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Apresentacao

Em 2012 a Embrapa Agroenergia organizou, em parceria com a
Embrapa Algodao, e com o apoio do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento — MAPA, o “Simpédsio Destoxificacado
e Aproveitamento das Tortas de Pinhdo-manso e Mamona”.
Esse simpdsio teve como objetivo promover o debate entre

a comunidade cientifica e os representantes dos diversos
setores do negécio da Agroenergia com vistas a discussao dos
principais avancos cientificos nas estratégias de aproveitamento
econdbmico das tortas de pinhdo-manso e mamona.

Os anais do Simpdsio, que agora apresento, reline quatorze
capitulos que discorrem sobre o problema de toxidez encontrado
nestas tortas, sobre as razdes para buscar a destoxificacao, as
diferentes estratégias que estao sendo utilizadas visando a alcancar
esse objetivo, os métodos analiticos para determinar a presenca
dos compostos téxicos e os distintos produtos que podem ser
obtidos a partir das tortas. O objetivo do Simpésio foi plenamente
alcancado, e acreditamos que, com este Documento, ampliaremos
consideravelmente o alcance da mensagem apresentada pelo

grupo de especialistas que palestrou durante aquele evento.



Finalizando, quero fazer um agradecimento ao Dr. Napoledo Esberard
de Macédo Beltrao (in memoriam), chefe-geral da Embrapa Algodao
na época da realizacao do Simpdsio, e que faleceu em 2013.

A contribuicao do Dr. Napoledo a P&D e TT na Embrapa, como
Pesquisador e Gestor, é ampla e notéria. A ele, em meu nome e

em nome da Embrapa Agroenergia, o nosso muito obrigado!

Manoel Teixeira Souza Junior
Chefe-Geral da Embrapa Agroenergia



Prefacio

As culturas de pinhdo-manso e mamona possuem elevado potencial

de rendimento de graos e 6leo, ndo concorrem diretamente com a
agricultura alimentar e, na fase inicial, permitem o cultivo em consércio
com outras culturas. Na cadeia produtiva, o residuo do processo

de extracao do 6leo das sementes de pinhdo-manso e mamona,
comumente chamado de “torta”, apresenta elevado valor proteico,
sendo, portanto, matéria-prima potencial para uso na nutricao animal.

Entretanto, como as tortas apresentam fatores antinutricionais, além
de compostos alergénicos e substancias toxicas, tais caracteristicas
representam os principais gargalos dessas culturas e inviabilizam

a utilizacdo e a agregacao de valor aos maiores coprodutos

gerados, durante o processo de extracao dos 6leos vegetais.

Atualmente, as tortas sao destinadas a producao de adubos, mas
considerando o horizonte de larga producao, esses residuos poderao
ser passivos ambientais e novas alternativas serdao necessarias para
mitigar os problemas que possam ser ocasionados, principalmente
aqueles associados a contaminacao do solo ou de corpos hidricos.
Desta forma, o uso racional das tortas e a busca pela agregacao

de valor caracterizam-se como 0s principais pontos de inovacao a
serem alcancados a curto e médio prazos para essas culturas.

A viabilizagdo de novos processos de aproveitamento desses
coprodutos pode resultar em varios beneficios ao produtor, a sociedade



e ao pais, como por exemplo, i) beneficiando o desenvolvimento
regional em localidades onde existe caréncia por matéria-prima para
nutricdo animal; ii) favorecendo a implantacao de biorrefinarias

para a producao de combustiveis e quimicos renovaveis obtidos

a partir desse tipo de matéria-prima; iii) utilizando as tortas como
fonte energética na forma de carvao vegetal ou na producéao de
briguetes. Todas essas oportunidades configuram estratégias bastante
promissoras para o desenvolvimento econdmico, ambiental e social.

Seguindo esta 6tica, o Documento contextualiza os principais
assuntos apresentados e debatidos durante a realizacao do “I
Simpdsio de Destoxificacdo e Aproveitamento de Tortas de
Pinhao-manso e Mamona (SiDAT)” que foi realizado em julho
de 2012 pela Embrapa Agroenergia e Embrapa Algodao, com o
apoio do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

A obra esta estruturada em quatro principais temas que trazem
as contribuicoes dos palestrantes na forma de capitulos,

sendo esses associados com: i) aspectos agronémicos e de
melhoramento genético das culturas de pinhdo-manso e mamona;
ii) processos tecnolégicos e biotecnoldgicos de destoxificacao
das tortas; iii) estratégias para o monitoramento e o controle

de qualidade dos processos de destoxificacao das tortas;

e, por fim, iv) novas alternativas para agregacao de valor e
aproveitamento das tortas de pinhdo-manso e mamona.

O contelido desta obra permitirad ao leitor diagnosticar os
principais avancos e dificuldades técnico-cientificas encontradas
atualmente nos processos de destoxificacdo das tortas de
pinhao-manso e mamona, bem como alternativas distintas
relacionadas as estratégias de agregacao de valor desses
coprodutos e as diferentes formas abordadas no controle de
qualidade dos inimeros processos envolvidos nessa tematica.

Clenilson M. Rodrigues
Patricia V. Abdelnur
Editores Técnicos
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Estratégias agrondmicas
para aproveitamento da
torta de pinhao-manso e
melhoramento genético
visando ao desenvolvimento
de cultivares atéxicas

de alto desempenho

Bruno Galvéas Laviola
Alexandre Alonso Alves
Rodrigo Barros Rocha

Introducao

A demanda mundial por combustiveis e produtos quimicos obtidos
por fontes renovaveis tem se expandido de forma muito rapida nos
dltimos anos e deveré acelerar-se ainda mais, principalmente em
paises em fase de desenvolvimento econdmico, como o Brasil. O pais
tem grande potencial na producao de biocombustiveis e de outros
derivados de 6leos vegetais para atender tanto ao mercado nacional
quanto ao mundial. Possui localizacao privilegiada na regiao tropical

e conta com grandes reservas de terras, o que permite planejar o uso
agricola em bases sustentaveis sem comprometer os grandes biomas
terrestres. Além disso, existem no pais diversas espécies vegetais
que produzem 6leo em frutos e graos, com diferentes potencialidades
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e adaptacdes naturais a condicdes edafoclimaticas. Nesse cendrio
o desafio é aproveitar, de maneira racional, potencialidades
regionais para producao de biocombustiveis, considerando tanto
as culturas tradicionais quanto as novas oleaginosas, como o
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) (LAVIOLA; ALVES, 2011).

O pinhdo-manso é uma espécie perene, pertencente a familia das
Euforbidceas, a mesma da mamona, mandioca e seringueira (DIAS et
al., 2007; DHYANI et al., 2011). Embora vérias evidéncias indiquem
que o pinhao-manso nao é origindrio do Brasil (ROSADO et al., 2010),
a planta vegeta espontaneamente em diversas regidoes do pais had muito
tempo. No passado, o 6leo de pinhdao-manso foi utilizado para producao
de sabao caseiro, para iluminacdao, em lamparinas e candeeiros e

na iluminacao publica de cidades, por ser um 6leo sem cheiro e que
queima sem fazer fumaca. Historicamente, as plantas de pinhao-
manso vém sendo plantadas visando também ao controle de erosao,

a recuperacao de areas degradadas, a contencdo de encostas e de
dunas, e, quando dispostas ao longo de canais, rodovias, ferrovias,
serviam como cerca viva em divisas internas ou nos limites de
propriedades rurais (SATURNINO et al., 2005; DURAES et al., 2011).

O pinhdo-manso apresenta potencial de rendimento de graos superior
as oleaginosas tradicionais, bem como, caracteristicas fisico-quimicas
de 6leo favoraveis a producao de biodiesel (DURAES et al., 2011).
Pesquisa com plantas selecionadas tém confirmado o potencial de
rendimento na idade adulta superior a 1.500 kg de 6leo/ha (DRUMOND
et al.,, 2010; ROCHA et al., 2012). O teor de 6leo nos graos varia
entre 30 e 40%, sendo afetado por fatores ambientais e ocorréncia
de pragas e doengas (FREITAS et al., 2011). A oleaginosa possuli,
também, outras caracteristicas interessantes para producao de
biodiesel, por ser espécie perene, que ndao necessita de renovacao
anual de plantio e uma cultura ndo alimentar, que ndo apresenta
concorréncia direta com a agricultura de alimentos. Os espagamentos
adotados para producao permitem o cultivo de culturas intercalares
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na fase inicial de estabelecimento, permitindo o multiplo uso da terra
0 que é opcao potencialmente interessante para agricultura familiar

e para diversificacao das atividades agricolas tradicionais como mais
uma alternativa de renda. Devido ao seu vigoroso crescimento e
desuniformidade de maturacao de frutos, trata-se de uma cultura
pouco mecanizavel e altamente dependente de mao-de-obra que gera
emprego no campo (LAVIOLA et al., 2010; LAVIOLA; ALVES, 2011).

Apesar das potencialidades do cultivo de pinhdo-manso, a espécie esta
atualmente em processo de domesticacdo. Existem diversos desafios de
pesquisa e desenvolvimento a ser superados, como a falta de cultivares
comerciais, definicao de praticas agricolas, desuniformidade na
maturacdo dos frutos e uso econdmico da torta (DURAES et al., 2011).

