriam
complexadas com o gossipol, formando o gossipol ligado. Entretanto, esse possivel
mecanismo de destoxificacao natural é limitado, dependendo da dose e do periodo de ingestéo
(SANTOS et al., 2002; REISER; FU, 1962).

Embora ruminantes apresentem menor susceptibilidade ao gossipol do que os
animais monogastricos, a ingestdo cronica desse polifenol apresenta efeito acumulativo,
provocando sinais de toxicidade similares aos da ingestdo de concentracBes elevadas de
gossipol livre na dieta, como por exemplo, para gado leiteiro, equivalentes a uma ingestao de
doses acima de 6,6 mg.kg’ p.c. por dia (LINDSEY; HAWKINS; GUTHRIE, 1980;
RANDEL; CHASE JUNIOR; WYSE, 1992; CUNHA, 2006).

Segundo Risco, Holmberg e Kutches (1992), quantidades de até 200 ppm de gossipol
livre na alimentacdo de novilhos entre 1 e 120 dias de idade podem ser consideradas seguras,
enguanto 400 ppm de ingestdo provocam toxicidade em animais com idade inferior a 90 dias

e ingestOes superiores a 800 ppm resultam quantidade significativa de mortes.

Apesar da menor toxicidade do gossipol para ruminantes, seja pela formacdo do
gossipol ligado favorecida pelo processamento do caroco de algodéo ou devido ao mecanismo
de destoxificagdo no rumen, alguns autores consideram a possibilidade do gossipol ligado ser
“reconvertido” a sua forma livre durante o metabolismo, aumentando seu potencial toxico
(BALIGA; LYMAN, 1957; ABOU-DONIA, 1976), assim como a possibilidade desta forma
do gossipol também apresentar uma fracdo capaz de se ligar com compostos metélicos

insoltveis, como o ferro (EFSA, 2008).

O carogo de algodao ndo tem sido utilizado na alimentagdo de monogastricos, devido

a maior susceptibilidade desses animais aos efeitos toxicos do gossipol. Para avaliar a
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utilizacdo de carogo de algoddo na dieta de ruminantes, parametros como consumo,
digestibilidade e ganho de peso tém sido mensurados, bem como a observacdo de sinais de

toxicidade pela avaliacédo de alteracdes fisiologicas e bioquimicas.

Para analisar a efetividade da fibra do carogo de algodao integral, Havartine, Firkins
e Eastridge (2002) realizaram adi¢des a racdo nas propor¢des de 0, 10 e 15% e concluiram
que a fibra em detergente neutro (FDN) do carogo de algoddo apresentou 84% de efetividade
em relacdo a silagem de alfafa e que uma adicéo de até 15% mantém a atividade ruminal em

dietas com baixo contetdo de FDN proveniente das forragens.

Coppock et al. (1985) avaliaram os efeitos da adi¢do de 0, 15 e 30% de caroco de
algodao integral na alimentacdo de vacas em fase de lactacéo e de 0, 35 e 55% em vacas néo
prenhas e ndo observaram sinais de toxicidade provocada pelo gossipol entre os metabdlitos
sanguineos pesquisados, embora tenham observado que no grupo com 55% de caroco de
algoddo ocorreu uma redugdo no consumo da matéria seca por unidade de peso corporal e
metabdlico e no consumo de energia. Os autores consideraram que embora o estudo reflita a
ingestdo em curta duracdo (14 dias), existe uma boa margem de seguranca no uso de elevadas

quantidades de caroc¢o de algodao para alimentacao de gado leiteiro.

Nikokyris et al. (1991) estudaram os efeitos da adi¢do de torta de caroco de algodao
na alimentacdo de cordeiros com 42 dias de vida, durante um periodo de 62 dias. Os animais
foram divididos em trés grupos e tratados com 0, 15 e 30% de torta de caroco de algodao na
racdo, contendo 0, 0,065 e 0,0102% de gossipol livre, respectivamente. O nivel médio de
ingestdo diaria de gossipol obtido entre os tratamentos foi de 65,8 (15% de adicdo) e
102,8 mg (30% de adicdo) e ndo foram observados sinais de toxicidade ou alteracbes no

crescimento dos animais.

Por outro lado, o estudo realizado por Colin-Negrete et al. (1996) concluiu que
longos periodos de suplementacdo com caroco de algoddo integral adicionados entre 15 e
30% causam toxicidade em novilhos. Durante os 431 dias de suplementacdo, os autores
observaram aumento da fragilidade de eritrdcitos, aumento linear do colesterol, triglicérides e
bilirrubina com o aumento da suplementacdo; em 396 dias, ocorreu a morte de um animal que
apresentou sinais compativeis com falha cardiaca. Apos o final da suplementagéo, ocorreu o
decrescimo da fosfatase alcalina, aumento da alanina aminotransferase e diminui¢do da
proporcdo de aspartato aminotransferase para alanina aminotransferase, demonstrando sinais

moderados de toxicidade causada pelo gossipol.



31

Da mesma forma, para gado leiteiro, Lindsey, Hawkins e Guthrie (1980) realizaram
um estudo de 14 semanas, utilizando ragdes adicionadas de torta de algoddo obtidas por
prensagem ou extracdo por solvente, na proporcdo de 45% de matéria seca e observaram
decréscimo no ganho de peso, além de mudancas fisioldgicas e presenca de gossipol no

plasma e figado, sugerindo a possibilidade de intoxicacdo mesmo em animais maduros.

A auséncia de toxicidade observada no estudo de Coppock et al. (1985) pode ser
explicada pelo mecanismo de destoxificacdo do gossipol livre no rimen. Entretanto, observa-
se que na mesma faixa de adicdo, mas em um periodo mais longo de alimentacdo, como no
estudo de Collin-Negrete et al. (1996), foram observados sinais de toxicidade, possivelmente,
além das diferencas entre os teores de gossipol, pelo efeito acumulativo desse composto e
devido a capacidade de destoxificacdo ser limitada a presenca de proteinas livres no rimen,

como proposto por Reiser e Fu (1962).

Ainda considerando a possibilidade da reverséo do gossipol ingerido na forma ligada
para a forma livre durante o processo de digestdo, no estudo realizado por Mena et al. (2001),
observou-se que ao final do experimento os niveis de gossipol presentes no plasma foram
maiores do que o esperado considerando a forma de suplementacdo realizada, sugerindo ter
ocorrido a reversdao da forma ligada do gossipol contida na torta de algoddo ou ainda que a
destoxificacdo do gossipol livre seja menos extensiva no material cominuido do que no carogo

de algodao integro.

Por outro lado, no estudo realizado por Collin-Negrete et al. (1996) a forma de
gossipol contido na alimentacdo também pode ter favorecido a manifestacdo de sinais de
toxicidade, considerando que o carogo integro apresenta o gossipol na forma livre,
biologicamente ativa, enquanto o material processado (torta e farelo) apresenta
predominantemente a forma ligada do gossipol (GOETSCH; OWENS, 1985).

Assim, observa-se a dificuldade de comparacdo entre os estudos, considerando as
diferencas na forma de administragdo do gossipol na dieta, pela utilizagdo torta ou caroco,
e/ou pela mensuracao do teor adicionado, considerando ndo apenas o gossipol livre ou ligado,
mas a proporcdo de (-)-gossipol e (+)-gossipol. Da mesma forma, Romero, Louvandini e
Abdalla (2012) em estudos realizados no Laboratério de Nutrigdo Animal — CENA-USP,
observaram que o carogo de algodao é uma matriz que apresenta grande variabilidade entre os

gréos (27-85%) e, dependendo de como o preparo da amostra analitica seja realizado, essa
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caracteristica pode proporcionar erros no doseamento do teor de gossipol (em fase de

elaboracéo)®.

Diante disso, para que a utilizacdo do carogo de algoddo na alimentacdo animal seja
realizada com seguranca, deve-se considerar o conjunto de fatores que afetam a toxicidade do
carogo de algoddo ou seus coprodutos, com relacdo ao teor do gossipol, além das
caracteristicas do animal, como diferencas de susceptibilidade entre as espécies, maturacao e
estado nutricional do animal. Assim, ap0s serem considerados os demais parametros para
adequacdo nutricional da dieta a ser utilizada, a analise do teor de gossipol presente na torta
ou caroco de algoddo permite que a adicdo destes produtos na alimentacdo animal seja
realizada em niveis seguros em relacdo a auséncia de toxicidade e manutencdo do

desempenho animal.

2.4.2 Mamona (Ricinus communis L.)

A mamoneira é uma planta oleaginosa da familia das Euphorbiaceas que cresce em
regides de clima tropical e subtropical e que apresenta boa tolerancia a seca (CHIARADIA,
2005).

E uma planta com caracteristicas variaveis, cujas cultivares podem variar entre porte
ando ou arbdreo, serem perenes ou anuais, com variacdes no teor e composi¢do do 6leo e
diferentes cores de folhas, caules e frutos (MILANI, 2008).

Das sementes de mamona é extraido um Oleo de excelentes propriedades, muito
utilizado como insumo industrial e, mais recentemente, para producdo de biocombustivel
(CHIARADIA, 2005).

Apos a extracdo do 6leo, obtém-se como subproduto a torta da mamona, que pode
ser utilizada como fertilizante. A producdo de torta corresponde a 55% do peso das sementes,
variando de acordo com o teor de Gleo (35 a 55%) presente na semente e com 0 processo de
extracdo utilizado (HEMERLY, 1981; SEVERINO, 2005). Embora apresente um alto valor
protéico, com 42,5% de proteina bruta, além de 20,04% de fibras e 4,23% de extrato etéreo, a
torta de mamona néo tem sido comumente utilizada como racdo animal devido a presenca de
substancias toxicas e alergénicas (FREIRE; NOBREGA, 2006).

! ROMERO, A.C.; LOUVANDINI, H.; ABDALLA, A.L. Fatores que interferem na exatiddo da analise do
gossipol livre em carogo de algoddo. Em fase de elaboracéo.
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A toxidez da torta de mamona é causada pela presenca de uma proteina denominada
ricina, um alcaloide, a ricinina, fitohemaglutininas e um complexo alergénico, o CB-1A, que
causa reacOes alérgicas que em humanos compreendem desde sintomas como irritagéo,
vermelhiddo e secrecdo ocular até desencadeamento de crise de asma bronquica (JENKINS,
1963; SEVERINO, 2005).

Dentre 0s compostos toxicos, a ricina é uma das fitotoxinas mais potentes e
concentra-se no endosperma da semente. Apesar do teor de ricina ser bastante variavel, os
niveis podem variar entre 1 e 5% do peso seco das sementes (BRADBERRY et al., 2003).
J4 a ricinina, apresenta uma concentracdo entre 870 e 1.500 mg.kg™” de sementes e possui
menor toxicidade, manifestada basicamente por sintomas neuroldgicos, enquanto o complexo
alergénico representa 12,5% do peso da torta e esta presente na semente, no pélen e em partes
vegetativas da planta (BELTRAO, 2002; BANDEIRA et al., 2004).

2.4.2.1 Ricina

A ricina é uma proteina toxica inativadora de ribossomos do tipo 2 (RIP-2),
encontrada no endosperma das sementes de mamona e nao esta presente no Oleo. Essa
holotoxina € sintetizada durante a maturacdo das sementes e sofre uma clivagem em dois
polipetideos, denominados ricina de cadeia A e de cadeia B, 0s quais sdo unidos por uma
ligagéo dissulfeto. A cadeia A exerce seu mecanismo de toxicidade por meio da inativagao
irreversivel dos ribossomos, apos a clivagem da ligacdo N-glicosidica no RNA ribossémico
28S, na posicdo 4324, removendo o residuo adenina e impedindo o processo de elongamento
da cadeia polipeptidica (OLSNES et al, 1975; ENDO; TSURUNGI, 1987).

Uma unica molécula de ricina de cadeia A é capaz de inativar 2.000 ribossomos por
minuto, entretanto, sua toxicidade so é efetiva mediante a ligacdo dissulfeto com a ricina de
cadeia B. A cadeia B é uma lectina que tem por funcéo realizar a entrada da holotoxina na
célula, por sua ligacdo nos sitios receptores para a galactose (OLSNES; REFSNES; PIHL,
1974; OLSNES et al., 1975; ENDO; TSURUNGI, 1987; STIRPE, 2004).

A toxicidade da ricina varia conforme a dose, espécie e a rota de exposic¢éo, podendo
variar entre 100 a 1.000 vezes. A letalidade por ingestdo é menor do que nas outras rotas de
exposicdo, possivelmente devido a ricina ser pobremente absorvida no intestino, apesar de

resistir a acdo dos &cidos e enzimas proteoliticas; a toxicidade por ingestdo da ricina
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caracteriza-se pela eroséo da mucosa intestinal, que pode provocar perda massiva de fluidos e
choque hipovolémico (SCHEP et al., 2009).

Em estudos com camundongos, 0s sintomas da ingestdo da ricina iniciam-se apds
2 horas, entretanto, em outras espécies, 0s sintomas podem aparecer entre 12 e 18 horas,
evoluindo num periodo de 2 a 3 dias (OLSNES, 2004; AUDI et al., 2005). Em ratos, a DLsg
por via oral é de 3 a 5 pg.kg™ p.c., provocando a morte em até 60 horas apés a ingest&o; para
coelhos, a DLs é de 500 pg.kg™ p.c., enquanto em humanos, a dose letal estimada é de
1220 mg.kg™ p.c. (AUDI et al., 2005; EFSA, 2008).

De maneira geral, a ricina causa hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e estresse
oxidativo. Os sintomas incluem inapeténcia/anoxeria, apatia, mal-estar geral, diarréia
mucossanguinolenta, dor abdominal, distirbios hidroeletroliticos, oligaria, nefrite e
insuficiéncia renal, cianose e morte por colapso cardiorrespiratorio (FERNANDES et al.,
2002; EFSA, 2008).

Apesar de apresentar algumas aplicacdes na area da medicina, constituindo parte de
uma imunotoxina no tratamento de pacientes com cancer, a ricina, também conhecida como
“composto W”, é considerada como uma potente arma bioldgica pelo Center for Disease
Control - CDC, devido a dificuldade de inativacdo e auséncia de antidotos. Para avaliar a
presenca de ricina em amostras de urina, 0 CDC tem realizado analises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando a ricinina como biomarcador de exposicao, ja que
a ricina e a ricinina ocorrem sempre conjuntamente nas sementes de mamona (FRANKEL et
al., 1996; CDC, 2009).

A ricinina é um alcaldide toxico também presente nas sementes de mamona, que é
pouco afetado por tratamentos térmicos e apresenta sintomas de intoxicacdo semelhantes aos
da ricina, tais como, vomitos, diarréia sanguinolenta, dor abdominal intensa, taquicardia,
convulsdes e morte (BRITO, 2005). Apesar da toxicidade semelhante a ricina, a presenca de
ricinina na torta de mamona apresenta menor importancia em comparacdo com a ricina devido
a sua baixa concentragéo, em torno de 0,3-0,8 % nas sementes (CARLSON; KALIMULLAH,
2007).

Considerando sua toxicidade, a torta de mamona ndo tem sido utilizada para
alimentacdo animal, exceto em condigdes especiais, nas quais se realiza a destoxificacdo da
torta ou em experimentos com ensaios biologicos, utilizando doses subletais ou pré-

imunizacéo.
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2.4.2.2 Utilizagdo da mamona na alimentacéo animal

Vaérios trabalhos foram realizados visando obter uma destoxificagdo eficiente da torta
de mamona, entretanto, ainda ndo foram obtidos resultados satisfatorios para aplicagdo em
escala industrial (SEVERINO, 2005; FREIRE; NOBREGA, 2006).

Visando a obtencdo de metodologias para destoxificagdo da torta de mamona,
diversos estudos foram realizados desde o inicio do século XX. Em 1929, Carmichael
publicou o primeiro relato com resultados substanciais, 0s quais serviram de ponto de partida
para os estudos posteriores; a inovacdo de Carmichael também consistiu em preconizar que a
ricina apresentava dois tipos de efeitos independentes, a toxicidade e a capacidade de
aglutinacdo (BALINT, 1974). A capacidade de aglutinacdo havia sido relatada por Stillmark
em 1888, quando apos testar extratos de mamona em células sanguineas e observar a

ocorréncia de aglutinacao, supés ser esse o fator de toxicidade da mamona (EFSA, 2008).

Entretanto, observa-se que havia uma série de incertezas com relagdo ao mecanismo
de toxicidade da ricina, que dificultavam a avaliacdo da eficicia dos resultados obtidos até
entdo. Ainda na decada de 1970, trabalhos como o de Fuller et al. (1971) relataram que a
ricina poderia ser facilmente destruida por aquecimento, contudo, a forma utilizada
comumente para avaliar a eficiéncia da destoxificagéo era o teste de hemaglutinagéo, o qual
ainda era considerado como um fator indicativo da toxicidade da ricina. Em 1973, Lugnier e
Dirheimer demonstraram que a ricina € uma substancia com propriedades diferentes das
fitohemaglutininas, portanto a capacidade de hemaglutinacdo deve-se a outra toxina presente
no endosperma da mamona, a RCA120, que ndo apresenta atividade citotdxica direta, mas
possui afinidade pelas células vermelhas do sangue, causando a hemaglutinacdo e hemolise
(PINKERTON et al., 1999).

A partir da década de 1980, estudos como os realizados por Endo e Tsurugi (1987) e
Endo et al. (1987) comecgaram a desvendar os mecanismos de atuacdo da ricina e favoreceram
a melhor compreensdo de sua toxidez. Desde entdo, foram propostos métodos fisicos,
quimicos e combinacdes entre eles, visando a destoxificacdo da mamona (AUDI et al., 2005;
BARNES; BALDWIN; BRAASCH, 2009).