Na indlstria de 6leos, as tortas e farelos apresentam grande
importancia na viabilizacdo do processo de comercializacao e
equacionamento dos custos. Em alguns casos, como na cadeia de
producao da soja, o 6leo é considerado o subproduto enquanto a torta/
farelo é o produto principal para comercializacao. No caso do pinhao-
manso, ndo se espera um cendrio diferente, sendo o aproveitamento
econdmico da torta fundamental para garantir viabilidade na exploracao
comercial do pinhdo-manso. Porém, a torta de pinhdo-manso é téxica, o
que acarreta desafios cientificos e tecnologias que devem ser superados
(RUG; RUPPEL, 2000; GOEL et al., 2007; RAKSHIT et al., 2008;
GONCALVES et al., 2009; MENDONCA; LAVIOLA, 2009; DEVAPPA et
al., 2010b; 2011). Nesse sentido, este capitulo visa discutir diferentes
estratégias agrondmicas para o aproveitamento econdémico da torta

de pinhdo-manso, incluindo o uso como fertilizante e as estratégias de
melhoramento genético para o desenvolvimento de variedades atoxicas.
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Estado-da-arte e perspectivas
do cultivo de pinhdao-manso

O interesse comercial no cultivo de pinhdao-manso no Brasil iniciou-

se com grande forca a partir do ano de 2006, coincidindo com inicio
do Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (ROSADO et
al., 2010; DURAES et al., 2011). Na busca por fontes alternativas de
matérias-primas o pinhao-manso foi apontado precocemente como
uma cultura para atender a producao de 6leo em diversas regides do
Brasil, inclusive em regioes semidridas e/ou de solos de baixa fertilidade
(SATURNINO et al., 2005; DIAS et al., 2007; CONAB, 2011). Na
ocasidao, como havia poucos estudos com a espécie, o potencial de
rendimento do pinhdao-manso foi estimado a partir de plantas adultas

e isoladas, que produziam mais de 20 kg de graos por arvore, sendo
assim superestimado para condicoes de cultivo adensado. Movido por
informacoes equivocadas de que o cultivo de pinhdo-manso prometia
alta rentabilidade, houve em diversos paises de clima tropical um
grande investimento na cultura, chegando no Brasil a se plantar mais
de 42.000 ha. Como era esperada, boa parte desses plantios nao teve
continuidade até que atingissem o estadio adulto e, em levantamentos
mais recentes pela CONAB, se verificou uma area remanescente
inferior a 25.000 ha plantados com pinhdo-manso (CONAB, 2011).

Os abandonos de plantios e os baixos rendimentos computados
até agora sao resultantes principalmente da mistura de material
propagativo, uma vez que se nota alta variagdo entre plantas do
mesmo estande (ROCHA et al., 2012). Somado ao plantio de
materiais geneticamente desconhecidos, os plantios iniciais foram
implantados sem critérios agrondmicos minimos, carreados por
inUmeras noticias na internet de que a oleaginosa era uma planta
que nao necessitava de praticas culturais e controle de insetos e
doencas (LAVIOLA, 2011). Além disso, devido a frustracdo quanto
as safras nos primeiros anos (que é baixa, ja que a planta estd em
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fase de crescimento), muitos produtores abandonaram os plantios
comerciais antes que as plantas atingissem a fase adulta (5 a 6 anos).

Para prover conhecimento e dominio tecnolégico do cultivo de
pinhdo-manso, a Embrapa vem desde o ano de 2008 estruturando
e coordenando projetos em redes nacionais (DURAES et al.,
2011). Dentre estes projetos, cita-se o intitulado “Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo em Pinhdao-Manso para Producéo
de Biodiesel”, BRJATROPHA, que é financiado pela FINEP com
apoio do CNPq e Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao.
Desse projeto participam 22 instituicdes (unidades da Embrapa,
universidades e instituicoes de pesquisa estaduais) e mais de
80 pesquisadores de competéncias multidisciplinares, que estao
envolvidos em mais de 130 atividades de pesquisa (Figura 1).

Localiza¢do das instituicoes participantes do projeto BRJATROPHA
Embrapa Agroenergia (Coordenadora) 21
Embrapa Cerrados

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Universidade de Brasilia

Embrapa Agropecudria Oeste

Embrapa Clima Temperado aL 19

Embrapa Florestas

. Universidade Federal do Parana
. Embrapa Informdtica Agropecudria »

10. Embrapa Meio Ambiente

11. Embrapa Agroindistria de Alimentos 22

12. Embrapa Solos

13. Universidade Estadual do Norte Fl

14. Embrapa Gado de Leite

15. Embrapa Milho e Sorgo

16. Universidade Federal de Lavras

17. Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (Epamig)

18. Embrapa Semidrido

19. Embrapa Algodéo

20. Embrapa Meio Norte

21. Universidade Federal do Tocantins

22. Embrapa Rondénia

PCENOM A WN =

Figura 1. Rede do projeto Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo em Pinhdo-Manso para
Producédo de Biodiesel (BRIATROPHA).

Resultados recentes confirmam o potencial de rendimento do pinhao-
manso para producao de biodiesel, com ampla variacao biolégica
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para producao de graos e 6leo. Em avaliac6es de campo, tem se
encontrado genétipos com rendimentos superiores a 1.500 kg/ha

de 6leo, o que corresponde a trés vezes a produtividade de éleo

da soja (Tabela 1) (DRUMOND et al., 2010; ROCHA et al., 2012).
Pesquisas para validar sistemas de cultivo de pinhdao-manso tém sido
desenvolvidas em diversas regioes do Brasil. As acGes sdao embasadas
em conhecimentos de ecofisiologia e de fenologia para melhor
adequar o cultivo de pinhdao-manso as diferentes regides produtoras.
Resultados preliminares tém demonstrado que a simples adocao de
praticas agricolas (ex. adubacao, podas, espacamentos, entre outros)
pode contribuir para aumentar a producédo de graos em mais de
300% (LAVIOLA, 2011). Para a colheita de frutos, a pesquisa tem
buscado alternativas para concentrar e uniformizar a maturacao, bem
como, adaptar derricadeiras costais e maquinas colhedeiras que sao
comumente utilizadas em outras culturas, como por exemplo, na do
café, visando a aumentar rendimento e diminuir custo de colheita.

Tabela 1. Produtividade potencial de pinhdo-manso em diferentes condicdes de
manejo e regides de cultivo.

Sergio Delmar
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3.919 a 9.895 @ 6 3x 1 RS  dos Anjos e
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Silva, CPACT
890 a Rodrigo Rocha,
2. 4.51 2 R
08024519 | oq5 ° 3x O cPAFRO
Marcos
990 a
2.835 a 4.395 5 3x2 PE Drumond,
1.500
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3.850a2.650 20 4,5 4x2 pp  oruno Laviola,

a 900 CNPAE
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No que se refere ao aproveitamento da torta de pinhdo-manso,
diversos estudos foram desenvolvidos no mundo, tendo gerado um
grande volume de informacao (MAKKAR et al., 1997; BECKER,;
MAKKAR, 1998; MAKKAR et al., 1998; RUG; RUPPEL, 2000;
GOEL et al., 2007; RAKSHIT et al., 2008; KING et al., 2009;
MAKKAR et al., 2009; DEVAPPA et al., 2010b; DE BARROS et
al., 2011; JOSHI et al., 2011; OSKOUEIAN et al., 2011; SAETAE
et al.,, 2011; SAETAE; SUNTORNSUK, 2011; SUNTORNSUK;
SAETAE, 2011; XIAO et al., 2011; ZHANG et al., 2011; KUMAR
et al., 2012; PRADHAN et al., 2012). Tais estudos indicam que

a torta de pinhdo-manso pode ser um excelente adubo organico e
que, se destoxificada, podera ser uma fonte proteica para nutricao
animal, conforme poderé ser verificado no restante do capitulo.

Com os avancos recentes e outros que estao por vir, a perspectiva
é gue nos préximos anos se tenha base cientifica suficiente

para dar suporte ao cultivo de pinhdo-manso em larga escala e
com alta produtividade de grdaos em diferentes regioes do Brasil.
Porém, é de conhecimento que, esta é uma planta perene e que
investimentos constantes em pesquisa nos préximos anos serao
importantes para que os avancos tenham continuidade.

Aproveitamento da torta
de pinhdo-manso

A torta é o produto resultante do tratamento dos graos de pinhao-
manso para a retirada do 6leo. A composicao da torta pode variar
em funcao do modo de extracao (prensa mecéanica ou extracao
por solvente) e do tipo de graos e teor de 6leos nos graos.
Dependendo da eficiéncia do processo, cerca de 5 a 15% de dleo
podem permanecer na torta, o que ird influenciar diretamente
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na sua composicao. De modo geral, cada tonelada de graos de
pinhdo-manso esmagado, rende cera de 650 a 700 kg de torta.

Estudos sobre a composicao da torta de pinhdo-manso
demonstraram que o coproduto é rico em proteina, podendo
chegar a 46%, dependendo do método de extracdo do dleo.

Com alto valor proteico, a torta de pinhdao-manso apresenta
potencial para uso na nutricao animal. No entanto, até o momento,
este uso esta impossibilitado devido a presenca de fatores

téxicos (GONCALVES et al., 2009; DURAES et al., 2011).

A curcina presente nos graos de pinhdo-manso ja foi considerada
como a molécula responsével pela toxidez do pinhdo-manso. E uma
proteina capaz de inibir a sintese proteica in vitro de forma semelhante
a acao da ricina da mamona sendo, porém, 1000 vezes menos

téxica. Isto se deve ao fato de que, diferente da ricina, a porcao
téxica da curcina nao estd ligada a lectina por ligagcoes de dissulfeto,
que promovem a entrada na célula necessaria ao inicio da atividade
citotéxica (MENDONCA et al., 2009; BHERING et al., 2011). Muitos
trabalhos de pesquisa de 10 a 15 anos buscavam equivocadamente
explicar a toxidade e avaliar processos de destoxificacao aferindo

a quantidade presente de curcina de forma indireta, por meio de
determinacao da lectina (DERENZINI et al., 1976; AREGHEORE et al.,
1998). Esta é uma das causas de insucesso, no passado, do uso de
tortas destoxificadas para curcina em animais (MENDOCA; LAVIOLA,
2009). Outros componentes considerados antinutricionais (nao téxicos)
também estdo presentes, como inibidores de tripsina e fitato, sendo
que o ultimo nao causa problemas para a nutricdo de ruminantes.

O principal componente téxico nos grdos e consequentemente na
torta de pinhao-manso é o éster do forbol (diterpeno) que, em contato,
pode agir de duas formas: aguda (resposta inflamatdria intensa)

e cronica (inducao na formacéao de tumores) (GOEL et al., 2007).
Tamanha é a importancia que, quando ndo presentes nos graos, os
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gendtipos sao classificados como nao téxicos ou atéxicos (CARELS,
2009; DEVAPPA et al., 2010b; MASTAN et al., 2012). Uma das
dificuldades na destoxificacdao da torta se deve ao fato de que, por
ser lipossoluvel, parte do éster de forbol é extraida juntamente com o
6leo. Porém uma significativa parte ainda permanece na torta, devido
ao processo de extracao nao retirar todo o 6leo, como ja mencionado
acima. O 6leo de pinhdo-manso possui grande concentracao

desse composto e por isso deve ser manipulado com cuidado.

Existem na literatura muitos estudos buscando processos fisico-
quimicos e biolégicos para destoxificacdo da torta de pinhdo-manso. Na
maioria das vezes porém, eles nao foram eficientes na extracao total
do éster de forbol ou o processo se torna caro a ponto de inviabilizar

a destoxificacdo da torta (RAKSHIT et al., 2008; HARTER et al.,
2011; KUMAR et al., 2011; MAKKAR et al., 2011; SUNTORNSUK;
SAETAE, 2011; WANG et al., 2011; XIAO et al., 2011; PRADHAN

et al., 2012). Nesse sentido, paralelamente aos processos de
destoxificacao, torna-se importante trabalhar outros usos para torta de
pinhdo-manso, como por exemplo, retornar a torta para o plantio como
fertilizante, trazendo economia na adubacao quimica ou buscar outras
estratégias, inclusive explorando a variabilidade genética da planta.

Implicac6es do uso da torta téxica como fertilizante
O pinhdo-manso, assim como outras espécies cultivadas, apresenta
exigéncias nutricionais que devem ser supridas por meio da fertilizacao
organica ou quimica. Por ser uma planta caducifélia, parte dos
nutrientes contidos nas folhas retorna ao sistema solo-planta ao

fim de cada estacao de crescimento. Por outro lado, os nutrientes
contidos nos frutos colhidos sao exportados da area de cultivo e
devem ser repostos anualmente pelas adubacdes. De acordo com
Laviola e Dias (2008), para uma producao de 4.000 kg/ha de graos
sdo exportados da area de cultivo cerca de 145, 65 e 125 kg/ha de
nitrogénio, fésforo e potassio (N, P,O, e K,0), respectivamente. Por
estes valores, verifica-se a elevada quantidade de nutrientes extraida
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do solo com a colheita dos frutos que, se ndo adequadamente
reposta, pode levar ao empobrecimento do solo ao longo dos anos
de cultivo. Somente a estimativa da extracao de N pela colheita
de frutos corresponde a 3,65 vezes a recomendacao de N para a
cultura da mamona, mandioca e girassol (RIBEIRO et al., 1999).

Na adubacao e reposicdo dos nutrientes extraidos podem ser
usados adubos quimicos ou adubos organicos. De modo geral, os
adubos quimicos apresentam a vantagem de serem concentrados
e de facil aquisicao, o que facilita a pratica de colheita. Os adubos
organicos embora sejam de baixa concentracao apresentam

a vantagem de contribuir, ndo somente com a quimica, mas
também com a fisica do solo, melhorando a retencao de agua,

a estrutura e a porosidade do solo. No caso da torta de pinhao-
manso, esta se apresenta com um excelente potencial de uso
como adubo organico, com composicao quimica superior ao
esterco bovino e a torta de mamona (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2. Composicdo quimica da torta de pinhdo-manso comparada ao esterco
bovino e a torta de mamona

Torta d

'or? ¢ 34,5 7,65 17,68
pinhdo-manso
Esterco bovino 22,5 3,59 6,26
Torta de Mamona 22,7 5,44 4,58

Adaptado de Silva et al. (2011).

Considerando a producdo de 4.000 kg/ha de grdos e uma taxa de
extracao de 6leo de 30%, para cada hectare plantado de pinhao-
manso seria possivel produzir cerca de 2.800 kg de torta. Caso
toda a torta seja retornada como fertilizante, isto corresponderia a
aplicacéo de 96,6, 21,42 e 49,5 de N, P,O, e K,O (Tabela 3).



Estratégias agron6micas para aproveitamento da torta de pinhdo-manso e

Figura 2. Armazenamento da torta téxica de pinhdo-manso em sacos e ao ar livre para

uso na forma de fertilizante orgéanico.

Considerando o valor dos principais fertilizantes, a reposicao da torta
a area de plantio poderé levar a economia de R$ 1.200 ha/ano em
um plantio adulto produzindo 4.000 kg/ha de graos, o que é um valor
significativo, jd que a comercializacao dos graos colhidos ira gerar
uma receita entre R$ 2.000,00 a 3.000,00 por ha. E claro que, tendo
o processo viavel de destoxificacao e o comprador de 6leo podendo
comercializar a torta por precos mais altos, o produtor de grdos podera
receber precos mais altos pelos graos. Por fim, complementado pela
reposicao da casca dos frutos, em locais préximos a usina o uso da
torta de pinhdao-manso podera contrabalancear o custo da adubacéao

e contribuir para melhoria das condicdes fisicas e bioldégicas do solo.

Uma questao importante que se deve considerar é o impacto da
aplicacédo da torta toxica na microbiologia dos solos e qual o periodo
para degradacao dos ésteres de forbol. Devappa e colaboradores
(2010a) verificaram que os componentes téxicos presentes na torta
de pinhdo-manso sdo completamente degradados no solo entre 9 e
23 dias depois da aplicacao dependendo da umidade e temperatura.
Embora pelo trabalho citado se verifigue que a degradacao do éster
do forbol no solo seja rapida é recomendado que areas adubadas
com a torta sejam acompanhadas por um periodo maior de tempo.

33



34

Estratégias agrondmicas para aproveitamento da torta de pinhdo-manso e...

E de conhecimento que o valor da torta comercializada no mercado
de racoOes é superior ao valor comercializado como adubacéo.

Como nao existe mercado de tortas de pinhdo-manso tdxicas e
destoxificadas, estimou-se o valor da torta para o mercado de
racoes considerando a quantidade de proteina fornecida e o preco
de 1 kg da proteina de soja, estimando assim, um valor potencial de
comercializacao da torta de pinhdo-manso para racdes (Tabela 3).

Tabela 3. Fornecimento de nutrientes e precos potenciais de comercializacédo
de uma tonelada de torta de pinhao-manso como fertilizante e fonte proteica na
dieta de animais.

Torta d
orta de 345 17,51 21,21 21,5  430,00**  550,00%**
pinhao-manso

* Estimativa baseada em Silva et al. (2011)

** Preco estimado a partir dos custos dos fertilizantes no mercado local do Distrito Federal em
01/06/2012. Considerou-se o preco do kg de N do sulfato de aménio (R$ 6,00), do kg de P,0, do
superfosfato simples (R$ 5,80), do kg K,O do cloreto de potassio (R$ 3,50) e estimou-se o valor de
R$ 50,00 para quantidade de Ca, Mg, S e micronutrientes contidas na torta.

*** Preco estimado considerando a quantidade de proteina bruta (PB) fornecida pela torta de pinhéao-
manso multiplicado pelo valor de 1 kg do farelo de soja no mercado do Distrito Federal em consulta
realizada em 01/06/2012.

Verifica-se que pela quantidade de proteina apresentada na torta
de pinhdo-manso considerando o valor da proteina da soja o preco
de mercado de 1.000 kg da torta de pinhdo-manso poderia ser

de R$ 550,00 reais, sendo R$ 120,00 reais superior ao valor
potencial da torta comercializada como fertilizante, o que é uma
margem pequena (menos de 30%). Esses valores podem variar,
tendo em vista que na literatura existem relatos de grande variacao
no teor de proteina bruta na torta de pinhdao-manso. Considerando
que se tem um custo no processo de destoxificacdo da torta de
pinhdao-manso, esta é uma questao que deve ser considerada no
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momento de decidir usar o coproduto como fertilizante e fonte
proteica. As pesquisas devem buscar nao sé um método eficiente
de destoxificacao da torta, mas sim um processo que seja eficiente,
mas de baixo custo. Caso contréario, o uso do coproduto como
fertilizante passara a ser a alternativa mais interessante.