Embora a ricina purificada possa ser inativada por aquecimento a 80°C por uma hora
em solucdo aquosa, esta fitotoxina requer periodos e/ou temperaturas maiores quando

presente na torta de mamona ou nas sementes cruas (AUDI et al., 2005).
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Em um estudo sobre destoxificagdo, Anadam et al. (2005) relataram que a ricina
pode ser totalmente destoxificada em escala laboratorial realizando a autoclavagem a 15 psi

por 60 minutos ou a adi¢cdo de uma solucdo de hidroxido de sodio (40 ppm) durante 8 horas.

Entretanto, um estudo anterior de Jenkins (1963) relatou que a autoclavagem nas
mesmas condic¢Bes ainda mantinha niveis de toxicidade na torta, considerando a letalidade de

animais observada.

Uma possibilidade para explicar a divergéncia entre os resultados obtidos pode estar
na diferenca no modo de avaliacdo da presenca residual da ricina, ja que Anadan et al. (2005)
utilizaram um método instrumental, o qual pode ndo ter atingido uma sensibilidade baixa o
suficiente para detecgdo de quantidades residuais (tragos) de ricina, enquanto Jenkins (1963)
realizou um ensaio biolégico, com administracdo intraperitoneal do extrato obtido apds a

destoxificacao.

Barnes, Baldwin e Braasch (2009) também observaram diferencas na eficiéncia da
destoxificacdo dependendo do tipo de amostra utilizada. Eles testaram amostras de sementes
integras de mamona, prensadas a frio, prensadas a quente e trituradas. Nos tratamentos com
uso de temperatura combinado com hidréxido de célcio, as respostas obtidas apds a fervura e
autoclavagem em amostras de torta prensada a frio possibilitaram a eliminagdo da ricina a
partir de 10 minutos. Entretanto, as amostras prensadas a quente ja ndo demonstraram
presenca de ricina logo apés a prensagem. Nos gréos integros, a fervura sé foi eficiente apds
20 minutos, enquanto na autoclavagem, foram necessarios mais de 30 minutos. Em sementes
trituradas, apenas a autoclavagem foi eficiente, a partir de 10 minutos de tratamento. Os
tratamentos quimicos com uréia e guanidina-HCI, ndo reduziram a toxicidade da ricina de

cadeia-A nas sementes integras ou nas tortas extraidas a frio.

No Brasil, Bandeira et al. (2004) numa revisdo de literatura sobre a utilizacdo da
torta de mamona relatam que sua utilizacdo para alimentacdo animal foi avaliada por alguns
pesquisadores, com resultados positivos em relacdo a destoxificagdo, como por exemplo, o
Lex Protéico, uma torta de mamona destoxificada produzida na década de 1960 pela
“Sociedade Algodoeira do Nordeste Brasileiro — SANBRA”, cujo processamento estava

protegido por patente.

A partir da decada de 1980, observa-se uma auséncia de estudos sobre o uso da
mamona na alimentacdo animal, que segundo Severino (2005) pode ser explicado
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provavelmente por uma questdo econdmica, considerando a baixa competitividade da

mamona em relacdo ao algoddo no periodo.

Assim, observa-se que o potencial do uso da torta da mamona como fonte de
alimentacdo animal pode ser atingido se houver a obtencdo de um processo adequado para
destoxificacdo. Para tanto, sdo necessarios estudos para determinar a melhor forma de

utilizacdo e destoxificacdo da mamona no cenario atual.

Embora existam estudos visando obter uma variedade de mamona livre de
toxicidade, ainda ndo foram obtidos resultados positivos quanto a eliminacdo da ricina,
considerando a complexidade da producdo desta toxina, comandada por varios genes
(SUJATHA; REDDY; MAHASI, 2008).

Apesar de ainda ndo existir uma variedade atoxica de mamona, poucos estudos tém
sido conduzidos visando estratégias alternativas para utilizacdo da torta de mamona para
alimentacdo animal, como imunizagdo cruzada ou autoimunizacgdo utilizando doses subletais
de ricina. Por outro lado, a imunizacdo utilizando anticorpos tem sido testada visando
principalmente a protecdo humana, considerando a possibilidade da ricina ser utilizada como
arma bioldgica (HEWETSON et al., 1993).

No estudo de Tokarnia e Ddbereiner (1997), utilizando bovinos alimentados com
doses subletais de ricina administradas em intervalos de aproximadamente 30 dias, foi
possivel demonstrar que embora os animais tivessem apresentado sinais de toxicidade, como
adoecimento de leve a acentuado, a sua recuperacdo ocorria em alguns dias e eles
desenvolviam uma espécie de resisténcia a doses mais elevadas, ndo apresentando mais sinais
de toxicidade. Comparativamente, outros animais que receberam apenas as doses mais
elevadas de ricina (6.000 mg.kg™ de sementes esmagadas) morreram apés 4 dias da ingest&o.
Ja na avaliacdo de imunidade cruzada entre a ingestdo de sementes de Ricinus communis e
Abrus precatorius, os autores verificaram que apenas 0s animais que ingeriram Abrus

precatorius foram imunes contra a agédo toxica de Ricinus communis.

Apesar do interesse na utilizagdo da mamona para producao do biodiesel estar em
ascensdo, a utilizacdo da sua torta e/ou farelo para alimentacdo animal ainda é um desafio. Os
estudos realizados sobre destoxificagdo ainda sdo insuficientes e ndo demonstram viabilidade
econémica em larga escala. Da mesma forma, estudos como o de Tokarmia e Ddbereiner
(1997) ainda sdo escassos, sendo este 0 Unico artigo encontrado que objetivou avaliar a

possibilidade de uso da mamona nédo destoxificada.
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2.4.3 Pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)

O pinhdo-manso pertence a familia das Euphorbiaceas e é uma planta adequada para
o0 cultivo em regides semidridas devido a sua rusticidade, resisténcia as condicOes adversas de
clima e solo e forte resisténcia a seca (SEVERINO; LIMA; BELTRAOQ, 2007).

E uma oleaginosa perene e de crescimento rapido, mas apesar de ser considerada
uma planta rustica devido a sua capacidade de adaptacdo a condi¢Bes edafocliméticas
marginais, para apresentar alta produtividade também necessita de aplicacdes tecnoldgicas

como controle de pragas, adubacéo e praticas de manejo (LAVIOLA; DIAS, 2008).

Dependendo do acesso, a semente do pinhdo-manso pode apresentar de 34 a 45% de
casca e 55 a 66% de améndoa, 7 % de agua, 27 a 40% de 6leo, podendo atingir entre 40 e
60% em sementes decorticadas, amido, albumindides e materiais minerais (GREEN FUEL,
2008; LIBERALINO et al., 1998).

O 6leo extraido do pinhdo-manso, assim como a torta resultante da extracéo do 6leo,
apresenta toxicidade principalmente devido a presenca de ésteres de forbol, mas possui
também inibidores de tripsina, lectinas, saponinas e fitatos (MAKKAR et al., 1997). Apesar
desta toxicidade, a torta do pinhdo-manso €é bastante rica em nutrientes e pode ser utilizada
como fertilizante ou na alimentacdo animal, ap6s o tratamento adequado (BECKER;
MAKKAR, 1998).

O pinhdo-manso apresenta um grande potencial para a producdo de biodiesel,
considerando tanto as caracteristicas de cultivo desta espécie quanto o seu teor de 6leo. Além
disso, o 6leo do pinhdo-manso apresenta excelentes propriedades de queima, alta viscosidade
e auséncia de dioxido de enxofre apds a queima, emissdo de particulados e sulfurados 80%
inferiores ao diesel convencional (JONGSCHAAP et al., 2007; BECKER; MAKKAR, 2008).

Entretanto, a utilizacdo da torta do pinhdo-manso para alimentacdo animal requer a
sua destoxificagdo, que pode ser realizada com eficiéncia em escala laboratorial, mas ainda

apresenta um custo elevado, inviabilizando o uso em pequena escala.
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2.4.3.1 Esteres de forbol

Os esteres de forbol sdo um grupo de substéncias de ocorréncia natural e tém sido
obtidos de diversas plantas em trés formas esterificadas distintas, associadas a estruturas
hidrocarb6nicas conhecidas como tigliano, dafnano e ingenano. Esses compostos ocorrem
naturalmente em complexas misturas em espécies das familias Euphorbiaceae e
Thymelaeaceae. Esses diterpendides tetraciclicos foram isolados inicialmente de plantas
Crotom tiglium, da familia Euphorbiaceae, apresentando-se como um poliol tetraciclico
enovelado, que na forma esterificada se apresenta como uma série de 11 diésters relacionados
nos grupos hidroxi C-12, 13, divididos em fator-A e B. Em 1986, Evans descreve 0s
principais grupos de ésteres de forbol e seus andlogos em Euforbiéceas, dividindo-os em trés
grupos principais de substancias: os “12-Deoxyphorbol Esters”, “4-Deoxyphorbol Esters” e
“16-Hydroxyphorbol Esters” (EVANS, 1986; KINGHORN, 1991).

Os ésteres de forbol apresentam carater anfifilico e ligam-se aos fosfolipidicos
receptores das membranas, modificando sua atividade, com relacdo a entrada de nutrientes e
adesdo celular, induzem a transformacao do acido araquiddnico e a sintese de prostaglandinas,
inibindo a ligacdo do fator epidérmico de crescimento celular e adesdo a superficie dos
receptores, alterando, assim, o metabolismo lipidico. S&o substancias que causam toxicidade
aguda, manifesta por uma resposta inflamatdria intensa, e/ou toxicidade crénica, por meio da
promocdo de tumores pelo mecanismo de ligacdo e ativacdo da enzima quinase C, a qual

regula o crescimento e diferenciacdo celular (GOEL et al., 2007).

O tetradecanoil-forbol-acetato (TPA) é um eéster de forbol que tem sido extensamente
estudado por sua forte atividade promotora de tumores em mamiferos. Considerado o éster
mais abundante em Crotom tiglium, esse éster foi inicialmente identificado como fator Al e é
reconhecido como um potente promotor de tumores (EVANS, 1986; KINGHORN, 1991).

Apesar de o género Jatropha ser predominantemente composto por espécies toxicas,
existem acessos de pinhdo-manso com baixos teores de esteres de forbol, considerados
naturalmente atoxicos, entretanto, sua a ocorréncia é restrita a algumas regides do México. Da
mesma forma, existem espécies que ndo possuem ésteres de forbol, como a Jatropha
platyphylla, entretanto, possuem antinutricionais como fitatos, lectinas e inibidores de tripsina
(MAKKAR et al., 1997; MAKKAR; BECKER; SCHMOOCK, 1998; MAKKAR et al.,
2010).
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Em estudo realizado por Makkar, Aderibigbe e Becker (1998) foram analisadas
diferentes variedades de pinhdo-manso, uma delas considerada atoxica, a qual apresentou um
baixo teor de ésteres de forbol (0,11 mg.g™), enquanto entre as variedades toxicas, foram

encontrados valores elevados, com teor maximo de 2,70 mg.g™* de ésteres de forbol.

A toxicidade dos ésteres de forbol se manifesta com valores diferentes de ingestao de
pinhdo-manso entre as espécies e depende do extrato, da dose, modo de administracdo, além
da sensibilidade do animal testado (GANDHI; CHERIAN; MULKY, 1995).

Animais como carpas sao considerados altamente sensiveis por apresentaram valores
minimos para induzir toxicidade de 15 mg.kg™ de matéria de seca (MS) de extrato de pinho-
manso na alimentacéo; entre ruminantes, novilhos alimentados com 250 a 1.000 mg.kg™* MS
de pinhdo-manso numa Unica ingestdo morreram nas primeiras 19 horas, enquanto a ingestao
prolongada por 14 dias com 25 mg.kg™? MS de pinh&o-manso provocou mortalidade apenas
ap6s o 10° dia (AHMED; ADAM, 1979a; BECKER; MAKKAR, 1998).

Ja entre ovinos e caprinos, a ocorréncia de sintomas como diarréia, dispnéia e
desidratacdo foram observados a partir de 50 a 100 mg.kg® MS de pinh&o-manso na
alimentacdo (AHMED; ADAM, 1979b). Mesmo entre animais aparentemente menos
susceptiveis como frangos, a taxa de mortalidade é alta quando a adicdo de semente de
pinh&o-manso atinge a proporc¢éo de 0,5% na alimentacdo (EL-BADWI et al., 1992).

Considerando a toxicidade cronica, os ésteres de forbol exercem varios outros efeitos
toxicos, além da atividade promotora de tumores, como a reducdo de apetite e ingestdo de
agua, diarréia, desidratacdo, inibicdo da secrecdo de leite, necrose, e outros efeitos

hemorragicos em diversos érgdos (GOEL et al., 2007).

Em bovinos, a ingestdo de folhas ou racdo produzida a partir de plantas contendo
ésteres de forbol pode provocar sintomas como anorexia, emagrecimento, diarréia
hemorragica, erupgdes necroticas no trato gastrointestinal, e a morte pode ocorrer entre
1 e 3 semanas. O contato tépico provoca inflamacdes na pele, perda de pélos, inchaco de
olhos e boca. A DLs para roedores em ingestdo por via oral do oleo de Jatropha curcas
contendo ésteres de forbol é de 6 ml.kg™ p.c., segundo estudo realizado por Gandhi, Cherian e
Mulky (1995).

Cai et al. (2010) realizaram um estudo visando obter valores de DLs para ratos, com
administracdo intragéstrica de ésteres de forbol e obtiveram uma DLs, de 27,34 mg.kg™ p.c.
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para ratos machos, os quais ndo apresentaram sinais de toxicidade no exame histopatologico
na menor dose testada, de 21,26 mg.kg™ p.c.

Apesar do potencial do pinhdo-manso para a extracdo do Oleo para biodiesel e do
subproduto gerado nesse processo ser uma fonte protéica de boa qualidade para a alimentagéo
animal, a presenca de substancias toxicas resistentes a tratamentos térmicos, principalmente
os ésteres de forbol, é um importante fator limitante que ainda torna sua utilizacdo na
alimentacdo animal em substituicdo a componentes tradicionais da racdo uma pratica ndo

trivial.

A expectativa de que a torta do pinh&o-manso deixe de ser apenas um “subproduto” e
adquira o status de “coproduto” na cadeia de producdo do biodiesel, pela agregacao de valor
por sua utilizacdo na alimentacdo animal, tém impulsionado a realizacdo de estudos visando
obter uma destoxificacdo eficiente e economicamente vidvel, alem de alternativas como a
inclusdo desse coproduto em proporcGes que fornegcam doses de ésteres de forbol abaixo do

limite minimo de toxicidade.

2.4.3.2 Alternativas para utilizaco do pinhdo-manso na alimentacdo animal

A utilizagdo do pinhdo-manso na alimentacdo animal pode ser pesquisada sob dois
enfoques; o primeiro, ainda pouco investigado, visa avaliar o nivel méximo de adi¢do de
pinhdo-manso que ndo expresse toxicidade ou no qual essa toxicidade n&o apresente
severidade, enquanto o segundo visa obter uma metodologia eficaz para destoxificacdo dessa

oleaginosa.

Como exemplo do primeiro enfoque proposto, o estudo realizado por Adam (1974)
avaliou a toxicidade em ratos utilizando adicéo de 50, 40, 30, 20, 10, 5 e 1% de sementes de
Jatropha curcas e verificou mortalidade e toxicidade em quase todos 0s grupos, exceto no
grupo com 1% de pinhdo-manso. Os sinais de toxicidade incluiram perda de apetite, diarréia,
respiracdo acelerada, dificuldade em manter a postura corporal, além de lesdes no intestino
delgado, figado, rins, coracdo e pulmdes, revelados pela analise histopatologica, além da

diminuicdo do consumo alimentar com o0 aumento nos niveis de adicao.

Embora esse estudo sugira que a adigéo de 1% de pinhdo-manso na ragdo tenha sido
indcua para o modelo animal testado, observa-se que os teores de ésteres de forbol contidos

nas ragcdes ndao foram mensurados, impossibilitando o calculo da quantidade de ésteres de
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forbol ingerida por quilo de peso corpéreo ao dia, 0 que permitiria uma melhor comparagéo e
avaliagéo da toxicidade entre 0s grupos.

Makkar et al. (1997) observaram que o valor nutricional e a quantidade de
substancias com potencial toxico no pinhdo-manso variam conforme a regido do plantio. Num
estudo comparativo com sementes de pinhdo-manso provenientes de diferentes regides do
oeste e leste da Africa, América do Norte, América Central e Asia, 0s autores observaram
diferencas tanto em relacéo ao perfil nutricional quanto em relacdo ao potencial toxico destes
grdos. As sementes de pinhdo-manso provenientes de plantas da Provincia de Papantla, no

México, ndo apresentaram ésteres de forbol em quantidade detectavel.

Da mesma forma, Makkar, Becker e Schmook (1998) observaram algumas linhagens
de pinhdo-manso atéxico com relacdo a presenca de ésteres de forbol no Estado de Quintana
Roo, México, mas essas variedades ainda possuem outras substancias toxicas, como a curcina
e antinutricionais, como inibidores de tripsina, fitatos e saponinas, as quais devem ser

eliminadas antes da utilizagdo na alimentacao.

Hass e Mittelbach (2000) estudaram a influéncia de varios passos do refino do éleo,
visando obter uma maior remocdo dos ésteres de forbol e observaram que o efeito da
degomagem e desodorizacdo foram muito pequenos, mas que a neutralizagéo e a clarificacéo
reduziram significativamente os ésteres de forbol. Foi observada uma reducéo total de 45% no
contetdo dos ésteres de forbol, passando de 0,31 a 0,22% e de 0,22 a 0,17% entre 0s
processos de neutralizacdo e clarificacdo. Assim, os autores sugerem que uma combinacao
entre 0s processos de extracdo e de refino do 6leo pode ser a resposta para uma destoxificacdo

economicamente viavel dos ésteres de forbol.