Melhoramento genético visando o desenvolvimento de
cultivares nao téxicas de alto rendimento

Na agricultura moderna torna-se importante nao sé o desenvolvimento
de cutivares que apresentem alto rendimento para o produto fim,

mas também que possuam outras caracteristicas que melhorem a
adaptacao a diferentes regioes, valorizem o produto fim e/ou agreguem
valor a cadeia produtiva. No caso do pinhdo-manso o cendrio nao

é diferente. Embora os esforcos de melhoramento da cultura sejam
recentes, vem se buscando aumentar a producao de graos e, ao
mesmo tempo, introduzir outras caracteristicas de interesse, a
exemplo da resisténcia a doencas (Antracnose e Oidio) e auséncia

de toxidez (ésteres do forbol) nos graos (LAVIOLA et al., 2011).
Nesse contexto, cabe destacar que o desenvolvimento de cultivares
comerciais atéxicas, ou mesmo apresentando baixa toxidez, pode
contribuir para agregar valor a cadeia produtiva da espécie, uma

vez que a torta poderd ser usada como fonte direta de proteina em
racoes de ruminantes e monogastricos, com maior valor agregado.

Os métodos de destoxificacao desenvolvidos até o momento
apresentam eficiéncias limitadas ou alto custo ou dificuldades

de escalonamento, (GONCALVES et al., 2009; MENDONCA;
LAVIOLA, 2009; DURAES et al., 2011; SAETAE; SUNTORNSUK,
2011; XIAO et al., 2011; AKINLEYE et al., 2012), o que

dificulta a aplicacdo dos mesmos em larga escala. Diante disto,

o melhoramento genético é a estratégia de menor custo e segura
para a producao de torta de pinhdao-manso livre de ésteres de
forbol, com alta qualidade e que possa ser usada na suplementacao
proteica de animais. Para tanto sao necessarios alguns passos: (i)
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identificacdo de gendtipos atéxicos, (ii) determinacao da heranca
da caracteristica (a fim de subsidiar a definicdo das estratégias de
melhoramento), (iii) geracdo de progénies superiores provenientes

do cruzamento entre gendtipos superiores téxicos e atdxicos e
(iv) selecédo e clonagem de gendtipos nao téxicos superiores.

Identificacdo de gendtipos nao téxicos

Gendtipos atdéxicos ou com baixos teores de ésteres de forbol ja
foram identificados em diferentes paises (DURAES et al., 2011).

O centro de origem dos genétipos atdéxicos parece ser o México,

em que se observa ampla diversidade genética (OVANDO-MEDINA
et al.,, 2011; PECINA-QUINTERO et al., 2011). Em um estudo da
caracterizacao de areas agroclimaticas de ocorréncia de pinhdo-manso
no México foi verificado que as variedades nao téxicas ocorrem em
uma regiao especifica do pais, diferentemente dos gendtipos téxicos
(NUNEZ-COLIN; GOYTIA-JIMENEZ, 2009) cuja dispersao é maior. No
México, as sementes de gendtipos atoxicos presentes nas regioes

de Totonacapan em Puebla e Veracruz sdao usadas tradicionalmente
pelas comunidades locais, inclusive na alimentacao humana.

A existéncia de variabilidade genética para auséncia de toxidez abre
caminho para o melhoramento por técnicas convencionais com a
exploracao da caracteristica em programas de melhoramento genético.
No Brasil, genétipos atéxicos foram identificados no banco de
germoplasma de pinhdo-manso da Embrapa, que apresenta atualmente
mais de 200 procedéncias de pinhdo-manso de diferentes regides

do Brasil (LAVIOLA et al., 2011). Em um estudo de diversidade
genética com 192 acessos do banco de germoplasma usando
marcadores moleculares, verificou-se que 4 acessos atéxicos sao

os mais divergentes em relacao aos demais acessos do banco de
germoplasma, o que suporta a hipétese de que os gendtipos atdxicos
sdo originados de introducdes mais recentes (ROSADO et al., 2010).

A Tabela 4 apresenta os teores de ésteres de forbol de 11 acessos
do banco de germoplasma, incluindo os acessos atéxicos. Além
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da concentracao de éster de forbol, os acessos atéxicos também
apresentam caracteristicas morfolégicas diferentes dos acessos
téxicos, como formato do limbo foliar e dos frutos (Figura 3),

o que os diferencia dos demais materiais genéticos. Porém,
apesar dessas caracteristicas serem de facil reconhecimento e
atualmente sejam marcadores morfoldgicos para os genétipos
atéxicos, espera-se que com 0s cruzamentos as caracteristicas
morfolégicas passem a nao ser mais associadas a toxidez.

Tabela 4. Andlise preliminar de 11 acessos de pinhdo-manso quanto a concen-
tracdo de éster de forbol nos graos.

CNPAE-1001 3,09
CNPAE-1002 ND
CNPAE-1003 4,01
CNPAE-1004 3,69
CNPAE-1005 3,53
CNPAE-1006 ND
CNPAE-1007 5,41
CNPAE-1008 ND
CNPAE-1009 3,18
CNPAE-1010 ND
CNPAE-1011 4,21

Acesso atoxico £

Figura 3. Descritores morfolégicos dos acessos atéxicos: formato foliar e dos frutos.
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Nas avaliacGes agronémicas do banco de germoplasma tem-se
verificado que os acessos atéxicos apresentam menor vigor que os
gendtipos téxicos (Figura 4), sendo também susceptiveis a doencas que
nao sao observadas em genétipos téxicos (LAVIOLA et al., 2011). A
producao de graos dos gendtipos atéxicos também é inferior a da maior
parte dos gendtipos atdxicos. Na tabela 5 observa-se que a producao
de graos dos gendtipos atdxicos € inferior 8 média do banco de
germoplasma aos 42 meses de idade. O menor vigor, a suscetibilidade
a doencas e a menor producao indicam que os gendtipos atéxicos nao
devem ser usados diretamente para plantio comercial sem antes passar
por ciclos de melhoramento visando contornar os problemas relatados.

Figura 4. Vigor vegetativo de gendtipos atdxicos (a esquerda) comparado a gendtipos

téxicos (a direita) no banco de germoplasma aos 42 meses.

Tabela 5. Producéo de graos (g/planta) de acessos téxicos e atéxicos do banco
de germoplasma aos 42 meses.

2039 869 730 242 497
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Estratégias de melhoramento visando auséncia de toxidez
Ao se estabelecer as estratégias de melhoramento genético de
pinhdo-manso para auséncia de toxidez nos graos, é fundamental o
conhecimento das bases da heranca dos ésteres de forbol, ou seja,
como a auséncia de ésteres de forbol é repassada de uma geracéao para
outra. Dados atuais indicam que a toxidez, em termos de concentracao
de ésteres de forbol parece ser expressa qualitativamente, i.e.

ou os gendtipos sdo tdéxicos ou apresentam concentracdoes nao
detectaveis de ésteres de forbol nos grdos. Desse modo especula-

se que o carater possa ser regulado por um ou poucos genes.

Este cenério, em termos de melhoramento genético, é obviamente
interessante, pois indica que a transferéncia do carater de interesse
(auséncia de toxidez) de gendtipos pouco produtivos para genétipos
altamente produtivos pode ser efetuada com maior facilidade.

Sujatha e colaboradores (2005), no entanto, sugeriram que o
carater pode ter heranca maternal, i.e. o fenétipo da progénie é
sempre herdado da mae. Esse modo de heranca ainda precisa ser
comprovado, mas possiveis explicacoes sao (i) a ocorréncia de
apoximia (reproducdo ocorre sem que haja fertilizacao), (ii) a existéncia
de genes supressos nos genomas plastidicos (cloroplasto e/ou
mitocdndria) cujo produto inibe a via de biossintese dos ésteres de
forbol e (iii) que genes plastidicos estejam envolvidos na referida via
de biossintese e que uma mutacao tenha ocorrido neste(s) gene(s).
A fim de corroborar essa hipétese (herangca materna), cruzamentos
reciprocos envolvendo gendétipos téxicos e nao téxicos do banco
ativo de germoplasma da Embrapa foram realizados e avaliados.

Os resultados deste trabalho, demonstram que a concentracao

de ésteres de forbol em cruzamentos que tiveram o genétipo
atéxico como genitor masculino (1,95 mg/g) quase nao difere da
concentracao de ésteres de forbol em cruzamentos que tiveram o
genodtipo nao téxico como genitor feminino (2,05 mg/g) (Figura b).
Desse modo, parece ser improvavel que a caracteristica apresente
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heranca materna. A fim de se elucidar o modo de heranca, novos
cruzamentos entre gendtipos atéxicos e gendtipos toxicos foram
realizados em esquema dialélico que permite a avaliacao de todas
as combinacdes e dos reciprocos. Além disso, retrocruzamentos
dos F1s gerados entre as combinacdes de genitores masculinos
e femininos podem ser usados para se confirmar a heranca.

A expectativa é que o carater tenha controle genético simples, como
por exemplo, recessividade de um gene. Essa hipétese fundamenta-
se no fato de que gendtipos naturalmente nao téxicos ocorrem em
apenas uma regidao mexicana. Tal fato indica que, provavelmente,
tenha ocorrido mutagao pontual ou poucas mutacdes em genes
envolvidos na rota biossintética dos ésteres de forbol. No entanto,
ainda ndo se pode descartar a possibilidade da heranca ocorrer por
meio de outros mecanismos a exemplo da oligogenia e poligenia.

Uma vez identificado o modelo de heranca, podem ser definidas
as estratégias de melhoramento que busquem simultaneamente a

Méedia: 1,95 mg/g Meédia: 2,05 mglg
atgxico como genitor masculing Atdxico como genitor feminine
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Figura 5. Concentracdo de ésteres de forbol nos grdos em cruzamentos

reciprocos (F1s) de gendtipos toxicos e atéxicos.
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obtencao de gendtipos superiores em termos de producao de graos/
6leo e nao toxidez. A titulo de exemplo, na Figura 6 verifica-se um
possivel plano de cruzamento considerando um modelo de heranca
simples, onde a auséncia de toxidez seja devida a alelos recessivos. O
esquema proposto além de buscar a recuperacao do carater auséncia
de toxidez, visa também nas primeiras geracdes a recuperacao de
2/3 dos alelos favoraveis dos gendtipos téxicos, a capitalizacao

da heterose entre gendtipos téxicos x atéxicos e também entre
gendtipos toéxicos. Com a fixacdo do carater auséncia de toxidez na
populacao sintética, a partir da segunda geracao, pode-se seguir o
esquema de selecao recorrente intrapopulacional, com foco apenas
no aumento de produtividade de graos e/ou 6leo (Figura 6).

Taxico Atdxico Toxico Atéxico Thuico Atdxico Thxico Atdxico
L = = | L = e |

Populagio
Sintética

l l
- - X — .

l

Recombinagio Avaliagio SEIE;EO

Recorrente
Intrapopulacional

Selegio

|

Teste de Progénie/Clonal

Local 1 Local 2 Local 3 Localn
Cultivar Cultivar Cultivar Cultivar

Figura 6. Estratégia de melhoramento genético para auséncia de toxidez (heranca simples

e recessiva) baseada em selecdo recorrente intrapopulacional.
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Estratégias de melhoramento gendémico aplicadas ao
desenvolvimento de genétipos superiores atoxicos

Além dos métodos tradicionais de melhoramento anteriormente
descritos, o melhoramento de pinhdao-manso visando a auséncia de
toxidez nos graos pode se beneficiar da aplicacdao de estratégias
baseadas em ferramentas gendmicas, p.ex. o uso de marcadores
moleculares em esquemas de selecao assistida por marcadores
(SAM) (GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008) e selecao gendémica
(GRATTAPAGLIA; RESENDE, 2011). Tendo em vista que baterias
robustas de marcadores estdao em desenvolvimento para pinhao-manso
(SILVA-JUNIOR et al., 2011), poder-se-ia fazer uso das populacoes
de melhoramento para mapear QTLs para toxidez e eventualmente

se desenvolver kits diagndsticos que servirdao para triagem rapida de
gendtipos nao téxicos em qualquer grupo/conjunto de plantas. Nesse
caso, as progénies devem ser grandes (i.e. > 200 individuos cada) e
genotipadas com os marcadores em desenvolvimento e fenotipadas
para auséncia de toxidez. O desenvolvimento de marcadores em
forte desequilibrio de ligacdo com os QTLs responsaveis pela
determinacao da toxidez seria extremamente Util para novos ciclos de
selecao e outros programas de melhoramento genético da espécie.

Embora essa estratégia tenha o potencial de trazer maior dinamismo
ao programa de melhoramento de pinhdo-manso, ha de se considerar
que as plantas nao téxicas superiores deverao ser intercruzadas entre
si para gerar uma populacao sintética que servird como base (Figura 6).
Dado o notério baixo vigor de plantas ndo téxicas, uma etapa inicial de
selecao devera ser realizada nas progénies resultantes. Para que essa
selecao seja realizada, as plantas devem ser avaliadas quando adultas
e por, no minimo, trés anos consecutivos (LAVIOLA et al., 2012).

Apds a recombinacao dos gendtipos nao téxicos superiores, a
selecdao em populacao sintética devera seguir essas mesmas etapas,
ou seja, somente apds 6-8 anos plantas superiores poderao ser
selecionadas e clonadas para posterior avaliacdo em testes clonais
(que também deve ser avaliado por um periodo de 6-8 anos). A fim
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Figura 7. Esquema proposto para estimacéo e validagcdo de modelos preditivos de
selecdo gendmica. As populacdes de estimacao e validacdo, seriam compostos por
uma amostra representativa da populacdo sob melhoramento de tamanho efetivo entre
(Ne) 20-60. Essas populacdes devem ser selecionadas quando do intercruzamento
entre gendtipos téxicos e ndo téxicos. Essas populacdes devem ser genotipadas com
marcadores moleculares em densidade condizente com o nivel de desequilibrio de
ligacdo da populacdo além de fenotipadas para todas as caracteristicas de interesse
(inclusive auséncia de toxidez) para que modelos preditivos do valor genético-gendmico
dos individuos sejam elaborados e validados.

de encurtar os ciclos de melhoramento e de selecao/liberacao de
clones superiores, algumas estratégias podem ser adotadas, por
exemplo, o uso de selecdo genémica (Figura 7). Essa metodologia
permite que gendtipos superiores sejam selecionados em fase ultra-
precoce, eliminando assim a necessidade de se avaliar os testes de
progénies por 6-8 anos. De posse dos modelos preditivos acurados e
validados, a selecao dos melhores gendétipos nao téxicos (que serao
intercruzados para formar a populacao sintética) poderé ser feita
com base nos dados gendmicos com plantas em fase de mudas.
Isso implica em encurtar sensivelmente o ciclo de melhoramento,
pois a selecao pode ser realizada em fase precoce. Nos ciclos
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seguintes, baseados na populacao sintética, os modelos de selecao
gendmica devem permanecer acurados, uma vez que esta populacao
descende daquela em que os modelos foram estimados/validados.

Conclusdes e perspectivas

O pinhdao-manso é uma oleaginosa que apresenta potencial para
producao de biocombustiveis, porém ainda esta em fase de
domesticacado. Dentre os desafios para viabilizar o cultivo comercial
o pinhdao-manso estd o aproveitamento econdmico da torta, ja que
permite agregar valor a cadeia de producao e equacionar custos.

O uso da torta téxica como fertilizante deve ser considerado

como a primeira opcao de aproveitamento econémico. A torta de
pinhdo-manso é rica em nutrientes minerais, sendo considerado um
excelente adubo orgéanico que pode ser usado na adubagao do pinhao-
manso e de outras culturas adjacentes as areas de producao.

O melhoramento genético é a estratégia de menor custo e

mais segura para a producao de torta de pinhdao-manso livre de
ésteres de forbol, com alta qualidade e que possa ser usada na
suplementacao proteica de monogastricos de ruminantes. Porém,
essa nao deve ser a Unica estratégia a ser buscada no momento,
tendo em vista que os acessos atéxicos apresentam baixo vigor,
0 que ird demandar tempo para selecao de materiais genéticos
de alta produtividade e livre de ésteres de forbol nos graos.
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Introducao

A moderna agricultura, empresarial ou familiar, tem uma grande
dependéncia de insumos, em especial fertilizantes, sejam eles quimicos
ou organicos. No Brasil, a agricultura familiar (definida na Lei n°®
11.322, de 24 de julho de 2006) envolve mais de quatro milhdes de
estabelecimentos, onde mais da metade estdo na regido Nordeste

do Brasil (SOUSA, 2006) e uma boa parte no Bioma Caatinga.

Esse bioma ja estd com a maior parte dos solos degradados e
erodidos, mesmo considerando as limitagcdes hidricas e climaticas que
caracterizam a regido semidrida do Brasil: irregularidade da estacao
chuvosa e elevada demanda evaporativa do ar, que é bem superior

a precipitacdo pluvial. Balieiro (2008) alerta para a necessidade de
conservacao permanente do solo, visando a protegé-lo da erosao.

Uma das formas de se atenuar o processo de degradacao e preservar
a capacidade produtiva dos solos do Semiéarido, em geral rasos, é
o uso de fertilizantes orgéanicos, tais como esterco de curral bem
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curtido e tortas (residuos da extracao de 6leos vegetais), a exemplo
da mamona (Ricinus comunnis L.). Conforme salienta Beltrao (2003),
a torta de mamona (principal coproduto da cadeia da mamona) é
excelente tanto para a nutricao da planta quanto para a fisica do solo.

Com a oficializacdo do Programa Nacional de Producao e Uso de
Biodiesel no Brasil e a disponibilidade de estudos de zoneamento
agricola para a ricinocultura, abre-se a possibilidade do uso de
torta de mamona como elemento potencial para a recuperacao
dos solos dessa regiao. De acordo com Beltrao e Melo (2002),
poderiam ser cultivados cerca de 4,5 milhdes de hectares

por ano com mamona no Nordeste, para a producéao de 4,4
bilhdes de litros de biodiesel e aproximadamente 3,0 milhdes

de toneladas de torta, que poderiam beneficiar 1,5 milhao de
hectares (média de 2,0 toneladas/ha), como fertilizante.

Embora na torta “in natura” estejam presentes proteinas e
alcaloides toxicos ou alergénicos, depois de eliminada a toxidez
ela pode ser usada em substituicao a do algodao e da soja, em
especial em bovinos, podendo ser usada também para pintos
com até 12 dias de idade e no limite de 15% da racdo (NAUFEL
et al., 1962; LOUREIRO, 1962). Ressalte-se que, para uso como
fertilizante, a torna de mamona nao precisa ser destoxificada.