De fato, como os ésteres de forbol estdo concentrados no 6leo, processos de extracdo
por solvente sdo capazes de reduzir a quantidade desses ésteres no farelo de pinhdo-manso,
considerando a maior eficiéncia deste processo e menor teor de 6leo residual no farelo.
Considerando que no Brasil a maior parte do processo de extracdo realizado ainda é por
prensagem, é possivel que o teor de ésteres de forbol sejam ainda mais elevados do que os

observados em estudos internacionais.

Numa tentativa de destoxificacdo da torta, Aregheore, Becker e Makkar (2003)
testaram 14 tratamentos quimicos e aquecimento para inativacao das lectinas e dos ésteres de
forbol e concluiram que o tratamento realizado com autoclavagem a 121°C, por 30 minutos e

lavagens com metanol forneceu os melhores resultados em relacdo a destoxificacéo;
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entretanto, observa-se que embora esse tratamento tenha permitido uma reducdo nos ésteres
de forbol a niveis de 0,09 pg.kg™, a adicdo de 16% desse pinhdo-manso destoxificado na
alimentacdo animal (ratos) resultou em diminui¢cdo no consumo e taxa de crescimento em

relacdo ao grupo controle.

Martinez-Herrera et al. (2006) realizaram um estudo sobre os efeitos de diferentes
tratamentos para destoxificacdo de sementes de pinhdo-manso. Dentre os procedimentos
testados, 0 aquecimento umido a 121°C por 25 minutos realizou a inativacdo dos inibidores
de tripsina, enquanto a extracdo por etanol seguida por irradiacdo diminuiu os niveis de
saponina quando associada a irradiacdo e diminuiu consideravelmente a atividade das lectinas
além de ter reduzido em 97,9% a quantidade de ésteres de forbol, quando associada ao
tratamento com 0,07% de NaHCOs. A utilizacdo de irradiacdo com 10 kGy apresentou apenas

uma leve reducéo no teor de fitatos.

Devappa e Swamylingappa (2008) avaliaram a presenca de compostos toxicos em
isolados proteicos de pinh&o-manso, num processo de obtencdo do isolado que envolve a
alcalinizacdo, destilacdo a 92 +2°C, precipitacdo isoelétrica e secagem a 180°C. Todos 0s
compostos toxicos presentes foram reduzidos entre 85 e 97% e ndo foram detectados ésteres
de forbol, sugerindo que esta metodologia tem grande potencial de aplicagéo para obtencao de
isolado protéico.

Ainda buscando uma metodologia eficiente para destoxificagdo combinando
tratamentos quimicos aliados a temperatura, Rakshit et al. (2008) realizaram um estudo para
avaliar um processo com passos de alcalinizacdo, reducdo de particulas, seguido de
autoclavagem a 121°C por 30 minutos e secagem a 90°C, seguido de moagem. Embora tenha
ocorrido uma reducédo de cerca de 90% no teor inicial de ésteres de forbol, todos os animais
apresentaram os sinais classicos de intoxicacdo, como reducdo do apetite, diarréia, perda de

peso, além de mortalidade de alguns animais.

Nesse estudo, chama a atencdo o fato, ressaltado pelos autores, de que 0s animais que
receberam as tortas tratadas morreram quase que simultaneamente aos que receberam a torta
sem tratamento, mesmo tendo recebido um teor de ésteres de forbol mais de dez vezes menor.
Os autores sugerem a possibilidade de a toxicidade ter sido causada por outro fator que néo os
ésteres de forbol, entretanto, € possivel especular a respeito de uma modificacdo estrutural na
molécula, o que poderia impossibilitar a correta quantificacdo dos ésteres de forbol com a
técnica utilizada ou, ainda, que o proprio tratamento térmico tenha favorecido a formacéo de

algum composto com igual ou maior potencial txico do que os ésteres de forbol.
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Kumar et al. (2010) publicaram um estudo propondo uma metodologia que seria
capaz de realizar uma destoxificacdo total, mas o processo ndo foi totalmente descrito por
estar aguardando a aprovacédo do registro de patente. Nesse estudo, apds o descascamento e
desengorduramento, a extracdo dos ésteres de forbol foi realizada utilizando solventes
organicos (ndo descritos), seguidos de autoclavagem a 121°C por 15 minutos para inativagao
de tripsinas e lectinas. A torta resultante foi testada em carpas e os resultados de ingestéo de
alimentos, crescimento e utilizacdo de nutrientes foram semelhantes entre o grupo teste e

controle, ndo sendo observados sinais de toxicidade.

Apesar das metodologias para destoxificacdo propostas, ndo ha, até o presente
momento, nenhum método que torne o pinhdo-manso efetivamente atdxico e que seja

economicamente viavel.

No Brasil, a Embrapa Agroenergia tem buscado alternativas como a realizacdo de
pesquisas para identificar materiais genéticos cujos grdos nao apresentem toxidez, visando
posterior incorporacdo desta caracteristica em cultivares comerciais. Além disso, processos de
destoxificacdo também estdo sendo estudados, utilizando extrusdo termoplastica, lavagem
com solventes e biotransformacdo, visando a realizacdo de bioensaios para avaliar se a torta
e/ou farelo do pinhdo-manso poderdo ser utilizados na alimentagdo animal (MENDONCA,;
LAVIOLA, 2009).

2.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): moléculas bioativas

A anélise destas biomoléculas tem sido realizada através de técnicas como a
eletroforese e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A cromatografia é uma
excelente técnica para separacdo de compostos e tem sido muito utilizada devido a alta
sensibilidade e eficiéncia. Entretanto, a principio a CLAE ndo é uma técnica eficiente para
identificacdo de compostos desconhecidos, exceto se for acoplada a detecgdo por

espectrometria de massas.

Com a utilizacdo de técnicas espectrofotométricas, como a utilizacdo de detectores
de arranjo de fotodiodos (DAD), a CLAE torna-se uma ferramenta extremamente Util tanto
para a quantificacdo quanto para a identificacdo de compostos cuja presenca tenha sido

descrita em determinada matriz, com a confirmacdo da identidade dos compostos por
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comparagdo com espectros de padrdes analiticos adicionados a biblioteca do software

responsavel pela automacéao dos resultados obtidos.

Desde a primeira descricdo de um procedimento para isolamento do gossipol por
Marchlewski, em 1899 (ADAMS; GEISSMAN; EDWARD, 1960), inimeros estudos tém
sido realizados a fim de estabelecer uma metodologia para extragdo desse composto, mas nem

todos os métodos apresentam exatiddo satisfatoria.

Desde o inicio dos estudos sobre gossipol, diversos solventes tém sido avaliados para
realizar a melhor extracdo deste composto (HALVERSON; SMITH, 1934; HALVERSON;
SMITH, 1937). Baliga (1956) descreve estudos relatando o rompimento dos vacutolos de
gossipol na presenca de solventes polares de baixo peso molecular, como por exemplo,
acetona, etanol, éter, cloroférmio e &gua. Embora a 4gua possa romper os vacuolos, ela ndo €
capaz de dissolver o gossipol, assim, Pons e Eaves (1967) testaram diferentes proporc¢des de

agua e acetona, e obtiveram os melhores resultados utilizando entre 25-30% de agua.

A American Oil Chemist’s Society — AOCS, publicou 0 método para extracdo de
gossipol livre (AOCS Official Method Ba 7-58), utilizando acetona e 4gua como solvente, e

ele tem sido utilizado como referéncia para analise de gossipol (AOCS, 1990).

Observa-se que apesar da extracdo do gossipol ser facilmente realizada, a andlise
deste composto pode apresentar maior complexidade quando se pretende mensurar qual ou
quais os analogos presentes, especialmente considerando suas diferencas em relacdo ao
potencial de toxicidade, talvez por esse motivo a andlise apenas do gossipol livre ou total

sejam mais comumente realizadas.

Metodologias utilizando espectrofotometria para detecgcdo e quantificacdo, como o
método descrito pela (AOCS, 1990), foram inicialmente os mais utilizados, considerando sua
relativa simplicidade (HRON; KUK; WAN, 1996), mas com a disseminacdo da cromatografia
liquida, a espectrofotometria comecou a ser substituida, tornando possivel separar compostos
racémicos e enantidmeros em sangue, como a metodologia descrita por Wu (1988), que utiliza
coluna C18 e detector eletroquimico, obtendo um limite de deteccdo de 25 pg.I*, para o
composto racémico. A partir de entdo, a utilizacdo de CLAE para analise de gossipol
continuou crescendo, tanto para anélises em sangue quanto em material vegetal ou racGes
(LEE; DABROWSKI, 2002; WANG et al., 1992).

Alguns autores descrevem a utilizacdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia

para quantificacdo de gossipol em material vegetal, a maior parte deles utilizando basicamente
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coluna de fase reversa C18 e detectores eletroquimicos, ultravioleta (UV) ou com arranjo de
fotodiodos (DAD); o sistema de fase movel é variavel, mas de maneira geral séo utilizados
solventes como metanol, cloroférmio e &gua (WANG, 1987), solucdo de &cido ortofosforico e
metanol; (NOMEIR; ABOU-DONIA, 1982; HRON; KUK; ABRAHAM,1990), solucdo de
acido ortofosforico e tetrahidrofurano (CHAMKASEM, 1988), metanol e solucdo de &acido
acético (CAl et al., 2004), acetonitrila e gua (BENBOUZA et al., 2002), entre outros.

Com relacdo a ricina, que por apresentar elevada toxicidade ndo possui niveis
toleraveis em material vegetal para racdo, poucos sao os relatos visando quantifica-la em torta
de mamona. Segundo o Painel de Opinido Cientifica sobre Contaminantes na Cadeia de
Alimentos (EFSA, 2008), desde 1980 apenas 25 artigos sobre quantificacdo quimica da ricina

foram publicados.

De maneira geral, toxinas de origem proteica sdo usualmente analisadas por técnicas

convencionais para proteinas, como a eletroforese.

De fato, a maior parte dos trabalhos de identificacdo da ricina utiliza técnicas como
eletroforese (HINES; BRUEGGEMANN, 1994) e testes de imunoafinidade (POLI et al.,
1994, MACKINNON; ALDERTON, 2000). A purificacdo da ricina é realizada por
cromatografia de afinidade, em colunas de sepharose 4B (GRIFFITHS et al., 1995), mas
existem relatos de preparo praticamente artesanais, tornando o acesso a essa toxina
relativamente facil, embora na forma néo purificada (HUTCHKINSON, 1988).

Na quimica forense, uma metodologia para identificacdo e quantificacdo de ricina e
ricinina (normalmente utilizada como biomarcador da presenca de ricina) foi descrita por
Darby et al. (2001). A identificacdo das biomoléculas em extrato de semente de mamona foi
realizada por CLAE acoplada a espectrometria de massas, enquanto a quantificacdo da ricina
utilizou CLAE com detecc¢do ultravioleta, a 214 nm, com coluna de fase reversa C18 e fase
movel composta por agua e acetonitrila, equilibradas com &cido trifluoracético (0,1%).
Também utilizando CLAE, mas visando avaliar a mobilidade da ricina e ricinina no solo,
Brito e Chierice (2006) realizaram um estudo no qual foi utilizado detector de UV, 315 nm,

com coluna C18 e fase mdvel composta por metanol:agua (30:70, v/v).

Por se tratar de uma familia de substancias, os ésteres de forbol apresentam diversos
compostos os quais ainda ndo foram totalmente descritos em pinh&o-manso, principalmente

considerando que 0s acessos brasileiros ainda estdo em fase inicial de estudo.
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Estudos foram desenvolvidos desde o primeiro isolamento do ndcleo forbol, obtido
como produto da hidrélise do 6leo de Crotom tiglium, em 1935 por Bohm, Flaschentrager e
Lendle, mas a elucidacao da estrutura dos ésteres de forbol permaneceu como um desafio até
a década de 1960, quando se estabeleceu que eles seriam compostos por uma complexa
mistura de substancias, as quais passaram a ser melhor conhecidas com a combinacdo de

técnicas espectroscopicas associadas a metodologia quimica convencional (EVANS, 1986).

A partir de meados da década de 1990, a maioria dos artigos envolvendo
quantificacdo de ésteres de forbol de pesquisa foi realizada pelo grupo de Makkar, realizando
a extracdo por solventes e a quantificagcdo por CLAE, com deteccéo por arranjo de fotodiodos,
coluna de fase reversa C18 e fase mével composta uma solucédo de acido ortofosférico (85%),
acetonitrila e tetrahidrofurano. Na metodologia de Makkar, Siddhuraju e Becker (2007), os
picos de ésteres de forbol sdo somados e relacionados com um padrdo analitico (TPA), sendo

0s resultados expressos como “equivalentes de ésteres de forbol”.

Apesar da existéncia de estudos visando uma melhor compreenséo dessa mistura
complexa de substancias, realizados desde a década de 1960 e com grande avanco a partir dos
estudos realizados por Hecker e Evans (HECKER, 1968; EVANS, 1986), ainda existem
poucos relatos sobre a quantificacdo desses compostos e ainda menos estudos de
quantificacéo e identificagdo (VOGG et al., 1999; HAAS; MITTELBACH, 2002).

A deteccdo e quantificacdo de compostos bioativos em produtos que serdo utilizados
na alimentacdo animal deve ser realizada com exatiddo e precisdo, sendo a cromatografia
liquida uma técnica eficiente para esse fim, especialmente quando acoplada a técnicas como

espectrometria de massas ou com a utilizacdo detectores de arranjo de fotodiodos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao e preparo das tortas

Foram analisadas cinco amostras de torta de algoddo, quatro de torta mamona (das
quais trés foram obtidas a partir de sementes integras) e cinco de torta de pinhdo-manso. As
amostras de torta foram obtidas de amostras de sementes de diferentes variedades e/ou de

localidades distintas, sendo:

- as tortas de caroco de algoddo obtidas a partir de amostras de caro¢co do ano de 2011,
provenientes do estado de Goiés (Goiatuba, Itumbiara, Morrinhos e Turvelandia) e de Séo
Paulo (Leme, 2007-2008);

- as tortas de mamona obtidas em 2012 de sementes da Bahia (EBDA 34 e EBDA 36) e de
Séo Paulo (IAC Guarani e IAC 80);

- as tortas de pinhdo-manso obtidas em 2012, a partir de sementes da Embrapa Cerrados, em
Brasilia-DF (101, 195, 260 e 150) de Campinas-SP (IAC).

As amostras de caroco de algoddo foram submetidas ao deslintamento quimico das
sementes, antes da prensagem para obtencdo do 6leo (LOPES et al., 2006). Os carogos foram
transferidos para um béquer de vidro de 2 litros, imersos na proporcéo de 1:2 (p/v) em uma
solucdo de acido sulfurico 72% e foram agitados com bastdo de vidro, permanecendo em
contato com o &cido por 20 minutos, até que o linter fosse removido. O excesso de acido foi
retirado do béquer e a massa de carocos foi lavada com 2,5 litros de agua destilada (divididos
em 5 lavagens de 0,5 litros), até que a agua de lavagem néo apresentasse coloragdo. Ap6s uma
primeira secagem manual, com papel absorvente, os carogos foram secos em estufa a 55°C,

por 60 minutos e foram armazenados sob congelamento até 0 momento da prensagem.

Todas as amostras de pinhdo-manso foram divididas em duas partes de 150 g cada,
sendo uma delas descascada manualmente e pesada (albumen e cascas) para avaliar o teor de

cascas.

Para retirada do dleo, as sementes foram prensadas a frio no Laboratério de Oleos e

Gorduras, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP, utilizando
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uma prensa hidraulica Carver Laboratory Press. O 6leo de pinh&o-manso e as tortas obtidas
foram congelados até o0 momento da andlise, realizada apds 20 dias da extracdo. As tortas

foram moidas em moinho Wiley, com granulometria reduzida a 1 mm.

3.2 Andlise de gossipol livre (GL)

3.2.1 Extracéo do gossipol em torta de algodao

A extracdo do gossipol livre foi realizada segundo a metodologia de Wang (1987),
com modificacdes na quantidade dos solventes e na cromatografia, descritas a seguir. Para a
andlise de tortas ou farelos de algoddo, foram utilizados 300 miligramas de amostra, aos quais
foram adicionados 10 ml de acetona (grau p.a., Synth). A maceracédo foi realizada overnight
(16 horas) e a seguir realizou-se a filtracdo em papel de filtro sob vacuo. O residuo do funil
foi lavado 4-5 vezes, com 2 ml de acetona a cada lavagem. O filtrado foi seco sob fluxo de
nitrogénio em banho-maria (40°C) e redissolvido em 10 ml de cloroférmio (grau HPLC,
JTBaker) e &cido acético (grau HPLC, Tedia) (99:1, v/v). Um mililitro do eluato foi coletado
e filtrado em membrana filtrante de 0,45 um (PTFE modificado, Millex®) para posterior

analise cromatografica.

3.2.2 Deteccao/Quantificacdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida foi realizada utilizando um cromatografo da marca Agilent
modelo 1100, com bomba quaternéria, injetor automatico de amostras, detector de arranjo de
fotodiodos, termostato para coluna e coluna Zorbax C18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de
particula de 5 um. A eluigdo foi adaptada a partir da metodologia de Wang (1987), sendo
realizada em gradiente com fase mdvel composta por uma solucdo de metanol acidificado
com acido ortofosforico (0,1%) e agua (70:30, v/v) na proporcdo de 80% e cloroférmio
(20%), com fluxo de 1,1 ml.min.” . Na Tabela 2 a programacéo do gradiente de eluicdo do

gossipol é apresentada.
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Tabela 2 — Programacéo do sistema de eluicdo em gradiente do gossipol

Tempo Metanol 0,1% H;PO, Cloroférmio Vazao
(minutos) (%) (%) (ml.min™")
0 80 20 1,1
6 80 20 1,1
7 90 10 1,1
8 80 20 1,1
15 80 20 1,1

O padrdo analitico de gossipol (Sigma Aldrich, G8761) foi preparado utilizando
cloroférmio:acido acético (99:1, v/v) como solvente. Foi preparada uma solucdo estoque
contendo 1.000 pg.ml™ e a partir desta solucio foram realizadas as diluicdes para construcio

da curva analitica.