Nesta publicacao sdo abordados aspectos sobre o uso torta da mamona
como fertilizante organico e alimento (em especial para ruminantes).
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Consideracdes gerais sobre a
planta e a torta de mamona

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma espécie da familia
Euforbiaceae, de origem tropical, tolerante a seca e heliéfila
(MOSHKIN, 1986), apresentando metabolismo fotossintético C3,
embora tenha a capacidade de abrir os estdbmatos durante a noite

e assim ser beneficiada pelo orvalho. Essa Ultima caracteristica
ratifica a importancia da altitude em regides tropicais, como é o caso
do Semidrido brasileiro. Apresenta, ainda, fotoperiodismo de dias
longos, apesar de estar bem adaptada as condicdes de clima e solo
do nosso Pais, em especial na regido Nordeste (SHARKEY et al.,
2007; BARBOUR; BUCKLEY, 2007; BELTRAO, 2008; BELTRAO et
al., 2011), O cultivo da mamoneira esta difundido em praticamente
todo o territério brasileiro, ja tendo ocupado posicdao de destaque no
agronegécio brasileiro. Com excecao de Sergipe e Maranhao, todos os
estados do Nordeste tém tradicao na exploracado dessa cultura, sendo
a Bahia o maior produtor, seguida pelo Cearad (ALVES et al., 2004).

A industrializacao da semente de mamona fornece dois produtos
principais: o 6leo bruto, impréprio para consumo humano, e a torta.
O teor de 6leo nas sementes varia de 35% e 55%, o de proteina
bruta em torno de 18%, e o de fibras em torno de 12,5% (HEMERLY,
1981), variando com a cultivar e ambiente de cultivo (FREIRE, 2001).

O diferencial da cultura da mamoneira esta na versatil aplicabilidade do
6leo presente nas sementes, composto por 90% de acido ricinoleico.
Esse acido graxo tem uma estrutura quimica singular na natureza,
apresentando um grupo hidroxila no carbono 12 e ligacao dupla,
conferindo-lhe solubilidade em &lcool (WEISS, 1983; MOSHKIN, 1986).
O grupo hidroxila confere estabilidade ao 6leo de mamona, que mantém
sua viscosidade em condicdes de amplitude térmica, ao contrario dos
outros 6leos vegetais que perdem a viscosidade em altas temperaturas
e se solidificam em baixas temperaturas (SAVY FILHO et al., 1999).
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Entre as aplicacdes do acido ricinoleico destacam-se:
lubrificante de turbinas, fabricacao de tecidos, adesivos,
cosméticos, fios, tubos plasticos, tintas automotivas e de
impressoras, além de ser também um componente usado
nas telecomunicacdes e na biomedicina (SILVA, 1996).

A torta é um produto residual da extracao de 6leo, obtendo-se 1,2
tonelada de torta para cada tonelada de 6leo extraida (AZEVEDO et al.,
1997). Depois de destoxificada, pode ser usada com fonte de alimento
proteico para animais monogastricos e poligdstricos; servir de fonte

de aminoacidos para os mais variados fins nutricionais (MIRANDA

et al., 1957; PERRONE et al., 1966; BOSE; WANDERLEY, 1988).

Como fertilizante, € um dos melhores, pois tem elevado contetudo
de nitrogénio, fosforo, calcio e fibras quando comparada a
outros adubos orgénicos, conforme pode ser observado na
Tabela 1 (BAYMA, 1933) e Tabela 2 (ASSIS et al., 1962).

A adicao de torta de mamona ao solo, além de ajudar a suprir
as necessidades nutricionais das plantas, promove melhoria
geral na parte fisica do solo. Gracas a riqueza em fibra (Tabela
2), ao ser processado por bactérias aerébicas, como Cytophaga
e Sporocytophaga, ha producao da cola bacteriana, elemento
fundamental para a formacao dos grumos e a consequente
estabilidade dos agregados nos solos tropicais.

Outro uso da torta sem ser destoxificada é para o controle de
nematoides em diversas culturas. Akhtar e Mohmool (1966) testaram
diversos produtos no controle de nematoides, sendo um deles a

torta de mamona colocada 15 dias antes do plantio na quantidade de
2.700 kg/ha. Verificaram que a torta de mamona, além de fertilizar

o solo, auxilia no controle de diversas espécies de nematoides
causadores de disturbios nas raizes de diversas espécies, promovendo
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o aumento do Meloidogyne aquaticus, que é predador de vérias

espécies de nematoides causadores de doencas nas plantas.

Tabela 1. Composicao de alguns adubos vegetais, em kg/tonelada.

Torta de mamona
Esterco bovino
Esterco misto

Torta de algodao

Fonte: Bayma (1933).

37,70
3,40
5,00

31,30

16,20
1,30
2,60

12,70

11,20
3,50
0,53
11,70

Tabela 2. Composicao centesimal de algumas tortas.

Umidade
Proteina
Gordura
Fibra

Mat. Mineral

Ext. ndo nitrogenado

Fonte: Assis et al. (1962).

Aminoacidos

10,46
37,91
1,44
16,60
9,82
23,77

10,35
50,87
1,39
9,36
5,19
22,84

Composicao molecular
da torta de mamona

64,10
8,20
8,13

55,70

7,48
41,50
2,62
32,84
7,65
7,91

De acordo com Beltrdo (2003), a torta é rica em proteinas (41,51%),
fibras (32,8%), materiais minerais (7,7 %) e gorduras (2,6%). A
proteina da torta é composta pelo seguinte perfil de aminoacidos:
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arginina (11,0%), cistina (3,5 %), fenilalanina (4,2%), histidina
(11,0%), isoleucina (5,3%), leucina (7,2%), lisina (3,1%), metionina
(1,5%), tirosina (1,0%), treonina (3,6%), triptofano (0,6%) e valina
(6,6%). Ja Evangelista e colaboradores (2004) encontraram 42,04 %
de proteina bruta e 5,62% de extrato etéreo para a cultivar Guarany.

Ricina

Em 1888, Herman Stillmark estudou a primeira lectina vegetal:
observou que o extrato de sementes de mamona (Ricinus communis
L.) continha uma proteina téxica que aglutinava eritrécitos, a

qual chamou de ricina (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

A ricina é uma proteina encontrada exclusivamente no endosperma
das sementes de mamona, nao sendo detectada em nenhuma outra
parte da planta. Trata-se de uma toxialbumina com massa molar
60.000 e ponto isoelétrico com pH 5,9; é uma das mais potentes
fitotoxinas (GARDNER JUNIOR et al., 1960). E uma proteina
inativadora de ribossomo do tipo Il (RIP Il) por depuracdo de uma
invariante adenina do 28s rRNA, ou seja, ha quebra da ligacao
glicosidica entre a adenina e a ribose, levando a perda desta base,
e, consequentemente, impossibilitando a sintese proteica, o que
implica a morte celular (KNIGHT; DORMAN, 1997; OLSNES, 1987).

E composta por duas subunidades de aproximadamente 32 kDa
(Tipo I, apresentando uma cadeia polipeptidica A) e 34 kDa (Tipo
Il, apresentando uma cadeia polipeptidica B), ligadas por uma ponte
dissulfeto, com diferentes funcdes biolégicas (OLSNES; KOZLOV,
2001). A cadeia A tem atividade enzimética, enquanto a cadeia B
funciona como um ligante de receptores. Apesar de ambas serem
eficientes na inibicdo da sintese proteica, a auséncia da cadeia B,
no tipo |, significa que esta nao pode se ligar e entrar na célula
com alta eficiéncia e, consequentemente, € menos téxica.
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Na cadeia A ha predominéancia do padrdo a-hélice (36%), onde a
estrutura secundéria folha —f3 é a de maior quantidade (37%) na cadeia
A, a qual é dividida em dois dominios iguais tridimensionalmente, cada
um possuindo dois pares de pontes dissulfeto e residuos de galactose
com ligagbes 1,4 (Figura 1) (HARTLEY; LORD, 2004). Existem
proteinas do tipo |, presentes em produtos largamente ingeridos na
alimentacao humana, como gérmen de trigo (7riticim vulgaris) e cevada
(Hordeum vulgare L.) (DAY et al., 1996; MILLER et al., 2002).

Os principais sintomas de envenenamento por ricina sdo: paralisia da
respiracao e sistema vasomotor, célicas abdominais, diarreia, perda
de apetite, aumento do ritmo cardiaco, auséncia de coordenacao
dos movimentos, febre e hemorragia (TAVORA, 1982). A toxicidade
pode ocorrer por diversas formas de administracao: inalacao,
injecoes intramuscular, endovenosa e intraperitoneal e por via oral.

Casos de intoxicacdo por ingestao ja foram descritos em animais
monogastricos (galinhas, suinos, cavalos, aves silvestres e peixes)
(TOKARNIA et al., 1975; KELLERMAN, 1988). A ingestao de

Ponte

S
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= A\ 557

st
- e W f_/,//

A Galactose B

Figura 1. Estrutura tridimensional da ricina. (A) Cadeias polipeptidicas A e B; (B)
Pontes de sulfeto e o sitio de ligagdo a galactose. Adaptada de Day et al., (1996);
Miller et al., (2002).
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mamona pode ser letal em caes, principalmente se for mastigada
(OSWEILER, 1996) e para coelhos na dosagem de 0,5 mg/kg de
peso (GARDNER JUNIOR et al., 1960). A dose letal (LD) para
humanos nao estd bem determinada, mas hé trabalhos, com base
em modelo animal, em que estimam LD, para humano adulto, na
faixa entre 1 mg/kg a 5 mg/kg (SMALLSHAW et al., 2002).

Ricinina

A ricinina, um alcaloide encontrado em todas as partes da
planta, € um dos principais componentes toxicos da torta (Figura
2); possui férmula molecular CBHSNZOZ, com nome quimico

3-ciano-4-metoxi-N-metil-2-piridona (LEITE et al., 2005).

OCHs
CN

o

CHs Figura 2. Férmula estrutural da ricinina.

De acordo com Moshkin (1986), o teor de ricinina varia muito entre
partes da planta: 1,3% nas folhas (matéria seca), 2,5% em plantulas
estioladas, 0,03% no endosperma da semente e 0,15% na casca

da semente. Severino et al. (2006) relatam que a concentracao

é alta na capsula do fruto (de 739 mg/100 g a 1.664 mg/100 g),
média na casca da semente (de 258 mg100 g a 431 mg/100 g)

e pequena no endosperma (de 31 mg/100 g a 77 mg/100 g).

A temperatura de fusao da ricinina esta entre 200 e 201°C, e a de
sublimacao é de 152°C, enquanto a massa molecular é 164 mol/g,

e a toxicidade em ratos (LD, ) varia de 19 mg/kg a 20 mg/kg.

Os sintomas de envenenamento por ricinina sdao: vomitos, dores
abdominais fortes, sede extrema, diarreia com sangramento, aceleracao
do batimento cardiaco, convulsdes e morte (LEITE et al., 2005).
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Complexos alergénicos

Téavora (1982) discorreu sobre um complexo de proteinas e
polissacarideos designados CB-1?2 (“Albuminas 2S”), presente na
semente em torno de 3 a 6%, no pdlen e nas partes vegetativas
da planta de mamona, sendo responsaveis por reacoes alérgicas
no homem, mas ndo constatada a ocorréncia em animais.

O termo CB-1?2 surgiu de Castor Beans (semente de mamona,
em inglés), e “12” corresponde ao processo desenvolvido por
Spies e Coulson em 1943 com base na solubilidade em agua
e insolubilidade em élcool a 75% (TRUGO, 1979). O CB-12
representa aproximadamente 12,5% da massa da torta, como
determinado pelo teste de precipitacao de antigenos diluidos
(BANDEIRA et al., 2004; GARDNER JUNIOR et al., 1960).

O complexo alergénico CB-12 é formado por aproximadamente
20 isoformas de proteinas com massa molecular entre 10 e

14 kDa, pertencentes a classe das albuminas 2S (MACHADO et
al., 2003). As albuminas 2S possuem altos teores de glutamina,
arginina e serina; apresentam distribuicdo caracteristica de

oito cisteinas em um padrao conservado e, geralmente, sdo
compostas de duas cadeias polipeptidicas diferentes de

3 -5 kDa e de 8 - 10 kDa, ligadas por duas pontes dissulfeto;
além de apresentarem duas ligacoes intracadeias, implicando em
proteinas muito estaveis e compactas (FERNANDES et al., 2004).

As albuminas 2S (10.000 - 18.000 Da) sao resistentes a
desnaturacao térmica e quimica, podendo, mesmo apoés
os tratamentos de destoxificacdo desencadear alergia
por contato ou por inalacado (VIEIRA et al., 1998).
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Destoxificacao da torta de mamona

Existem diversos métodos para a destoxificacao e a
desalergenizacao da torta da mamona, citados em Perrone
e colaboradores (1966), como por exemplo:

e Cozimento por 1 ou 2 horas.

e Fervura, por curtos periodos de tempo, de uma mistura de torta
moida e d4gua, com mudanca da dgua apdés cada fervura, devendo o
material resultante ser filtrado, lavado com agua quente e seco.

e Uso do vapor d'dgua na pressao de 150 a 300 PSI, seguida de
descompressao abrupta.

e Autoclavagem a 125°C a seco, com camadas de torta de 2,5 a
3,0 cm de espessura, durante 15 minutos.

Existem outros métodos para promover a destoxificacdo da torta

de mamona usando disperséao alcalina, HCl a 1,5 N, uso de enzimas
proteoliticas e leveduras (fermentacao), conforme citacées de Perrone
e coautores (1966). Para eliminar o complexo alergénico e a ricina,
Gardner Junior e colaboradores (1960) citam ainda: aquecimento

da torta a 205°C; cozimento com soda caustica (NaOH) a 2% em
presenca de formaldeido (10%); cozimento com 0,9% de HCl e

3% de formaldeido; cozimento com soda sob pressdo de 20 PSI

e cozimento com 1% de NaOH; e tratamento com Ca(OH)Z, por

12 horas, 40 g por quilo de torta, e temperatura de 60°C.

A torta de mamona destoxificada apresenta a composicao descrita
na Tabela 3, com uma excelente composicdo de aminoéacidos.

Tabela 3. Composicdo da torta de mamona destoxificada (%).

M. Seca Proteinas Lipideos Fibra Cinza Calcio Fésforo

97,26 41,07 1,34 37,49 4,30 0,35 0,43

Fonte: Waller e Negi (1958), citado por Loureiro (1962).
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Enriquecimento da torta de
mamona como fertilizante

A torta de mamona, apesar de ser um excelente fertilizante muito
rico em nitrogénio e fésforo, é pobre em potassio. Assim, para
obtencao de um fertilizante organico mais equilibrado, sugere-

se a mistura da torta com outro adubo organico com bom teor
em potassio, como a casca de mamona (exocarpo do fruto).

Silva e colaboradores (2013) realizaram um experimento visando

a melhor combinacdo de torta e casca de mamona que melhor
promovesse o crescimento de plantas de mamona, via quantificacao
de diversas variaveis, tais como fitomassa, area foliar e altura de
plantas, entre outras, em condicdes de casa-de-vegetacao.

Os tratamentos foram compostos por misturas de torta de mamona
(x1) e casca de mamona (x2), ambas variando de O a 10%, além de
terra (x3) variando de 80 a 100%, com soma sempre igual a 100%
(condicao a realizacao de experimentos com mistura), conforme
Tabela 4. Utilizou-se a cultivar BRS Energia, desenvolvida pela
Embrapa Algodao, que apresentou 4,5% de potassio na casca.

Tabela 4. Combinacdes de misturas compostas por terra, torta e casca de

mamona.
T1 0,0% 0,0% 100,0%
T2 5,0% 5,0% 90,0%
T3 10,0% 10,0% 80,0%
T4 10,0% 0,0% 90,0%
T5 0,0% 10,0% 90,0%

Com relacao as proporcoes de torta e casca de mamona,
neste estudo em particular, tem-se a restricdo de 10%, pois
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dosagens de torta e casca de mamona acima de 10% podem
provocar fitotoxidez gracas ao excesso de nitrogénio (LIMA

et al., 2008). Admitindo-se essas restricées, foi adotado um
modelo linear com otimizacéao realizada pelo método simplex.

As plantas foram irrigadas diariamente e, aos 90 dias apds a
emergéncia (DAE), a altura e a area foliares foram avaliadas. A
area foliar foi calculada pela férmula S = 0,2398 x (L + P) 9259,
em que L = largura da folha e P = comprimento da nervura
principal (SEVERINO et al., 2004). Apds a coleta dos dados de
altura e éarea foliar, foram coletadas as folhas, raizes e caules

das plantas para andlise de matéria seca. Esse material foi
acondicionado em sacos de papel e posto para secar em estufa de
circulacao forcada a 65°C por 72 h e posteriormente pesado.

O peso da matéria seca total (PMST) da planta foi obtido somando-
se as médias do peso de matéria seca de folhas (PMSF), peso

de matéria seca do caule (PMSC) e peso de matéria seca de raiz
(PMSR), da seguinte forma: PMST = PMSF + PMSC + PMSR.

Os valores obtidos para cada uma dessas variaveis
analisadas sao sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5. Varidveis de crescimento obtidas com as combinacdes de misturas de
terra, torta e casca de mamona.

(teste-lr:unha) 0,00 0,00 100,00 21,75 235,63 4,07
T2 5,00 5,00 90,00 101,50 3.330,36 86,48
T3 10,00 10,00 80,00 118,26 12.414,30 119,64
T4 10,00 0,00 90,00 102,25 4.354,56 93,81

T5 0,00 10,00 90,00 86,00 827,69 31,567
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Ao considerar a cultivar de mamona BRS Energia e as varidveis do
crescimento (altura de planta, area foliar e matéria seca total), em
condicao de ambiente parcialmente controlado (casa-de-vegetacao),
a melhor mistura que proporcionou o maximo do crescimento

foi constituida de 10% de torta de mamona, 10% de casca de
mamona e 80% de terra, em relacdo ao volume da mistura.

Consideracdes finais

A torta de mamona é um excelente fertilizante, de
decomposicao moderada, rica em nutrientes minerais, em
especial nitrogénio e fésforo, além de ser um alimento
muito bom para ruminantes, depois de destoxificada.