A identificacdo do pico de gossipol no padrdo foi realizada por meio de injec6es
sucessivas de padrdo com concentracfes crescentes e da comparagdo com 0s cromatogramas
obtidos com a injecdo da fase mdvel e solvente de diluicdo do padrdo/amostras. Foram
monitorados os comprimentos de onda 205, 225, 254, 267 e 284 nm, sendo que o0
comprimento de 254 nm foi utilizado para detec¢do/quantificacdo do gossipol. O volume de
amostra injetado foi igual a 5 pl e as andlises foram realizadas com a coluna em temperatura

constante, a 23°C.

3.2.3 Avaliacdo da metodologia para analise do gossipol

A especificidade e seletividade das metodologias foram avaliadas por meio da
confirmagéo das identidades dos compostos por cocromatografia, com a adicdo de
concentragdo conhecida de padrdo ao extrato e por meio de testes de pureza dos picos,
utilizando um detector de arranjo de fotodiodos.

A preciséo foi avaliada pela repetibilidade intra-corridas, com a avaliacdo do desvio
padrdo relativo entre 5 repeticdes de padrées com 2 concentragdes, sendo uma concentragao
alta e outra baixa, tendo como parametro a curva analitica. A precisdo da metodologia como
um todo foi avaliada através da analise do desvio padrdo entre 7 extracdes adicionadas de

padrdo numa concentragdo conhecida.
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A faixa de linearidade de resposta do detector foi determinada por uma curva
analitica e coeficiente de determinacdo (R?). Para construcdo da curva analitica foram

definidos 6 pontos, com concentragdes entre 3,25 e 60 pg.ml™:

- ponto 1: 3,25 pg.ml™* (massa injetada de 0,01625 pg):;
- ponto 2: 7,5 pg.ml™ (massa de 0,0375 pg);

- ponto 3: 15 pg.ml™ (massa de 0,075 pg);

- ponto 4: 30 pg.ml™ (massa de 0,150 pg);

- ponto 5: 45 pg.ml™ (massa de 0,225 pg);

- ponto 6: 60 pg.ml™ (massa de 0,300 pg).

A sensibilidade do método foi determinada considerando o limite de detec¢do (LD)
como sendo 3,3 vezes o valor do desvio padrdo (dpr) da menor concentragcdo da curva
analitica, dividido pela inclinagdo da curva. A checagem do valor obtido foi realizada com a
fortificacdo de amostras com concentracdo de padrdo semelhante ao LD calculado (ICH,

2005). O limite de quantificacdo (LQ) foi estabelecido como sendo duas vezes o valor do LD.

A exatiddo foi avaliada através de testes de recuperagdo. Foram realizadas
3 repeticdes com adicdo 150 pg de padrdo analitico. Aliquotas de padrdo com concentracdo
que fornecesse a massa de gossipol desejada foram adicionadas sobre 0,3 g de uma amostra
de farelo de algoddo comercial, com teor de gossipol ndo detectado. O solvente do padrao foi
evaporado em camara de exaustdo e a extracdo foi realizada na sequéncia, conforme descrito

no item 3.2.1.

3.3 Analise de ricina (RCA)
3.3.1 Extracéo da ricina em torta de mamona

A extracdo da ricina foi realizada utilizando 2 g de torta de mamona aos quais foram
adicionados 40 ml de solugdo tampé&o tris-HCI com pH=8,0 (99%, INLAB). A solugdo foi
agitada em mesa agitadora (shaker) por 3 horas e posteriormente filtrada em papel de filtro.
Um mililitro do extrato foi coletado, filtrado em membrana 0,45 um e transferido para vial,

para posterior anélise cromatografica (BRITO, 2005).
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3.3.2 Deteccdo/Quantificacao: cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida foi realizada utilizando um cromatografo da marca Agilent
modelo 1100, com bomba quaternéria, injetor automatico de amostras, detector de arranjo de
fotodiodos, termostato para coluna e coluna Zorbax C18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de
particula de 5 um. A fase movel utilizada foi composta por metanol (70%) e agua 0,1% de
acido trifluoracético (Vetec) (30%). A eluicdo foi realizada com um gradiente e a temperatura
de coluna foi mantida a 30°C, com vazdo da fase mével em 0,5 ml.min™. Na Tabela 3 sio
apresentados os dados da programacéo do gradiente para eluicdo da ricina.

Tabela 3 - Programacéo do sistema de eluicdo em gradiente da ricina

Tempo Metanol Agua 0,1% TFA Vazdo
(minutos) (%) (%) (ml.min™)
0 70 30 0,5
8 70 30 0,5
10 50 50 0,5
12 70 30 0,5
15 70 30 0,5

O padrdo analitico de ricina de cadeia A (Sigma Aldrich, L9514) de 1 mg foi
preparado utilizando tris-HCI como solvente. As solucgdes de padrdo para construcdo da curva
analitica foram obtidas a partir do preparo de uma solu¢do mais concentrada (estoque), sendo

que as demais concentragdes foram obtidas por diluicéo.

A identificacdo do pico de ricina no padrdo foi realizada por meio de injecOes
sucessivas de padrdo com concentrag0es crescentes e da comparagdo com 0S cromatogramas
obtidos com a injecdo da fase movel e solvente de diluicdo do padrdo/amostras. Foram
monitorados os comprimentos de onda 205, 214, 230, 254 e 280 nm, sendo que o
comprimento 214 nm foi utilizado para detecc¢do/quantificagdo da ricina. O volume de

amostra injetado foi igual a 10 pl.
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3.3.3 Avaliacédo da metodologia para analise da ricina

A especificidade e seletividade da metodologia foram avaliadas por meio da
confirmacdo das identidades dos compostos por cocromatografia, com a adicdo de
concentracdo conhecida de padrdo ao extrato e com a avaliagdo de testes de pureza dos picos,

utilizando um detector de arranjo de fotodiodos.

A precisdo da metodologia foi avaliada através da repetibilidade intra-corridas, com
a avaliacdo do desvio padréo relativo entre cinco replicatas de uma amostra de torta de

mamona.

A faixa de linearidade de resposta do detector foi determinada por uma curva
analitica e coeficiente de determinagdo (R?). Para construcdo da curva analitica, foram
definidos 5 pontos, com concentracdes 3.050, 7.100, 14.200, 20.000 e 59.810 ng.ml™ de ricina
de cadeia A (RCA).

A sensibilidade do método foi avaliada pelo limite de deteccdo (LD), estabelecido
como sendo 3,3 vezes o desvio padrdo relativo da menor concentracdo da curva analitica,
dividido pela inclinacdo da curva (ICH, 2005). O limite de quantificacdo foi considerado

como sendo trés vezes o valor do LD.

3.4 Analise dos ésteres de forbol
3.4.1 Extracdo dos ésteres de forbol em torta de pinhdo-manso

Apds a prensagem das sementes de pinhdo-manso, os ésteres de forbol foram
extraidos do 6leo conforme descrito por Devappa, Makkar e Becker (2010), com algumas
adaptacGes. Foram utilizados 3 g de 6leo em 15 ml de metanol, e apds 5 minutos, a mistura foi
submetida a agitador magnético sob aquecimento a 55°C, por 10 minutos. Apdés a agitacao, a
mistura permaneceu em repouso por 5 minutos para separacdo de fases e a fase metandlica foi
coletada. O procedimento foi repetido por mais 3 vezes, adicionando mais 10 ml de metanol a
cada repeticdo. A fase metandlica coletada foi reunida para secagem sob fluxo de nitrogénio
em banho-maria (<40°C). O residuo seco foi redissolvido em 2 ml de metanol e sonicado no
ultrassom (QH Kerry Ultrassonics Ltda) por 10 segundos para diluigdo completa do residuo
aderido ao vidro e filtrado em membrana de PTFE (modificado) de 0,45 pm, sendo

armazenado em vial no freezer, até o momento da analise.
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A extracdo dos ésteres de forbol em tortas de pinhdo-manso foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Makkar, Siddhuraju e Becker (2007). Foram utilizados 2 g de
torta de pinhdo-manso, aos quais foram adicionados de 15 ml de metanol e submetidos a
sonicacao por 3 minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 8 minutos (5.000 rpm)
sob refrigeracdo e o sobrenadante foi coletado. Esse procedimento foi repetido mais 2 vezes e
o volume coletado foi medido e transferido para baldo de vidro, visando a secagem no rota-
evaporador (temperatura inferior a 40°C). Ao residuo seco foram adicionados 2 ml de
metanol, seguido por sonicacdo sob gelo por 4 minutos; o volume total foi coletado e o
procedimento repetido 2 vezes. O extrato reunido foi seco sob fluxo de nitrogénio em banho-
maria, redissolvido em 2 ml de metanol e centrifugado (11.750 rpm) por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana filtrante (PTFE modificado) de 0,45 pm,

sendo 1 ml transferido para vial de 1,5 ml para posterior analise cromatografica.

Os espectros UV descritos na literatura para os ésteres de forbol foram utilizados
como referéncia para deteccdo e quantificagdo desses compostos (HAAS; MITTELBACH,
2000; HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002; MAKKAR et al.,, 2009; DEVAPPA,;
MAKKAR; BECKER, 2010). Para confirmacdo dos picos de ésteres de forbol, foram
avaliadas trés amostras, sendo uma de torta parcialmente destoxificada, utilizada como
controle negativo, uma amostra de 6leo (controle positivo) e uma amostra de torta toxica. Os
ésteres de forbol sdo encontrados em maior concentracdo no 6leo do que na torta, 0 que
proporciona uma diferenca de magnitude de seus picos entre essas matrizes; da mesma forma,
a reducdo do tamanho dos picos no mesmo tempo de retencdo na amostra destoxificada em
relacdo as amostras toxicas e a andlise espectral, sdo indicativos de que 0s picos obtidos
correspondem aos ésteres de forbol. Na Figura 1 sdo apresentados 0s cromatogramas e

espectros da literatura e utilizados como referéncia para deteccao dos ésteres de forbol.
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Figural— Cromatogramas de amostras com os picos de ésteres de forbol (a) e espectros
dos picos apresentados na literatura (b). (Fonte: adaptado de Makkar et al. (2009),
a esquerda; Devappa, Makkar e Becker (2010), a direita)

3.4.2 Deteccao/Quantificacdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida foi realizada utilizando um cromatégrafo da marca Agilent

modelo 1100, composto por bomba quaternaria, injetor automatico de amostras, detector de



56

arranjo de fotodiodos, termostato para coluna e coluna Zorbax C18 (250 x 4,6 mm) com
tamanho de particula de 5 um. A eluicéo foi realizada por gradiente, utilizando como sistema
de fase movel uma solucdo de acido ortofosforico 85% (Merck), acetonitrila (grau HPLC,
JTBaker) e tetrahidrofurano (grau HPLC, JTBaker), com vazao de 1,3 ml.min.™ e temperatura
constante da coluna a 23°C. O sistema de eluigdo foi adaptado da metodologia de Makkar,
Siddhuraju e Becker (2007), conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 — Programacéo do sistema de eluicdo em gradiente dos ésteres de forbol

Tempo Acido Ortofosforico Acetonitrila Tetrahidrofurano Vazdo
(minutos) (%) (%) (%) (ml.min™)

0 60 40 0 1,3
20 75 25 0 1,3
28 100 0 0 1,3
42 100 0 0 1,3
43 0 0 100 1,3
44 0 0 100 1,3
46 60 40 0 1,3
55 60 40 0 1,3

Para a construcdo da curva analitica, foi utilizado como padrdo analitico o 12,
13-diacetato de forbol (Sigma Aldrich, P9143), que foi redissolvido em 1 ml de metanol
diretamente no vial, fornecendo uma concentracdo teérica de 1 mg.ml™. Foram preparadas
concentracBes de 62,5, 125, 250, 500 e 1.000 ug.ml™.

Como mencionado anteriormente, devido a auséncia de padrbes comerciais idénticos
aos picos de ésteres de forbol, os espectros e picos de ésteres de forbol descritos na literatura
foram utilizados como referéncia. Da mesma forma, sabendo-se que o 6leo de pinhdo-manso
apresenta maior concentracdo de ésteres de forbol em comparagdo com a torta, utilizou-se

amostras de 6leo como controle positivo para a presenca dos ésteres de forbol.
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3.4.3 Avaliacdo da metodologia para analise dos ésteres de forbol

A especificidade e seletividade das metodologias foram avaliadas pelo teste de
pureza dos picos. A precisdo foi obtida pela andlise do desvio padrdo relativo, pela
repetibilidade intra-corridas de 7 repeticOes de padrées com 2 concentragdes, tendo como

parametro 0s pontos extremos da curva analitica.

A faixa de linearidade de resposta do detector foi determinada por uma curva
analitica e coeficiente de determinacdo (R?). Para construcdo da curva analitica, foram

definidos 5 pontos, com concentracdes de 62,5, 125, 250, 500 e 1.000 mg.ml™.

A sensibilidade do método foi determinada pelo limite de deteccdo, estabelecido
como sendo 3,3 vezes o desvio padrdo relativo da menor concentra¢do da curva analitica,
dividido pela inclinacdo da curva (ICH, 2005). O limite de quantificacdo foi considerado

como sendo trés vezes o valor do LD.

A exatiddo foi avaliada por testes de recuperacdo. Foram realizadas analises em
duplicatas, em amostras de 6leo e torta, com adicdo de 200 pg de padrdo analitico 12,
13-diacetato de forbol nas amostras de 6leo e 100 pg nas amostras de torta, utilizando o
padrdo analitico 12, 13, 20-triacetato de forbol (Sigma Aldrich, P9768), o qual também foi
redissolvido em 1.000 pl de metanol, diretamente na ampola do padrdo, fornecendo a
concentracdo tedrica de 1 mg.ml™. A adicdo de padrdo (fortificacdo) foi realizada pelo
gotejamento do padrdo sobre a amostra e, no caso da torta, secagem natural do solvente de

diluicdo em capela, por 15 minutos.

3.5 Bioensaio: producéo de gases in vitro
3.5.1 Animais doadores de in6culo

Os indculos utilizados foram coletados de seis ovinos da raca Santa Inés canulados
no ramen, com peso corporal de 60 £2,5 kg, mantidos em dieta a base de pastagem braquiaria
(Brachiaria decumbes) e capim elefante (Pennisetum purpureum). Os animais tiveram livre
acesso a agua e mistura mineral e cada animal recebeu 0,7 kg.100 kg™ de peso vivo de

concentrado contendo 20% de proteina bruta.
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3.5.2 Preparo das dietas

Considerando a intencdo de avaliar apenas o efeito dos trés diferentes niveis de
adicdo das trés biomoléculas, bem como a substituicdo parcial (22,2%) do farelo de soja do
concentrado pelas tortas contendo as biomoléculas, uma dieta base foi utilizada como
substrato em cada tratamento. A dieta padrdo para ovinos utilizada no Laboratério de
Nutricdo Animal — LANA, do Centro de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP, foi
adotada como substrato comum a todos os tratamentos, numa propor¢do aproximada de 70:30
de volumoso/concentrado. A dieta foi composta por: 69,4% de feno de Tifton-85 (Cynodon
sp), 1,89% de mistura mineral, 17,29% de milho em grdo e 11,51% de farelo de soja, com

granulometria de 1 mm. Na tabela 5 é apresentada a composicdo bromatoldgica da dieta base.

Tabela 5 — Composicdo bromatolégica da dieta base LANA-CENA/USP

Componente MS 100°C” MO PB FDN FDA Lignina
Feno de Tifton 927,94 908,15 151,38 679,21 450,17 108,01
Concentrado 893,69 961,23 171,83 509,82 59,06 6,26

* MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; FDN: fibra digestivel neutra; FDA: fibra digestivel acida
** Todos os valores estio expressos em g.kg™ de MS

3.5.3 Obtencao das biomoléculas

Com excecao do gossipol, as biomoléculas foram obtidas realizando extracdes destes
compostos utilizando as mesmas metodologias citadas para detecgdo/quantificacdo. Para o
experimento com o gossipol foi utilizado padréo analitico devido a disponibilidade comercial
e a fim de evitar a possibilidade de interferéncia de 6leo, considerando que a prensagem foi

realizada a frio, proporcionando um maior teor de 6leo residual nas tortas.

Dentre as 4 amostras de mamona e 5 amostras de pinhdo-manso, foram selecionadas
as que apresentaram maior concentracdo de ricina e ésteres de forbol, respectivamente, para
realizar as extracdes e obter as biomoléculas. O célculo das quantidades necessarias de cada
biomolécula a ser adicionada nos tratamentos foi realizado considerando a utilizacdo de 3
inoculos com analises em duplicatas, portanto, foram necessarias 6 vezes a quantidade de

cada nivel de adicdo das biomoléculas. Sequencialmente, foi estabelecida uma regra de trés
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para obter a quantidade em gramas de amostra de torta que deveriam ser utilizadas na
extracdo para fornecer a quantidade de biomolécula necessaria. Foram realizadas extracdes
em replicatas, sempre considerando um acréscimo de 30-50% acima do valor minimo de
biomoléculas necessario. Os extratos foram reunidos e concentrados, para serem redissolvidos
em etanol, no caso dos ésteres de forbol (e do padrdo de gossipol), e em tris-HCI, para a
ricina. A escolha dos solventes foi realizada considerando a solubilidade dos compostos e a

menor toxicidade do etanol em relacdo ao metanol.

3.5.4 Preparo do in6culo

Foram coletados aproximadamente 500 ml de cada animal (6 animais), sendo
considerado como um indculo a soma dos inéculos de dois animais. O indculo foi preparado
utilizando as fracGes liquida e solida do conteddo ruminal (1:1), as quais foram coletadas
separadamente e misturadas em homogeneizador (mixer) por 10 segundos. A pasta resultante
foi filtrada em tecido de algoddo a fim de separar a fracdo solida. O filtrado (in6culo) foi

mantido em banho-maria a 39°C, com didxido de carbono insuflado continuamente.

3.5.5 Producéo de gases

A técnica in vitro de producdo de gases da fermentacdo ruminal (THEODOROU et
al., 1994) adaptada com sistema semiautoméatico (BUENO et al., 2005) com transdutor de
pressdo e armazenador de dados (Pressure Press Data 800, LANA, CENA-USP,
Piracicaba/S8o Paulo) foi utilizada. As leituras manuais dos gases produzidos foram
realizadas nos tempos de incubacdo 4, 8, 12 e 24 horas. Além do grupo controle (70% feno de
Tifton-85 e 30% concentrado), foram realizados outros trés tratamentos, com ensaios
utilizando as biomoléculas extraidas das tortas em trés teores adicionados e um teor de

substituicdo percentual do concentrado por torta, totalizando 24 repeti¢des por grupo.

O bioensaio foi realizado a fim de avaliar a atividade in vitro das biomoléculas na
producdo de gases e metano, bem como na degradabilidade da matéria organica. A utilizacéo
de um tratamento com torta adicionada em substituicdo a 22,2% do farelo de soja (10 mg de
torta) do concentrado objetivou comparar o efeito da biomolécula ligada a seu substrato

(torta) em relacdo ao efeito proporcionado pela biomolécula extraida das tortas.
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Foram pesados em saquinhos Ankom (cddigo F57, ANKON Technology
Corporation) 0,5 g de dieta base (usada também como controle), utilizados como substrato
para 0s grupos das biomoléculas extraidas das tortas, em seis garrafas de vidro com volume
total de 160 ml, para cada um dos trés tratamentos dos grupos de biomoléculas testados e para
0 tratamento com substituicdo parcial do farelo de soja do concentrado da dieta base pelas
tortas de algoddo, mamona e pinhdo-manso. Além dos tratamentos e do controle, foram
preparadas seis garrafas sem substrato (também em duplicata para cada indculo), utilizadas
como branco, e seis garrafas contendo além do branco, os solventes nos quais as biomoléculas

adicionadas estavam diluidas (etanol para gossipol e pinhdo-manso e tris-HCI para mamona).

Em cada garrafa foram adicionados 50 ml de solucéo nutritiva e 25 ml de inéculo
(BUENO et al., 2005). As garrafas foram vedadas com rolhas de borracha (Bello Glass Inc.
Vineland, NJ, EUA), agitadas manualmente para promover uma homogeneizacdo e, em
seguida, incubadas em estufa (Marconi MA35, Piracicaba - SP) a 39°C por 24 horas. Apds
cada periodo de leitura da pressdo, foram subtraidos os valores médios de gases produzido nas
duplicatas sem substrato (brancos), referentes aos grupos para cada um inoculos utilizados, a
fim de fornecer o valor liquido da producdo de gases. O volume total dos gases produzidos foi

calculado multiplicando pelo fator de converséo dos gases (ARAUJO et al., 2011).

3.5.6 Andlise de nitrogénio amoniacal e extensdo do desaparecimento da matéria
orgéanica (MOVD)

Apbs a dltima leitura, as garrafas foram imersas em agua com gelo, a fim de paralisar
0 processo de fermentacdo. Foi retirada uma aliquota da solucdo de cada garrafa para
determinar o nitrogénio amoniacal (N-NHj3), analisado pelo método micro-Kjeldahlj (AOAC,
1995). A extensdo do desaparecimento da matéria organica (MOVD) proporcionada pela
fermentacdo ruminal in vitro foi avaliada pela queima do residuo dos substratos coletados das
garrafas, apos a lavagem dos saquinhos com solucdo de detergente neutro para remover
residuos dos micro-organismos aderidos. Os saquinhos contendo o substrato seco foram
incinerados em mufla, a 550 °C por 4 horas, a fim de obter a matéria mineral (MM) e, por

diferencga, a organica verdadeiramente degradada (MOVD).
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3.5.7 Producéo de metano

Ap0s as leituras do volume total de gases produzidos nos intervalos de tempo de
leitura, foram coletados 2,5 ml do volume dos gases em cada garrafa, para analise do gas
metano (CH,4). As amostras de gases foram coletadas utilizando seringas plasticas para injecao
(5 ml) e esse volume foi armazenado em tubos de ensaio de 12 ml. Apds as coletas, as
garrafas tiveram 0s gases remanescentes liberado no ambiente, pela perfuracdo da tampa
plastica com uma agulha de seringa; apds a retirada da agulha, as garrafas foram agitadas
manualmente antes de retornarem a estufa até o proximo periodo de leitura. Nos intervalos
entre as leituras de gés total e coleta de metano, as garrafas foram recolocadas em estufa, até o

procedimento seguinte.

O gas metano (CH4) foi quantificado por cromatografia gasosa, utilizando
cromatografo Shimadzu GC2014 (Tokyo, Japan), equipado com coluna microempacotada
Shincarbon ST 100/120 (1,5875 milimetros OD, 1,0 mm ID, 1 m de comprimento (Ref.
19.809, Restek, Bellefonte, PA, EUA), detector de ionizacdo de chama (FID) e injetor
manual. A coluna foi mantida a 60 °C, enquanto as temperaturas do injetor e detector foram
de 200 e 240°C, respectivamente. Como fase mdvel, foi utilizado o gas Hélio, com vazéo de
10 ml.min™. A quantificacio foi realizada por padronizagdo externa e a curva analitica foi
construida nas proporcées de 0, 3, 6, 9 e 12%, utilizando como padrdo o gas metano com
99,5% de pureza (White Martins Praxair Gases Industrial Inc.).

O célculo do volume total de metano produzido foi realizado considerando a soma do
volume do headspace das garrafas com o gas total produzido, multiplicado pela porcentagem
de metano obtida para cada amostra (LONGO et al., 2006):

CH4 (mL) = (GP + 85) x CH4 %
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3.5.8 Parametros para avaliagdo da fermentagéo ruminal in vitro

Os valores liquidos dos pardmetros da producdo de gases da fermentacdo ruminal
in vitro referentes ao volume total de gases produzidos (GP) e metano (CH,) foram calculados

em relacdo a matéria organica verdadeiramente degradada (MOVD).

A porcentagem de metano (% CH,4) em relagdo ao volume total de gases (GP) foi
obtida por uma regra de trés, considerando o GP como sendo 100%. A taxa de eficiéncia da
conversao de metano (Eficiéncia CH,) foi obtida da mesma forma que a porcentagem de
metano, considerando os valores de metano e total de gases produzidos em relacdo a matéria
seca. O fator de particdo (FP) foi calculado considerando a relagdo entre a matéria organica
verdadeiramente degradada (MOVD) e o volume liquido do total de gases produzidos em 24
horas (MAKKAR, 2010).

3.5.9 Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental foi totalmente casualizado, utilizando cinco
tratamentos, sendo trés niveis de adicdo de cada uma das biomoléculas extraidas das tortas,
um nivel de torta contendo a biomolécula in natura e um grupo controle contendo apenas a
dieta base. Foram realizadas trés repeticbes em duplicata para cada tratamento. Os teores
adicionados foram calculados a fim de simular a substituicdo do farelo de soja no concentrado
em 1/3, 2/3 e 1 (33,3, 66,6 e 100%) de seu valor, utilizando como referéncia os teores das
biomoléculas contidas em uma das 4-5 tortas das oleaginosas analisadas. Os teores

adicionados por experimento foram:
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e Experimento I — Gossipol

1) Tratamento 1: dieta base + 0,0207 mg de gossipol.
2) Tratamento 2: dieta base + 0,0414 mg de gossipol.
3) Tratamento 3: dieta base + 0,0621 mg de gossipol.

4) Tratamento 4: dieta base + substituicdo de de 2/9 (22,2%) do farelo de soja do

concentrado por torta de carogo de algoddo (contendo 0,0138 mg de gossipol).

5) Controle: dieta base

e Experimento I — Ricina

1) Tratamento 1: dieta base + 0,0045 mg de ricina.
2) Tratamento 2: dieta base + 0,0090 mg de ricina.
3) Tratamento 3: dieta base + 0,0135 mg de ricina.

4) Tratamento 4: dieta base + substituicdo de 2/9 (22,2%) do farelo de soja do concentrado

por torta de mamona (contendo 0,0030 mg de ricina).

5) Controle: dieta base

e Experimento ITI — Esteres de forbol

1) Tratamento 1: dieta base + 0,0207 mg de esteres de forbol.
2) Tratamento 2: dieta base + 0,0414 mg de ésteres de forbol.
3) Tratamento 3: dieta base + 0,0621 mg de ésteres de forbol

4) Tratamento 4: dieta base + substituicdo de 2/9 (22,2%) do farelo de soja do concentrado

por torta de mamona (contendo 0,0138 mg de ésteres de forbol).

5) Controle: dieta base
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O resumo do planejamento do bioensaio é apresentado na Tabela 6:

Tabela 6 — Planejamento experimental da producdo de gases pela fermentacao ruminal in vitro

EXPERIMENTOS

I: Gossipol (mg) II: Ricina (mg) I11: Esteres de Forbol (mg)
T1 DB + 0,0207 T1 DB + 0,0045 T1 DB +0,0207
T2 DB +0,0414 T2 DB + 0,0090 T2 DB +0,0414
T3 DB + 0,0621 T3 DB + 0,0135 T3 DB +0,0621
T4 DB + torta (0,0138) T4 DB +torta (0,0030) T4 DB + torta (0,0138)
C DB C DB C DB

T1, T2, T3 e T4 referem-se aos tratamentos testados e C ao grupo controle
DB = Dieta base (70% volumoso, 30% concentrado)

Os parametros analisados estatisticamente para avaliacdo da fermentacao ruminal in
vitro foram: producdo liquida (ou seja, valores corrigidos pelo branco do experimento) do
volume total de gases em relacdo a matéria orgénica verdadeiramente degradada (GP
ml.gMOVD™), da producdo de metano em relagdo a matéria organica verdadeiramente
degradada (GH, ml.gMOVD™), taxa de eficiéncia de conversdo do metano (Eficiéncia
CH,%), fator de particdo (FP), nitrogénio amoniacal (N-NH3) e matéria organica
verdadeiramente degradada (MOVD).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico SAS (2009),
versdo 9.1. Os parametros foram relacionados com os tratamentos dos grupos de biomoléculas
em andlise de regressdo linear simples e quadratica utilizando o procedimento REG (proc
reg). A anélise de variancia foi realizada pelo teste ANOVA e o teste de Dunnett foi utilizado
para comparacao das médias dos tratamentos de cada grupo em relacdo ao controle.

O nivel de probabilidade de 5% foi adotado como critério para aceitacdo ou rejeicao
no teste de hipétese. Os tratamentos foram analisados pelo procedimento GLM, a fim de

avaliar possiveis diferencas entre os tratamentos e o controle de cada experimento.
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O modelo estatistico utilizado foi:

Yij =1 +1i + gj

Sendo:

Yij = valor observado para a variavel dependente (GP ml.MOVD™, Eficiéncia CHa4, FP, N-

NHs, MOVD) no i-ésimo tratamento (i = 1, ..., 5) em sua j-ésima repeticéo (j = 1, 2, 3);
K = média de todos os valores possiveis da varidvel dependente;
t; = efeito do tratamento i em Yj;j (ti = m; — m);

ejj = erro experimental associado a Yij (e = Yij— m;).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao dos coprodutos obtidos apds a prensagem dos carocos
4.1.1 Coprodutos do caroco de algodéo

O deslintamento proporcionou a retirada parcial da casca do caroco, deixando apenas
a pelicula que recobre o albimen, conforme pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 — Deslintamento do caroco de algoddo em &cido sulfirico

Apesar da padronizagdo do tempo de contato entre o acido e os carogos de algodéo, o
deslintamento ndo foi homogéneo entre 0s caro¢os de uma mesma amostra ou entre as cinco
diferentes amostras, o que pode ser verificado observando as diferencas na remogédo da
pelicula que recobre os graos (Figura 2). Apo6s a prensagem dos carogos, a torta obtida foi

congelada até 0 momento do preparo para extracdo do gossipol.

Considerando a impossibilidade de reprodugdo das condigdes industriais para
obtencédo do 6leo de caroco de algodado, optou-se por padronizar a obtencdo das tortas dos trés
tipos de oleaginosas com a realizacdo de prensagem mecanica, citada por Gongalves,

Mendonca e Laviola (2010) como sendo a forma predominante de extracdo de 6leo no Brasil.

Entretanto, observa-se que para o carogo de algoddo, a prensagem mecanica a frio
ndo constitui um procedimento eficiente para obtencdo do 6leo. A extracdo industrial do 6leo
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de algoddo é um processo que utiliza aquecimento imido dos gréos e favorece a solubilidade
das miscelas no albimen, permitindo um maior rendimento de 6leo na prensagem, e também
uma maior degradacdo e/ou complexacdo do gossipol pela aplicacdo de calor. Da mesma
forma, tanto na prensagem mecanica quanto no processo industrial, o esmagamento dos
carogos por si so ja permite o extravasamento do gossipol contido nos vacuolos, favorecendo
a ocorréncia de complexacdo desse gossipol livre com as proteinas presentes no gréo.

4.1.2 Coprodutos da mamona

As tortas de mamona foram obtidas por prensagem das sementes a frio (sem a
retirada do tegumento), com excecdo da amostra IAC 80, que foi obtida previamente

prensada.

Na Figura 3 sdo apresentadas as sementes de mamona utilizadas e os 6leos de caroco
de algoddo e de mamona, permitindo visualizar diferencas quanto a coloracgdo, turbidez e

rendimento desses 6leos.

Figura 3 — Sementes de mamona (a esquerda) e 6leos obtidos na prensagem dos carogos de
algodao (a direita, a frente) e de mamona (a direita, ao fundo)
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4.1.3 Coprodutos do pinh&o-manso

As amostras de torta de pinhdo-manso para analise dos ésteres de forbol foram
obtidas de sementes com casca, das quais foram calculados os teores de 6leo. A proporcéao de
cascas também foi avaliada e os resultados do teor de 0leo e de cascas sdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 — Caracterizagdo das sementes de pinhdo-manso quanto ao peso médio por semente
e porcentagem de cascas

Peso das NUmero de Peso médio Cascas
Amostras

sementes (g) sementes das sementes (g) (%)

Embrapa 101 150,02 236 0,64 35,88
Embrapa 195 150,25 282 0,53 44,95
Embrapa 260 150,34 231 0,65 33,51
Embrapa 150 150,06 261 0,57 35,47
IAC 150,25 237 0,63 38,77

Durante o descascamento das sementes, foram observadas diferencas quanto a dureza

das cascas e 0 aspecto dos albumens entre as amostras.

A amostra Embrapa 150 apresentou maior homogeneidade no tamanho do albimen
na observacao visual e auséncia de amostras mofadas ou gréos ocos (contendo apenas a
casca). O Com relacdo a dureza das cascas, a amostra IAC apresentou menor resisténcia a

quebra em comparacdo com as demais amostras.

As amostras 101 e 195 apresentaram visualmente maior heterogeneidade no tamanho
dos gréos sem casca, alem de presenca de gréos ocos ou com albumen fibroso e forte odor de
mofo e com aspecto escurecido (Figura 4a). A amostra 260 apresentou cascas menos
resistentes do que as demais, com albumens de tamanhos homogéneos e com auséncia

aparente de fungos (Figura 4b).
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<f (b)

Figura 4 — (a) Sementes de pinhdo-manso com albimen escurecido (1), albimen granuloso
(2), albumen acinzentado e comparacdo entre semente com albumen e sem (4);
(b) Sementes de pinh&o-manso com aspecto normal (1 e 2) e albumens
considerados com aspecto homogéneo.

A Figura 5 apresenta uma amostra de semente com casca, utilizada para obtengdo da
torta para analise dos ésteres de forbol, as tortas obtidas ap0s a prensagem de sementes
descascadas (esquerda) e com casca (direita) e o aspecto dos 0leo obtidos nas extraces das

sementes com casca.

Figura5 — Amostras de sementes Embrapa (esquerda), tortas sem e com casca (centro) e
aspecto do 6leo obtido (direita)
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4.2. Analise de gossipol livre (GL)
4.2.1 Deteccao/Quantificagdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia

A injecdo do padrdo de gossipol forneceu o cromatograma com tempo de retencao

entre 6,6 e 7 minutos, com espectro obtido a 254 nm, como apresentado na Figura 6.

*GOSSIPOL

! (D)

Figura 6 — (a) Cromatograma de amostra de torta de algodao (pico do gossipol em destaque).
(b) Espectro UV do gossipol obtido a 254 nm

A deteccdo e quantificacdo do gossipol livre nas amostras de torta de caroco de
algoddo foram realizadas utilizando como referéncia o espectro UV obtido a 254 nm (Figura

6b), juntamente com o tempo de retencédo caracteristico do composto.

4.2.2 Avaliacdo de metodologia para andlise do gossipol livre

A cocromatografia e o teste de pureza do pico de gossipol demonstraram que a

metodologia foi especifica para a identificacdo do composto. A adicdo de uma aliquota de
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padrdo com concentracdo conhecida produziu um aumento proporcional na area do pico de
gossipol, no mesmo tempo de retencdo, pela sobreposicdo dos picos de gossipol do padréo e
do extrato da amostra. O teste de pureza identificou a auséncia de compostos coeluidos no
mesmo tempo de retencdo do pico de gossipol, expresso pelo fator de pureza do pico superior
ao limite do teste. A Figura 7 apresenta os cromatogramas da amostra utilizada para o teste de
cocromatografia (Figura 7a) e o teste de pureza (em destaque, Figura 7b) aplicado ao pico

com adicdo de padrdo (cocromatografia).

Figura 7 - (a) Cromatograma de amostra de torta de caroco de algodao, com pico de gossipol
presente naturalmente na amostra em destaque; (b) Cromatograma de amostra de
torta de caroco de algoddo com adigé@o de padrédo de gossipol (cocromatografia). O
destaque em verde indica a pureza do pico de gossipol.

A precisdo cromatogréafica avaliada pela repetibilidade intra-corridas, forneceu um
desvio padréo relativo de 2,91 e 2,63, para concentracdes de 3,25 pg.ml™ e de 80 pg.ml™,
respectivamente. A precisdo abrangendo a metodologia de extracdo e cromatografia forneceu
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um desvio padréo relativo (dpr) de 7,52, inferior a 16 e, portanto, demonstrando adequacao
segundo o valor estimado pelo célculo de Horwitz para a faixa de concentragdo analisada, da
magnitude de partes por milh&o (10°°) (INMETRO, 2011).

A curva analitica forneceu um R?=0,9938, adequado para utilizacdo na quantificacdo

das amostras. O grafico da curva analitica do gossipol esta apresentado na Figura 8.

Massa injetada

(“@ 35 -
: y = 0.00036x + 0.00579
0.30 R2=0.99386

0.25 ~
0.20 +
0.15 +
0.10 +
0.05 +
0.00

0, 200 400 600 800 1000
Area do pico (mA)

Figura 8 — Curva analitica do gossipol

O limite de deteccdo (LD) do método estimado foi de 0,69 pg.ml™. Entretanto,
considerando que o menor ponto da curva analitica (3,25 ug.ml™) apresentou uma altura
pequena, optou-se por testar o mesmo limite relatado por Cai et al. (2004), de 3 ug.ml™, o
qual foi atingido. Assim, o limite de quantificacdo foi estabelecido em 6 ug.ml?,
correspondente a duas vezes o LD. A exatiddo foi avaliada por testes de recuperacédo, os quais

forneceram um valor médio de 91,2% +5,2.

4.2.3 Teor de gossipol livre em tortas de caroco de algodao

Na Figura 9 sdo apresentados os extratos das tortas de caroco de algoddo contendo
gossipol (0,3 g de amostra em aproximadamente 20 ml de acetona), nos quais a coloracao

amarela é caracteristica do composto extraido.
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Figura 9 — Extrato contendo gossipol obtido apds maceracdo em acetona (apds 16 horas)

A anélise das tortas de caroco de algoddo apresentaram teores de gossipol entre 0,61
e 1,38 mg.g™*, como listado na Tabela 8.

Tabela 8 - Teor de gossipol livre nas amostras de torta de algodao

AMOSTRAS Teor de gossipol (mg.g™)
Leme 1,32
Goiatuba 1,13
Morrinhos 1,38
Itumbiara 0,68
Turvelandia 0,61

As tortas apresentaram diferencas no teor de gossipol de até 66%, considerando 0s
teores extremos. Os valores estdo dentro da faixa citada pela OECD (2009) para a torta de
caroco de algodéo, de 0,04 a 1,77%.

A ingestdo do gossipol proporcionada pelas tortas analisadas pode ser estimada
utilizando o estudo de Lindsey, Hawkins e Guthrie (1980) como referéncia. Neste estudo, 0s
autores relataram o consumo diario de 22,4 kg de matéria seca por gado leiteiro, com peso
corporeo de 553 kg; a substituicdo do concentrado por caroco de algodao proporcionou uma
ingestdo de 3,6 g de gossipol livre, numa dieta com elevado teor de concentrado. Com base

nesses dados e considerando os niveis de adicdo propostos, com substitui¢cGes de 22,2, 33,3,
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66,6 e 100% do farelo de soja (o qual corresponde a 30% do total do concentrado da dieta), e
supondo uma relagdo volumoso/concentrado na proporcdo de 1:1, seriam obtidos os valores

de ingestdo de gossipol apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Estimativa de ingestdo diaria (total e por quilo de peso corpéreo) de gossipol
livre considerando os niveis de consumo propostos no bioensaio em cada torta de
caroco de algoddo analisada

CONSUMO ALIMENTAR DIARIO ESTIMADO (kg)

Matéria Seca ingerida (MS) Concentrado (50% da MS) Soja do concentrado (30%)
22,40 11,20 3,36

INGESTAO DE TORTA DE CAROCO DE ALGODAO CONSIDERANDO AS
PORCENTAGENS DE SUBSTITUICAO DA SOJA DO CONCENTRADO (kg)

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Diéria (total) 0,746 1,119 2,239 3,360
Diéria (kg p.c. dia’™) 0,001 0,002 0,004 0,006

INGESTAO DE GOSSIPOL (mg):

Ingestdo diéria total proporcionada pelo consumo das tortas de caroco de algodéo

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Leme 984,72 1.477,08 2.955,48 4.435,08
Goiatuba 842,98 1.264,47 2.530,07 3.796,80
Morrinhos 1.029,48 1.544,22 3.089,07 4.636,80
Itumbiara 507,28 760,92 1.522,52 2.234,80
Turvelandia 455,06 682,59 1.365,79 2.049,60

Ingestdo em mg.kg™ p.c. dia” proporcionada pelo consumo das tortas de caroco de algodao

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Leme 1,781 2,671 5,344 8,020
Goiatuba 1,524 2,287 4,575 6,866
Morrinhos 1,862 2,792 5,587 8,385
Itumbiara 0,917 1,376 2,753 4,132
Turvelandia 0,823 1,234 2,470 3,706

* mg.kg™ p.c. dia: quantidade em miligramas ingerida por quilo de peso corpéreo do animal, considerando um animal de 553 kg
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Considerando o0 NOAEL de 40 mg.kg™ p.c. de gossipol livre para bovinos, os niveis
de ingestdo de gossipol proporcionados pelas substituicbes do farelo de soja propostas, néo
causariam efeitos toxicos sobre os animais, por estarem abaixo desse valor. Entretanto, é
necessario ressaltar que a toxicidade depende ndo s6 da dose, mas também do estadio de vida
e do periodo de ingestdo e que as exigéncias nutricionais sdo bastante variaveis, devendo-se
considerar uma soma de fatores para adequacdo da dieta. Assim, observa-se que as
estimativas realizadas nesse estudo sao apenas indicativos pontuais do potencial de toxicidade
da ingestdo dessas biomoléculas, ndo constituindo, em hipotese alguma, modelos para

extrapolacéo.

4.3. Analise de Ricina (RCA)
4.3.1 Deteccao/Quantificacdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia

A injecdo do padrdo de ricina de cadeia A (RCA) forneceu o cromatograma com
tempo de retencdo entre 24 e 25 minutos, como apresentado na Figura 10. O espectro obtido

no pico de ricina, obtido a 214 nm, é apresentado na Figura 11.

Figura 10 — Cromatograma de padréo de ricina A (24,64 minutos, em destaque)
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Figura 11 — Espectro UV do pico de ricina (214 nm)

A deteccdo e quantificacdo da ricina nas amostras de torta de mamona foram
realizadas utilizando como referéncia o espectro obtido (Figura 11), juntamente com o tempo

de retengdo caracteristico do composto.

4.3.2 Avaliacdo da metodologia para andlise da ricina

A cocromatografia da ricina demonstrou a especificidade na identificacdo do pico
deste composto. A adicdo de uma aliquota de padrdo com concentracdo conhecida produziu o
aumento do pico proporcional ao esperado, de aproximadamente 40% (Figura 12 B) pela
sobreposicao das concentracfes de ricina do extrato e do padrdo adicionado, no mesmo tempo

de retencédo (Figura 12).
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Figura 12 — (a) Cromatograma de amostra de torta de mamona; (b) Cromatograma de torta
de mamona com adicdo de padréo de ricina

Da mesma forma, o teste de pureza confirmou a inexisténcia de compostos coeluidos

no pico de ricina, considerando que o teor de pureza do pico foi superior ao minimo do teste.

A precisdo foi avaliada pela repetibilidade entre replicatas extraidas (5) de uma
amostra de torta de mamona, e forneceu um desvio padrdo relativo de 1,78, indicando que a

metodologia apresenta adequacdo quanto a precisdo (INMETRO, 2011).

A curva analitica apresentou linearidade na faixa testada, fornecendo um R? de
0,9907. A curva analitica obtida para a ricina é apresentada na Figura 13.
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Figura 13 — Curva analitica da ricina de cadeia A

A sensibilidade do método foi determinada pelo limite de deteccdo (LD),
estabelecido como 95,35 ng.ml™ e o limite de quantificacdo teérico, considerado como 3
vezes o valor do LD, foi de 286 ng.ml™. Entretanto, considerando a faixa de concentracéo da
curva analitica obtida, o valor do menor ponto foi utilizado como limite minimo de

quantificacdo, ou seja, de 3,05 pug.ml™.

4.3.3 Teor de ricina em tortas de mamona

A andlise das tortas de mamona apresentaram 0s teores de ricina A entre 0,10 e

0,30 mg.g™, como listado na Tabela 10.

Tabela 10 - Teor de ricina nas amostras de torta de mamona

AMOSTRAS Teor de ricina (mg.g™)
EBDA MPA 34 0,30
EBDA MPA 36 0,26
IAC Guarani 0,15
IAC 80! 0,10

1 — Amostra obtida como torta (prensagem a frio)
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Os teores citados na literatura para a ricina sdo bastante variaveis, sendo descritos
valores abrangendo concentracdes desde partes por milh&o até valores percentuais. Os dados
obtidos para ricina sdo semelhantes aos relatados por Auld et al. (2003), entre 0,10 mg.g™ e
5,6 mg.g™, mas sdo bastante diferentes dos valores obtidos no estudo realizado por Baldoni et
al. (2011), com 20 acessos brasileiros, que apresentaram teores de ricina de 10,23 £1,23 e
8,80 + 1,91 ng.ug™ da proteina total para amostras de IAC 80 e IAC Guarani. A amplitude de
concentracdo obtida também é inferior a faixa descrita no estudo de Pinkerton et al. (1999),

entre 1,9 e 16 mg.g™.

Observa-se que a diferenca nos valores obtidos pode ter sido proveniente ndo apenas
pelas diferencas na forma de extracdo/quantificacdo da ricina, que podem diferir quanto a
sensibilidade e exatiddo, mas também por caracteristicas de variabilidade intrinsecas as
plantas, como a elevada taxa de fecundacdo cruzada, dificultando a manutencdo da variedade
inicialmente estabelecida, além disso, a producao de ricina é controlada por multiplos pares de
genes, 0s quais podem ser expressos de maneiras diferentes, favorecendo maior ou menor
producdo de ricina entre as plantas (OLIVEIRA, 2004; HALLING et al., 1985; SUJATHA,
REDDY; MAHASI, 2008).

Assim como ocorre com 0 gossipol em carogo de algoddo, existem ainda menos
estudos caracterizando amostras de mamona quanto ao teor de ricina. Para viabilizar a
intengdo de utilizar a torta de mamona na alimentacdo de ruminantes € necessario avaliar os
efeitos deste composto no rumen e possiveis processos para destoxificacdo ou, ainda, avaliar o

efeito da adaptacdo a ingestdo de baixas doses de ricina.

O principal pais produtor de mamona e que vem realizando estudos sobre a utilizagéo
de torta de mamona ¢ a India, onde tém sido avaliados processos visando a destoxificagio da
torta de mamona utilizando calcéario e extrusdo e os efeitos deste processo no rumen.
Entretanto, mesmo com todos os esforcos realizados na india, tanto para melhoramento
genético quanto para o estudo da utilizacdo dos coprodutos da mamoneira, ainda persiste o
problema da quantificacdo da ricina, que vem sendo testada apenas por teste de
hemaglutinacdo de hemécias de aves, o qual é semi-quantitativo e ineficiente para deteccéo da
ricina em baixas quantidades (SEVERINO et al., 2006).

Seguindo o mesmo raciocinio utilizado para estimativa de ingestdo do gossipol,
tendo como parametros os dados de peso e consumo relatados no estudo de Lindsey, Hawkins
e Guthrie (1980) e as substituicbes ao farelo de soja propostas no bioensaio deste estudo,

obtém-se os niveis de ingestdo listados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Estimativa de ingestdo diaria (total e por quilo de peso corpdreo) de ricina
considerando os niveis de consumo propostos no bioensaio em cada torta de
mamona analisada

CONSUMO ALIMENTAR DIARIO ESTIMADO (kg)

Matéria Seca ingerida (MS) Concentrado (50% da MS) Soja do concentrado (30%)
22,40 11,20 3,36

INGESTAO DE TORTA DE MAMONA CONSIDERANDO AS PORCENTAGENS DE
SUBSTITUICAO DA SOJA DO CONCENTRADO (Kg)

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Diéria (total) 0,746 1,119 2,239 3,360
Diéria (kg p.c. dia’®) 0,001 0,002 0,004 0,006

INGESTAO DE RICINA (mg):

Ingestdo diaria total proporcionada pelo consumo das tortas de mamona

22,2% 33,3% 66,6% 100%
EBDA MPA 34 223,80 335,70 671,70 1.008,00
EBDA MPA 36 193,96 290,94 582,14 873,60
IAC Guarani 111,90 167,85 335,85 504,00
IAC 80 74,60 111,90 223,90 336,00

Ingestdo em mg.kg™ p.c. dia” proporcionada pelo consumo das tortas de mamona

22,2% 33,3% 66,6% 100%
EBDA MPA 34 0,405 0,607 1,215 1,823
EBDA MPA 36 0,351 0,526 1,053 1,580
IAC Guarani 0,202 0,303 0,607 0,911
IAC 80 0,135 0,202 0,405 0,608

* mg.kg™ p.c. dia: quantidade em miligramas ingerida por quilo de peso corpdreo do animal, considerando um animal de 553 kg

No estudo realizado por Tokarnia e Dobéreiner (1997), a dose de sementes de
mamona de 2,91 g.kg™ de matéria seca (MS) proporcionou letalidade, 0 que ndo ocorreu em
doses menores, de até 2 g.kg' MS. Os trés niveis de substituicdo do farelo de soja do
concentrado pela torta de mamona propostos neste estudo forneceriam ingestbes de 49,95
(33,3%), 99,95 (66,6%) e 150 (100%) g.kg™ MS, superiores aos valores relatados como ndo
sendo toxicos por Tokarnia e Dobéreiner. Por outro lado, existem relatos citando a faixa de

tolerancia para ingestdo de torta de mamona por ruminantes entre 100 e 150 g.kg™ MS
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(ALBIN et al., 1969; SANTANA et al., 1971; OLIVEIRA, 2010). Considerando essa faixa de
suposta tolerancia, a quantidade de g.kg? MS das tortas em relacdo & matéria seca total
ingerida nas substituicGes parciais poderia ser considerada atoxica. No caso de substitui¢éo
integral, a quantidade de mamona ingerida por dia seria igual ao valor maximo citado ainda
como ndo sendo toxico. Entretanto, ndo é possivel concluir sobre a presenca ou auséncia de
toxicidade apenas pela comparagdo dos resultados de matéria seca ingerida, considerando que
o principal fator toxico da torta, a ricina, ndo foi quantificado. Apesar da maior dose de
ingestdo de torta, observa-se que os niveis de ricina podem diferir significativamente entre

acessos e variedades.

Visando utilizar a mamona como alimento, Marion (1967) realizou a adaptacéo de
animais a doses de ricina, com teor inicial de 2,3 mg.kg™ p.c. dia por duas semanas, atingindo
valores de 15-20 mg.kg™ p.c. dia ao longo de 9 semanas. Ao final dos 196 dias deste estudo,
ndo foram observados sinais clinicos ou patolégicos de intoxicacdo, sugerindo ser esta uma
boa alternativa para utilizacdo da mamona. No presente estudo, a substituicdo integral do
farelo de soja pela torta com maior concentracdo de ricina (EBDA 34) proporcionaria uma
ingestdo méaxima deste composto de 1,82 mg.kg™ p.c. dia, portanto, inferior a dose utilizada

para adaptacéo citada por Marion (1967).

Essa tolerancia observada a determinadas doses de ricina pode ser explicada pela
capacidade de destoxificacdo desta lectina no rimen por a¢do enzimatica, realizando a quebra
da ligacdo dissulfeto entre as cadeias A e B da ricina (OLIVEIRA et al., 2010). Apesar disso,
observa-se que o Painel de Opinido Cientifica sobre Contaminantes na Cadeia de Alimentos
(EFSA, 2008) ndo recomenda e desencoraja qualquer utilizagdo de mamona in natura na

alimentacdo animal.

Portanto, uma alternativa para utilizacdo da mamona na alimentacdo de ruminantes €
a realizacdo de adaptacdo do organismo animal a pequenas doses de ricina em curto periodo,
0 que pode proporcionar resisténcia a doses maiores (TOKARNIA; DOBEREINER, 1997).
Sob esse enfoque, a mamona apresenta potencial para ser utilizada como alimento animal,
desde que as doses de ingestdo de ricina sejam previamente analisadas. A destoxificacdo é a
alternativa mais considerada como viavel, mas mesmo ap6s a destoxificacdo da torta ainda
podem restar compostos toxicos em quantidades residuais, 0s quais podem ser apresentar
dificuldades em sua identificacdo ou quantificacdo, devido a alteracbes na matriz apos o
processamento quimico e/ou térmico, podendo fornecer falsos resultados quanto a auséncia

destes compostos na torta considerada atoxica.
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4.4. Anélise de Esteres de Forbol
4.4.1 Deteccao/Quantificacdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia

A injecdo dos padrdes 12, 13-diacetato de forbol e 12, 13, 20-triacetato de forbol
forneceram cromatogramas com tempo de retengdo entre 2 e 3 minutos, com espectros
obtidos a 280 e 254 nm, respectivamente. Considerando a possibilidade de obter os picos de
ésteres de forbol na amostra e no padrdo 12, 13-diacetato de forbol no mesmo comprimento
de onda, optou-se por sua utilizacdo para construgdo da curva de calibracdo. Assim, os ésteres
de forbol foram detectados e quantificados a 280 nm e os resultados foram expressos como
equivalentes ao padréo 12, 13-diacetato de forbol.

Os cromatogramas das injecdes do controle positivo, com a amostra de 6leo e 0s 0s
espectros dos picos de ésteres de forbol (Figura 14), da amostra parcialmente destoxificada
(Figura 15) e da torta toxica (Figura 16), permitiram a identificacdo dos picos correspondentes

aos ésteres de forbol nas amostras, pela coincidéncia entre os espectros obtidos e as diferencas
entre os tamanhos dos picos.
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Figura 14 — (a) Cromatograma de amostra de 6leo de pinhdo-manso. (b) Espectros dos picos
nos tempos de retencédo entre 27 e 30 minutos (de 1 a 4, no destaque)
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Figura 15— Cromatograma com picos residuais de ésteres de forbol na amostra de torta de
pinhdo-manso parcialmente destoxificada
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Figura 16 — Cromatograma com os picos de ésteres de forbol na amostra de torta toxica

4.4.2 Avaliacdo da metodologia para analise de ésteres de forbol

O teste de pureza indicou que os picos de ésteres de forbol obtidos nas amostras
apresentaram impurezas abaixo do limite minimo do teste, demonstrando adequacgdo quanto a

especificidade e seletividade da separagdo cromatografica.
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A precisdo obtida com a avaliacdo da repetibilidade intra-corridas, forneceu um
desvio padrdo relativo de 1,32 e 1,02, para as concentracbes de 62,5 e 1.000 pg.ml™,

respectivamente.

O limite de deteccdo obtido foi de 2,72 ug.ml™ e o limite de quantificacdo teérico foi
estabelecido como sendo 3 vezes o LD, ou seja, de 8,15 pg.ml™. Assim como para a ricina, a
quantificacdo foi realizada considerando a menor concentracdo da curva analitica como

referéncia (LQ = 62,5 pg.ml™), cujo valor é superior ao LQ tedrico.

A curva analitica foi construida utilizando o padrdo 12, 13-diacetato de forbol
forneceu um R? de 0,9995, demonstrando adequacio para a quantificacdo dos ésteres de
forbol, nessa faixa de concentracgdo (Figura 17).
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Figura 17 — Curva analitica dos ésteres de forbol (padrdo 12, 13-diacetato de forbol)

A média dos testes de recuperacao realizada em amostras de torta foi de 92% +1,13,
demonstrando adequacdo da metodologia quanto a exatiddo. Os testes de recuperacdo para a
anélise do 6leo resultaram em apenas 55% +1,5 de recuperacdo do teor de fortificacdo do
padrdo, possivelmente devido ao processamento térmico durante a extracdo que pode ter

proporcionado uma maior degradacdo do padrdo adicionado.
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4.4.3 Teor de ésteres de forbol em tortas de pinhdo-manso

As amostras de torta de pinhdo-manso e seus respectivos 6leos apresentaram 0s

teores de equivalentes de ésteres de forbol apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Teor de ésteres de forbol nas tortas e seus respectivos 6leos

AMOSTRAS Tortas (mg.g™) Oleo (mg.ml™)*
Embrapa 101 1,38 512
Embrapa 150 0,93 4,53
Embrapa 195 0,73 3,22
Embrapa 260 1,01 471

IAC 1,08 3,92

1 - Os teores de 6leo apresentados foram corrigidos pelo valor do teste de recuperagéo

Os estudos sobre quantificacdo de ésteres de forbol apresentam variacdes
significativas no teor de ésteres de forbol no Oleo e em sementes de pinhdo-manso,
dependendo ndo so6 da regido de plantio do acesso, mas também da forma de extracdo do 6leo
e da torta (AHMED; SALIMON, 2009; PRADHAN et al., 2011). De maneira geral, os dados

obtidos neste estudo estdo dentro da faixa citada pela literatura, entre 0,11 a 8,97 mg.g™*.

Na literatura internacional, estudos avaliando o teor de ésteres de forbol em
sementes, 6leo e torta de pinhdo-manso tém sido realizados ha mais tempo e ainda com maior
frequéncia do que no Brasil. Em sementes provenientes de regides da Africa, América do
Norte e Central e Asia, foram relatados teores entre 0,11 e 3,32 mg.g™ e de 0,27 a 2,49
mg.ml™* em amostras de 6leo (MAKKAR; ADERIBIGBE; BECKER, 1998). Haas e
Mittelbach (2000) relataram a presenca de 0,31% de ésteres de forbol em amostras de pinhéo-
manso provenientes da Nicaragua, enquanto Makkar et al. (2009) obtiveram o mesmo teor em
amostras da India, mas ressaltaram que a extrac&o a frio pode proporcionar uma concentragio

ainda maior do que a extracgdo por solventes, da ordem de 0,38%.

Considerando diferentes tipos de extragdo do 6leo, Pradhan et al. (2011) obtiveram
diferencas de 25% de ésteres de forbol entre a extracdo por solvente (2,8 mg.ml™) e
por expeller (2,1 mg.ml™) e de 28% entre as tortas obtidas pelos mesmos procedimentos

(0,8 e 1,1 mg.g™). Quanto ao processamento das tortas, Makkar, Becker e Schmook (1998)
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encontraram diferengas de 50% entre os teores de ésteres de forbol entre sementes tostadas e
trituradas (0,01 e 0,02 mg.g™*, respectivamente).

Dentre os estudos realizados no pais, Ferrari et al (2009) analisaram 26 acessos
brasileiros de pinhdo-manso quanto a presenca dos ésteres de forbol e obtiveram valores entre
1,41 a 8,97 mg.g™, indicando a ocorréncia de sementes com baixa e alta toxicidade no Brasil.
Pires et al (2011) relataram teores de ésteres de forbol em maior concentra¢do nas sementes,
devido a presenca do 6leo (2,04 a 3,53 mg.g™*) do que nas tortas dessas mesmas sementes de
(0,90 a 1,30 mg.g™). Da mesma forma, Laviola, Mendonca e Ribeiro (2010) avaliaram 11

acessos de pinhdo-manso e obtiveram teores desde 0 até 5,41 mg.g™ de ésteres de forbol.

A toxicidade dos ésteres de forbol tem sido avaliada em estudos in vivo e in vitro,
utilizando sementes com baixa toxicidade natural ou destoxificadas. A toxicidade dos ésteres
de forbol em monogaéstricos tem sido descrita principalmente em ratos e em carpas, por serem
as Ultimas consideradas como uma espécie altamente sensivel a estes compostos. Embora os
ruminantes sejam considerados animais mais resistentes a toxicidade do gossipol e da ricina,

eles podem ser suscetiveis a toxicidade aguda e cronica induzida pelos ésteres de forbol.

Katole et al. (2011) realizaram uma associagdo de tratamentos térmico e quimico na
torta de pinhdo-manso antes de realizar a adicdo de 5, 10, 20, 25 g.kg™ de matéria seca na
alimentacédo de ovinos e, embora tenham atingido uma reducao de até 90% no teor de ésteres
de forbol entre os tratamentos, os autores nao relatam qualquer nivel de incluséo testado como

sendo seguro, considerando os sinais de toxicidade observados.

Da mesma forma, Ferreira et al. (2012) testaram a inclusdo de pericarpo do pinhdo-
manso na alimentacdo de ovinos, em niveis de 15, 20 e 45% no total da dieta por 23 dias, com
teores de ésteres de forbol entre 0,57 e 1,36 mg.kg™ de pericarpo consumido. Todos os grupos
apresentaram ganho de peso e consumo inferiores ao grupo controle, sendo que 0s grupos
com maiores inclusdes de pericarpo apresentaram 0s menores valores para esses parametros,
provavelmente devido a maior presenca de ésteres de forbol, além de sinais de toxicidade
subcrénica, indicando que o pericarpo, assim como a torta, apresenta toxicidade e ndo é

adequado para a alimentacdo de ovinos.

Utilizando os valores extremos dos teores de ésteres de forbol obtidos neste estudo
(Tabela 13) e considerando os mesmos dados de consumo e peso dos animais utilizados para

estimativa da ingestdo do gossipol e da ricina, com uma dieta contendo 1:1
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volumoso/concentrado, seriam obtidos os teores de ingestdo de torta e ésteres de forbol
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Estimativa de ingestdo diaria (total e por quilo de peso corpéreo) de ésteres de
forbol considerando os niveis de consumo propostos no bioensaio em cada torta
de pinhdo-manso analisada

CONSUMO ALIMENTAR DIARIO ESTIMADO (kg)

Matéria Seca ingerida (MS) Concentrado (50% da MS) Soja do concentrado (30%)
22,40 11,20 3,36

INGESTAO DE TORTA DE PINI—~|AO—MANSO CONSIDERANDO AS PORCENTAGENS
DE SUBSTITUICAO DA SOJA DO CONCENTRADO (kg)

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Didria (total) 0,746 1,119 2,239 3,360
Diaria (kg p.c. dia™) 0,001 0,002 0,004 0,006

INGESTAO DE ESTERES DE FORBOL (mg):

Ingestéo diaria total proporcionada pelo consumo das tortas de pinhdo-manso

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Embrapa 101 1.029,48 1.544,22 3.089,82 4.636,80
Embrapa 150 693,78 1.040,67 2.082,27 3.124,80
Embrapa 195 544,58 816,87 1.634,47 2.452,80
Embrapa 260 753,46 1.130,19 2.261,39 3.393,60
IAC 805,68 1.208,52 2.418,12 3.628,80

Ingestdo em mg.kg™ p.c. dia” proporcionada pelo consumo das tortas de pinhdo-manso

22,2% 33,3% 66,6% 100%
Embrapa 101 1,862 2,792 5,587 8,385
Embrapa 150 1,255 1,882 3,765 5,651
Embrapa 195 0,985 1,477 2,956 4,435
Embrapa 260 1,362 2,044 4,089 6,137
IAC 1,457 2,185 4,373 6,562

* mg.kg™ p.c. dia: quantidade em miligramas ingerida por quilo de peso corpdreo do animal, considerando um animal de 553 kg
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Observa-se que os valores totais de ingestdo diaria de ésteres de forbol de 2,45 a
4,64 g na dieta ingerida, supondo 100% de adi¢do das tortas com menor e maior teor de
ésteres de forbol, forneceriam uma ingestdo de E.F. de 109 e 207 mg.kg™ MS ao dia. Ahmed
e Adam (1979a) citaram como tdxicos para bezerros na primeira ingestdo, de 250 a 1.000
mg.kg™ de pinhdo-manso na dieta e 25 mg.kg™” para ingestdo prolongada. A ingestdo de
pinh&o-manso no maior e menor teor de adicdo corresponderia a, respectivamente, 150 e
33 g de pinhdo-manso por quilo da dieta. Entretanto, como discutido anteriormente para a
ricina, apenas os dados sobre consumo do pinhdo-manso ndo sdo suficientes para avaliar a
possibilidade de toxicidade, pela auséncia de quantificacdo do teor de ésteres de forbol no
estudo citado. Da mesma forma, além das diferencas de toxicidade proporcionadas pela dose e
periodo de ingestdo, também devem ser consideradas as diferencas entre 0s animais

estudados.

O estudo realizado por Ferreira et al. (2012) reporta toxicidade subcronica entre 0,57
e 1,357 mg.kg™ de ésteres de forbol para ovinos, e é possivel concluir que existe possibilidade
de ocorrer toxicidade mesmo se a torta com menor concentracdo de E.F. e o menor nivel de
adicdo testado no bioensaio (22,2%) fosse utilizada como suplementacdo, pois proporcionaria

uma ingestao ésteres de forbol de 24,11 mg.kg™.

A utilizacdo de pinhdo-manso para producdo de 6leo para o biodiesel ainda é objeto
de muitos estudos e algumas controvérsias. Apesar da suposta rusticidade, devido a
resisténcia a condicBes extremas de cultivo, muito divulgada no inicio dos estudos com o
pinhdo-manso, o uso de tecnologias comuns a outras culturas, como adubacdo, controle de
pragas e manejo adequado, também sdo necessarias para 0 pinhdo-manso se o objetivo for
alcangar maior produtividade (LAVIOLA; DIAS, 2008).

Mesmo que a utilizacdo do pinhdo-manso in natura na alimentacdo animal pudesse
ser realizada com seguranca quanto a toxicidade, os niveis de inclusdo dessa torta
provavelmente seriam pequenos, considerando a toxicidade dos ésteres de forbol e, portanto,
pouco representativos em relacdo ao volume total dos residuos vegetais gerados pela indudstria
de extracdo do 6leo. Para que a utilizacdo do pinh&do-manso na producao do biodiesel se torne
uma alternativa economicamente viavel com a agregacao de valor e utilizacdo do subprodutos
gerados, é imprescindivel o desenvolvimento de técnicas que proporcionem uma
destoxificacdo efetiva dos ésteres de forbol, bem como de técnicas para mensuragdo deste

composto toxico residual na matriz modificada ap6s o tratamento quimico e/ou térmico.
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Considerando os desafios a serem superados para que se estabeleca uma cadeia de
producdo do pinhdo-manso no Brasil, é possivel afirmar que o uso desta oleaginosa para
producdo de biodiesel em escala ainda € uma realidade distante, apesar do potencial

apresentado.

4.5. Bioensaio: producao de gases na fermentacao ruminal in vitro
4.5.1 Parametros para avaliacdo da fermentacdo ruminal in vitro

O bioensaio foi realizado a fim de avaliar a atividade das biomoléculas na producéo

de gases e metano, bem como na degradabilidade da matéria organica.

A analise de regressdo ndo demonstrou efeito proporcionado pelos diferentes niveis
de biomoléculas (extraidas ou na torta in natura), para nenhum dos fatores avaliados nos

grupos do gossipol, ricina e ésteres de forbol.

Ndo houve diferenca entre os valores de matéria organica verdadeiramente
degradada (MOVD) entre os tratamentos dos grupos, exceto para o gossipol, no qual foi
observada uma menor degradacdo da matéria organica no tratamento T2, com adicdo de
gossipol proporcional a 66,6% de substituicdo do farelo de soja (0,0414 mg de gossipol) em

relacdo ao grupo controle (P<0,05), como pode ser visto na Tabela 15.

O fator de particdo é o parametro que relaciona a propor¢do da matéria organica
verdadeiramente degradada in vitro com o volume de gases produzidos por essa degradacéo,
refletindo a eficiéncia da sintese proteica de massa microbiana (MAKKAR, 2010). Ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos dos grupos e desses tratamentos em relacdo ao
controle, em nenhum dos testes realizados para o parametro fator de parti¢cdo (FP). Os valores
das médias da MSVD, MOVD e FP sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Matéria organica verdadeiramente degradada (MOVD g.kg™) (valor médio +
desvio padrdo) e fator de particdo (valor médio + desvio padrdo) da fermentagéo
ruminal in vitro

. PARAMETROS

Grupo Tratamentos MOVD (g.kg™) Fator de Particdo
T1 465 + 40,5 255  +0,52

Gossipol T2 442 +50,4 231  +0,39
T3 490 +30,2 254  +0,41

T4 521 +94,4 255  +0,56

Controle C 546 +433 279 %026
T1 514 +154.6 276  %0,79

Ricina T2 514 +150,0 273 054
T3 509 +101,8 265  +0,57

T4 599 +738 316 0,80

Controle C 546 +433 279 026
, T1 573 + 44,1 322 £027
Esteres de T2 487 + 63,9 268 %055
Forbol T3 499 +815 277 +0,63
T4 515 + 60,1 276 0,29

Controle C 546 +433 279 026

1 - Tratamentos — Gossipol e Esteres de Forbol: T1 = 0,0207 mg; T2 = 0,0414 mg, T3 = 0,0621 mg e T4 = torta com 0,0138 mg;
Ricina: T1 = 0,0045 mg, T2 = 0,0090 mg, T3 = 0,0135 mg e T4 = torta com 0,003 mg.

Os valores obtidos para o fator de particdo, entre 2,31 e 2,55 para 0 grupo do
gossipol estdo ligeiramente abaixo dos valores de referéncia citados por Makkar (2010), de
2,74 a 4,41, enquanto os demais grupos apresentaram fator de particdo de acordo com 0s
valores tedricos citados. Considerando o fator de particdo como um indicativo da eficiéncia da
producdo microbiana, ndo houve efeito das biomoléculas adicionadas ou presentes nas tortas

sobre esse parametro, considerando a auséncia de diferenga em relagdo ao grupo controle.

A populacdo microbiana presente no rimen é responsavel pela degradacéo de grande
parte da proteina e de outros compostos nitrogenados presentes no alimento, sintetizando
proteina microbiana e amonia no interior do ramen. O nitrogénio amoniacal (N-NHz) é um
pardmetro indicativo da producdo de proteina microbiana por unidade de substrato

fermentado.
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Mehres, @rskov e McDonald (1977) investigaram a relagcdo entre a concentracdo de
NH; no rimen e a taxa de fermentagdo ruminal e observaram que valores iguais ou acima de
23,5 mg de N-NH; por 100 ml de liquido ruminal proporcionam maxima atividade

fermentativa, demonstrada pelo desaparecimento maximo da matéria seca incubada.

Os valores de N-NHj3 obtidos neste estudo para todos os grupos das biomoléculas
testadas estdo acima da faixa considerada ideal, mas ainda dentro da concentragdo para o
efeito fermentativo méximo (Mehres, @rskov; McDonald, 1977), sugerindo, portanto, que as
biomoléculas ndo alteraram negativamente o metabolismo microbiano com relacdo a sintese

protéica.

Né&o foram observadas diferencas entre os valores de N-NH; entre os tratamentos de

nenhum dos grupos com relacdo ao controle (Tabela 15).

Tabela 15 — Nitrogénio amoniacal (N-NH; g.MS™) (valor médio + desvio padrio) da
fermentacao ruminal in vitro por 24 horas de incubacéo

-1
Tratamentos’ Gossipol NRl\llcljrig e Esteres de Forbol
Tl 39,9 +1,40 37,8 +1,85 38,2 +0,81
T2 39,4 +1,07 37,1 +2,80 37,8 +2,42
T3 39,6 +2,25 39,9 +2,10 38,2 +1,07
T4 38,9 +1,62 39,4 +1,76 37,1 +1,40
Controle 38,2 +1,62 38,2 +1,62 38,2 +1,62

1- Tratamentos — Gossipol e Esteres de Forbol: 33,3% = 0,0207 mg; 66,6% = 0,0414 mg, 100% = 0,0621 mg e 22,2% = torta com 0,0138 mg;
Ricina: 33,3% = 0,0045 mg, 66,6% = 0,0090 mg, 100% = 0,0135 mg e 22,2% = torta com 0,003 mg.

A producdo de gases do efeito estufa (GEE) provenientes da cadeia de producao de
leite e carne contribui com 4% do total da emisséo global antropogénica (FAO, 2010). Dentre
0os GEE, o metano é considerando como um dos gases mais potentes relacionados ao
aguecimento global (ABDALLA et al., 2012).

Do volume total de gases produzidos pelos micro-organismos ruminais, cerca de um
terco corresponde ao CHy4, sendo o restante correspondente principalmente a CO, e uma
pequena fracdo de outros gases, como H,, H,S, N, e O,. O metano total produzido no rumen é
parcialmente eliminado com o ar expirado, mas a maior parte desse gas é liberado pelo

animal, juntamente com 0s outros gases, durante a eructacdo (KOZLOSKI, 2011).
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A taxa de producdo de gases pela fermentacdo ruminal pode ser alterada pela
utilizacdo de alimentos que exercam atividade mitigadora na producgédo desses gases, por sua
atuacdo na microbiota ruminal ao exercerem efeitos sobre as bactérias metanogénicas e
protozoarios, justificando o interesse em pesquisar alternativas alimentares que proporcionem
esse efeito (PEDREIRA; PRIMAVESI, 2006; ABDALLA et al., 2008).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos ou entre o
controle dos grupos do gossipol e da ricina, para nenhum dos parametros analisados na
Tabela 16, demonstrando que essas biomoléculas ndo alteraram a fermentacdo ruminal

in vitro.

No grupo dos ésteres de forbol, com relagdo aos mesmos pardmetros GP e CH,4
produzidos em relacdo a MOVD nédo foram observadas diferencas entre os tratamentos

realizados em cada grupo, por nenhum dos testes realizados.

Entretanto, observa-se que a diferenca na taxa de eficiéncia de conversdo do metano
entre o controle e o tratamento 4 (22,2% de torta de pinh&o-manso) foi significativa no teste
de Dunnett (P<0,05). A adicdo de torta de pinhdo-manso proporcionou um menor valor de
conversao do metano em relacdo ao controle, sugerindo que apesar do menor teor de ésteres
de forbol (0,0138 mg) contido neste tratamento em relagdo aos demais, a adi¢do de torta
contendo a biomolécula in natura pode ter exercido influéncia negativa sobre a microbiota

metanogénica.

Os volumes totais de gases produzidos (GP ml.g MOVD™) e de metano (CH4 ml.g
MOVD™) e a taxa de eficiéncia de conversdo do metano (Eficiéncia CH,%) entre os

tratamentos dos grupos testados séo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Producdo total de gases e de metano em relacdo a matéria organica
verdadeiramente degradada (GP ml.g MOVD™ + desvio padrdo e CH4 ml.g
MOVD™ + desvio padrdo) e eficiéncia da conversdo do metano (Eficiéncia
CH;% =+ desvio padrao) na fermentacdo ruminal in vitro

. PARAMETROS

Grupos T o
GP ml.g MOVD™ CH, ml.g MOVD™ Eficiéncia CH,%
T1 413  +105,7 266 +11,7 6,3 +15
. T2 445 +79,5 31,4 +7,6 6,7 +0,8

Gossipol

T3 403 +59,3 299 +105 7.3 +16
T4 407 +91,1 26,2 +8,2 6,3 +0,6
C 362 +345 26,8 +4,4 7.4 +11
T1 385  +1175 26,4 +99 6,7 +0,5
Ricina T2 375 + 68,0 25,4 +49 6,7 +0,3
T3 396 + 96,6 299 +14/4 7.3 +18
T4 337 +98,9 251 +138 7.1 +17
C 362 +345 26,8 +4,4 7.4 +11
] T1 321 +17,5 23,4 +3,2 9,3 +29
Esteres de T2 386 +743 275  +71 73 +11
Forbol T3 376  +87,9 273 +89 70 +06
T4 362 +37,0 20,4 +4,0 562 +0,6
C 362 +345 26,8 +4.4 7,48 +11

1- T =Tratamentos — Gossipol e Esteres de Forbol: T1 = 0,0207 mg; T2 = 0,0414 mg, T3 = 0,0621 mg e T4 = torta com 0,0138 mg;
Ricina: T1 = 0,0045 mg, T2 = 0,0090 mg, T3 = 0,0135 mg e T4 = torta com 0,003 mg, C = controle.
2 - Letras diferentes entre os grupos significam que houve diferenca estatistica a 5%.

A auséncia de diferencas observadas na fermentacdo ruminal in vitro com adicdo dos
niveis de ricina testados nos tratamentos pode ser justificada pela atividade enzimatica
ruminal que, nos niveis adicionados, poderia ter inativado essa fitotoxina, nos niveis
adicionados. Oliveira et al. (2010) verificaram que a capacidade de destoxificagdo da ricina
pela microbiota ruminal diminuiu com o aumento da concentracdo de ricina adicionada (0,42
mg.ml™ a 1,68 mg.ml™) devido ao mecanismo de saturagdo enzimatica. Observa-se que, no
estudo citado, a menor concentragao utilizada pelos autores foi aproximadamente 15 vezes
superior & concentracdo utilizada neste estudo no maior nivel de adicdo. Portanto, supbe-se
que neste bioensaio possa ter ocorrido a destoxificacdo da ricina pelos mesmos mecanismos

observados por Oliveira et al. (2010).
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Corroborando com a hipdtese de que os niveis de adi¢cdo propostos nesse estudo sao
inferiores aos valores minimos para toxicidade, os resultados deste estudo para os parametros
producdo total de gases e metano, além do nitrogénio amoniacal ndo indicaram a ocorréncia

de efeitos prejudiciais a microbiota.

A torta de caroco de algodéo ja tem sido utilizada na alimentacdo de ruminantes em
niveis mais expressivos do que os propostos nesse estudo (COPPOCK et al., 1985). A
auséncia de efeitos na fermentacdo ruminal in vitro observada provavelmente deve-se a
capacidade de destoxificacdo do gossipol pelo mecanismo de complexacdo com proteinas
livres no ramen, tornando o gossipol inativo (REISER; FU, 1962). Apesar dessa resisténcia a
doses mais elevadas, a utilizagdo de tortas contendo gossipol requer cuidados ndo apenas
quanto a dose, mas também com relacdo a extensdo do periodo de alimentacdo, ja que este

composto apresenta efeito acumulativo no organismo, podendo resultar em toxicidade.

Os resultados obtidos para os ésteres de forbol demonstraram que a adigdo dessas
biomoléculas extraidas da torta de pinhdo-manso tambem néo afetou a fermentacdo ruminal in
vitro, considerando a igualdade na producdo total de gases e de metano observadas nos

parametros analisados.

Entretanto, a adicdo de torta a dieta padrdo proporcionou uma menor taxa de
eficiéncia de conversdo de metano, sugerindo a possibilidade de a torta ter reduzido a
populacdo de bactérias metanogénicas ou ter provocado alteragdes em seu metabolismo,
interferindo na fermentacdo ruminal. Apesar de a torta conter um menor teor de ésteres de
forbol do que os demais tratamentos, possivelmente esse efeito ocorreu porque os ésteres de
forbol quando aderidos a matriz (torta de pinh&o-manso) podem estar mais protegidos de
fatores extrinsecos que favorecem degradacdo ou modificagdes em sua estrutura que possam
diminuir sua toxicidade, ao contrario dessa biomolécula extraida e adicionada nos demais
tratamentos deste bioensaio. Outra possibilidade para explicar essa diferenca entre a adicdo de
torta de pinh&o-manso e as biomoléculas extraidas é a possibilidade de atuacdo de outro fator
de toxicidade presente na torta, além dos ésteres de forbol, ou ainda, a ocorréncia de sinergia

entre um ou mais fator toxico, independente de sua concentracao.

De fato, a torta de pinhdo-manso tem sido avaliada quanto ao perfil de compostos
toxicos e de antinutricionais, sendo descrita também a presenca de inibidores de tripsina,
lectinas, saponinas e fitatos. Embora a curcina seja uma proteina inativadora de ribossomos
com potencial atuacdo toxica similar & da ricina, a curcina € uma proteina inativadora de

ribossomos do tipo 1, portanto, ao contrario da ricina, apresenta dificuldades para adentrar as
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células, mecanismo inicial necessario para manifestacdo de toxicidade (MAKKAR et al.,
1997; GONCALVES; MENDONCA,; LAVIOLA, 2009).

Da mesma forma, observa-se que produtos vegetais sdo suscetiveis a contaminacgao
fangica e producdo de micotoxinas, as quais podem afetar a fermentacdo ruminal in vitro, por
possuirem efeitos antibidticos, provocando alteragdes no metabolismo ja demonstradas in
vitro e in vivo (DVORAK et al., 1977; MERTENS, 1979; BURMEISTER; HESSELTINE,
1966). Embora a toxicidade da torta de pinhdo-manso seja creditada principalmente aos
ésteres de forbol, ndo existem estudos que avaliem a presenca de aflatoxinas ou outras

micotoxinas nessa oleaginosa.

Makkar e Becker (2009) propuseram que 0s ruminantes podem ser tdo suscetiveis
aos efeitos toxicos da ingestdo de ésteres de forbol quanto os monogastricos, considerando a
conclusdo deste estudo de que essas biomoléculas ndo sdo degradadas pelo rimen e também
ndo afetam a fermentacdo ruminal. Entretanto, observa-se que nesse estudo os ésteres de
forbol foram isolados e ligados a silica gel, apds um processo de secagem a 55°C, que poderia
ter alterado disponibilidade bioldgica dos ésteres de forbol, assim como a possibilidade da
silica-gel utilizada como suporte para as biomoléculas ter retido esses compostos mesmo

durante a fermentagdo ruminal in vitro, indisponibilizando-os para a microbiota.

Abdalla et al. (2008) avaliaram a substituicdo do farelo de soja do concentrado por
tortas de pinhdo-manso e observaram uma redugéo na producdo total de gases e de metano em
relacdo ao grupo controle a partir de 50% de inclusdo, teor de torta superior em pouco mais de
duas vezes ao testado neste estudo. Ja em estudos realizados in vivo, foram observados efeitos
toxicos nos animais mesmo com a utilizacdo de tortas parcialmente destoxificadas em teores
similares aos maximos valores utilizados neste bioensaio, ou com teores de ingestdo de
ésteres de forbol inferiores a maioria dos valores de adicdo realizados neste bioensaio
(KATOLE et al., 2011; FERREIRA et al., 2012).

Diante do exposto, qualquer suposicdo sobre a toxicidade dos ésteres de forbol nos
teores testados deve ser realizada com cautela. A inclusdo dos teores crescentes de ésteres de
forbol extraidos aparentemente ndo alterou a fermentagdo ruminal in vitro, portanto, a
possibilidade destas biomoléculas sairem intactas do rimen e provocarem toxicidade clinica
nos animais ndo pode ser descartada, conforme proposto por Makkar e Becker (2009). Por
outro lado, a torta influenciou a taxa de eficiéncia de conversdo do metano, sugerindo um
possivel efeito sobre as bactérias metanogénicas, provavelmente devido a presenca dos ésteres

de forbol ou ainda a outro fator presente na torta, ainda néo identificado.
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5 CONCLUSOES

N&o foram observados efeitos pela inclusdo dos teores de torta de mamona e de
caroco de algoddo, ou de suas respectivas biomoléculas extraidas das tortas, sobre a

fermentacao ruminal in vitro.

Apesar da reducdo na eficiéncia da conversdo de metano observada apenas no
tratamento com a adicdo de torta de pinhdo-manso in natura sugerir que o efeito sobre a
microbiota ruminal tenha sido proporcionado pelos ésteres de forbol contidos na torta, que
poderiam estar mais protegidos da degradacdo ou alteracGes por fatores externos quando
ligados a essa matriz, existe também a possibilidade de que o efeito observado tenha sido
produzido pela atuagdo de outro fator toxico presente na torta ou por um efeito sinérgico entre

fatores toxicos.

O potencial de utilizacdo das tortas de caroco de algoddo e de mamona in natura nao
foi negado por esse estudo, entretanto, é necessario ressaltar que a adicdo das tortas na
alimentacdo de ruminantes requer cuidados especificos e deve necessariamente considerar a
concentracdo de suas biomoléculas nas tortas e 0s niveis de ingestdo proporcionados, o
manejo animal correto, observando o tempo de vida do animal e periodo de ingestdo dessas
tortas, e ainda a possibilidade de adaptacdo a ingestdo, pela administracdo de pequenas doses

em curto espaco de tempo, no caso da mamona.

Para que a utilizagéo da torta de pinhdo-manso in natura em qualquer teor de adigédo
seja efetivamente avaliada, sdo necessarios outros estudos que considerem a acdo dos ésteres
de forbol nas tortas in natura e sua possivel interacdo com outros fatores toxicos. As
metodologias para avaliacdo quantitativa de moléculas bioativas e 0s processos necessarios
para destoxificacdo das tortas vegetais residuais da inddstria do biodiesel constituem os
principais entraves para que o potencial de transformacdo desses subprodutos em coprodutos
utilizados na alimentacdo animal se concretize em curto ou médio prazo, especialmente em

relacdo ao pinhdo-manso.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da auséncia de efeitos sobre a fermentacdo ruminal in vitro pela adicdo da
ricina e gossipol estar de acordo com os relatos da literatura internacional, a utilizacdo destas
tortas na alimentacdo animal requer cuidados especificos para cada composto. O gossipol
apresenta efeito acumulativo no organismo e pode provocar efeitos negativos sobre o sistema

reprodutivo, devendo, portanto, ser utilizado com cautela.

Embora a ricina apresente alta toxicidade, os ruminantes possuem a capacidade de
“adaptagdo” ao consumo com a introduc¢do de pequenas doses na dieta, de modo progressivo,
0 que aparentemente pode ser realizado com seguranca nos teores propostos neste estudo,
considerando ndo s6 os resultados do bioensaio, mas também a comparacdo de toxicidade por
dose ingerida citada na literatura. Entretanto, observa-se que esse tipo de abordagem para

destinacao desse subproduto vegetal ndo tem sido comumente utilizada ou estudada.

Ainda existem muitas incertezas sobre a acdo dos ésteres de forbol na torta de
pinhdo-manso e sua atividade necessita ser mais estudada e de maneira mais abrangente. A
possibilidade de sinergismo da acdo toxica dos ésteres de forbol com outros possiveis
contaminantes presentes, como as micotoxinas, que sdo metabdlitos fungicos secundarios
passiveis de serem encontrados em residuos vegetais, ndo pode ser descartada, j& que alguns
desses compostos sdo substéncias carcinogénicas e que, na presenga concomitante de
substancias promotoras de tumores, como os ésteres de forbol, poderiam proporcionar efeitos
sinérgicos nos animais. Da mesma forma, de que maneira as interacfes dos ésteres de forbol
com a torta ou 6leo podem afetar sua biodisponibilidade na torta in natura ou destoxificada

necessitam ser investigadas.

A utilizacéo destes subprodutos da producdo de biodiesel na alimentacdo animal ndo
é unica forma possivel de aproveitamento, nem tdo pouco supriria em 100% as necessidades
de destinagdo do residuo gerado, portanto, alternativas para utilizacdo destes residuos além da
alimentacdo animal que agreguem valor a cadeia produtiva sdo indispensaveis para tornar a
producdo destas oleaginosas economicamente mais atraentes, principalmente no caso do

pinh&o-manso e da mamona.
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Uma vez que estes residuos se tornem coprodutos na alimentacdo animal, novos
desafios surgirdo, especialmente com relacdo a avaliacdo da possibilidade de transferéncia
destas biomoléculas para a carne e leite produzidos pelos animais alimentados com essas
tortas, bem como a possibilidade da formacdo de outros metabdlitos com potencial toxico
nestes tecidos. Apesar de alguns estudos sobre distribuicdo dessas biomoléculas, sdo escassos
os estudos sobre a transferéncia do gossipol e seus metabdlitos em carne ou leite e

inexistentes para os esteres de forbol e a ricina.

S&0 necessarios novos estudos in vitro e in vivo sobre a utilizacdo destes subprodutos
na alimentacdo de ruminantes, a fim de estabelecer uma conduta adequada quanto a seguranca
toxicoldgica de seu uso. Da mesma forma, estudos sobre a presenca de metabdlitos dessas
biomoléculas na carne e no leite poderdo antecipar possiveis obstaculos a utilizacdo dessas

tortas vegetais como coprodutos da alimentacdo animal.
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