Referéncias

AKHTAR, M.; MAHMOOD, I. Control of plant-parasitic nematodes with organic and
inorganic amendments in agricultural soil. Applied Soil Ecology, Amsterdam, v. 4, n. 3, p.
243-247, 1996.

ALVES, M. O.; NARCISO SOBRINHO, J.; CARVALHO, J. M. M. de. Possibilidades

da mamona como fonte de matéria-prima para a producéo de biodiesel no Nordeste
brasileiro. Fortaleza: Banco do Nordeste, 2004. 42 p. (BNB. Série Documentos do ETENE,
01).

ASSIS, F. P.; NAUFEL, F.; TUNDISI, A. G. A.; ROCHA, G. L.; BRANCO, T. S.; BECKER,
M.; CINTRA, B. Valor do farelo de torta de mamona atoxicada na alimentacdo de vacas
leiteiras, em comparacdo com os farelos de torta de algodao e de amendoim. Boletim da
Indastria Animal, Nova Odessa, v. 20, n. 1, p. 35-38, 1962.



66

A torta da mamona e suas aplicacdes na agricultura

AZEVEDO, D. M. P. de; LIMA, E. F.; BATISTA, F. A. S.; BELTRAO, N. E. de M.;
SOARES, J. J.; VIEIRA, R. M.; MOREIRA, J. de A. N. Recomendacdes técnicas para o
cultivo da mamoneira (Ricinus communis L.) no Nordeste do Brasil. Campina Grande:
EMBRAPA-CNPA, 1997. 52 p. (EMBRAPA-CNPA. Circular técnica, 25).

BALIEIRO, F. de C.; TAVARES, S. R. de L. Curso de recuperacdo de areas degradadas:
a visdo da ciéncia do solo no contexto do diagnéstico, manejo, indicadores de
monitoramento e estratégias de recuperacdo. Rio de Janeiro: Embrapa Solos, 2008. 228
p. (Embrapa Solos. Documento, 103).

BANDEIRA, D. S.; CARTAXO, W. V.; SEVERINO, L. S.; BELTRAO, N. E. de M. Residuo
industrial da mamona como fonte alternativa na alimentacdo animal. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE MAMONA, 1, 2004, Campina Grande. Energia e sustentabilidade:
anais... [Campina Grande: Embrapa Algodao, 2004]. 1 CD-ROM.

BARBOUR, M.; BUCKLEY, T. N. The stomatal response to evaporative demand persists
at night in Ricinus communis plants with high nocturnal conductance. Plant, Cell and
Environment, Oxon, v. 30, n. 6, p. 711-721, 2007.

BAYMA, A. C. Industria da mamona. Rio de Janeiro: Ministério da Agricultura, 1933. 29 p.

BELTRAO, N. E. de M.; LUCENA, A. M. A; BRITO, G. G. de; OLIVEIRA, M. I. P. de;
ALBUQUERQUE, F. A. de. Ecofisiologia da mamoneira (Ricinus communis L.). In:
BELTRAO, N. E. de M.; OLIVEIRA, M. I. P. de. (Ed.). Ecofisiologia das culturas de
algoddo, amendoim, gergelim, mamona, pinhdo-manso e sisal. Brasilia, DF: Embrapa
Informacéo Tecnolégica; Campina Grande: Embrapa Algodéo, 2011. P. 195-256.

BELTRAO, N. E. de M. Informacdes sobre o biodiesel, em especial feito com o éleo de
mamona. Campina Grande: Embrapa Algodao, 2003. 3p. (Embrapa Algoddo. Comunicado
Técnico, 177) Disponivel em: <http://www.cnpa.embrapa.br/plataforma_mamona/
publicacoes/comunicacoes/04.PDF >. Acesso em: 14 dez. 2008.

BELTRAO, N. E. de M.; Silva, L. C.; MELO, F. de B. Cultivo da mamona (Ricinus
communis L.) consorciada com feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Walpi] para o
semiarido nordestino, em especial do Piaui. Campina Grande: Embrapa Algodéo / Embrapa
CPAMN. 2002. 44 P. (Embrapa Algodao. Documentos, 97)

BELTRAO, N. E. de M. Torta de mamona (Ricinus Communis L.): fertilizante e alimento.
Campina Grande: Embrapa Algod&o, 2002. 6 p. (Comunicado Técnico, 171)



A torta da mamona e suas aplicacdes na agricultura

BOSE, M. L. V.; WANDERLEY, R. da C. Digestividade e balanco metabdlico da fracédo
nitrogenada do farelo de mamona desintoxicado e de ferro de alfafa em ovinos. Revista
Brasileira de Zootecnia, Brasilia, DF, v. 17, n. b, p. 456-464, 1988.

DAY, P. J.; ERNST, S. R.; FRANKEL, A. E.; MONZINGO, A. F.; PASCAL, J. M.; MOLINA-
SVINTH, M. C.; ROBERTUS, J. D. Structure and activity of an active site substitution of
ricin A chain. Biochemistry, Washington, v. 35, n. 34, p. 11098-11103, 1996.

EVANGELISTA, A. R.; ABREU, J. G.; PERON, A. J.; FRAGA, A. C.; NETO, P. C.
Avaliacdo da composicado quimica de tortas de mamona e amendoim obtidas por
diferentes métodos de extracdo de 6leo. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MAMONA, 1.,
2004, Campina Grande. Energia e sustentabilidade: anais... [Campina Grande: Embrapa
Algodéo, 2004]. 1 CD-ROM.

FERNANDES, K. V.; MACIEL, F. M.; MACHADO, O. L. T. Andlise dos niveis de albuminas
2s e de ricina em sementes de diferentes cultivares de mamona (Ricinus communis

L.). In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MAMONA, 1., 2004, Campina Grande. Energia e
sustentabilidade: anais... [Campina Grande: Embrapa Algodédo, 2004]. 1 CD-ROM.

FREIRE, R. M. M. Ricinoquimica. In: AZEVEDO, D.M.P. de; LIMA, E.F. (Ed.). O
agronegdécio da mamona no Brasil. Brasilia, DF: Embrapa Informacdo Tecndlogica, 2001.
p295-335.

GARDNER JUNIOR, H. K.; D’AQUIN, E. L.; KOLTUN, S. P.; MCCOURTNEY, E. J.; VIX,
H. L. E. Detoxification and deallergenization of castor beans. The Journal of the American
Oil Chemists Society, Champaign, IL, v. 37, n. 3, p. 142-148, 1960.

HARTLEY, M. R.; LORD, J. M. Cytotoxic ribosome-inactivating lectins from plants.
Biochimica et Biophysica Acta-Proteins and Proteomics, Amsterdam, v. 1701, n. 1-2, p.
1-14, 2004.

HEMERLY, F. X. Mamona: comportamento e tendéncias no Brasil. Brasilia, DF: Embrapa -
DID, 1981. 69 p. (Embrapa-DTC. Documentos, 2).

KELLERMAN, T. S. Gastrointestinal tract. In: KELLERMAN, T. S. Plant poisonings and
mycotoxicoses of livestock in southern Africa. Cape Town: Oxford University Press,
1988. p. 144-145.

67



68

A torta da mamona e suas aplicacdes na agricultura

KNIGHT, M. C.; DORMAN, D. C. Selected poisonous plant concerns in small animals.
Veterinary Medicine, Lenexa, v. 92, n. 3, p. 260-272, 1997.

LEITE, A. C.; FERNANDES, J. B.; CABRA, E. C.; VIEIRA, P. C.; SILVA, M F. das

G. F. Isolamento do alcaldide ricinina das folhas de Ricinus communis através de
cromatografias em contracorrente. Quimica Nova, Sdo Paulo, v. 28, n. 6, p. 983-985,
2005.

LIMA, R. L. S.; SEVERINO, L. S.; ALBUQUERQUE, R. C.; BELTRAO, N. E. de M_;
SAMPAIO. L. R. Casca e torta de mamona avaliados em vasos como fertilizantes
organicos. Revista Caatinga, Mossoré, v. 21, n. 5, p. 102-106, 2008.

LOUREIRO, M. C. Torta de semente da mamoneira na alimentacdo animal. Revista Ceres,
Vicosa, MG, v. 11, n. 66, p. 290-294, 1962.

MACHADO, O. L. T.; MARCONDES, J. A.; SOUZA-SILVA, F. de; HANSEN, E.; RIBEIRO,
P. D.; VERISSIMO, M.; KANASHIRO, M.; KIPNIS, T. L.; SILVA JUNIOR, J. G. da;
SANTOS, M. F. dos; COSTA E SILVA, M. C. Characterization of allergenic 2S albumin
isoforms from Ricinus communis seeds. Allergologie, Oberhaching, v. 26, p. 45- 51,
2003.

MILLER, D. J.; RAVIKUMAR, K.; SHEN, H.; SUH, J. K.; KERWIN, S. M.; ROBERTUS, J.
D. Structure-based design and characterization of novel platforms for ricin and shiga toxin
inhibition. Journal of Medicinal Chemistry, Washington, DC v. 45, n. 1, p. 90-98, 2002.

MIRANDA, R. M. de; BARREIRA, H. A.; FARIA, E. V.; MACHADO, D. D. O farelo de
mamona desintoxicado na alimentacdo de novilhas leiteiras. Rio de Janeiro: Instituto de
Zootecnia, 1957. 12 p. (Publicacdo, 41).

MOSHKIN, V. A. Physiology and biochemistry of castor. In: MOSHKIN, V.A. (Ed.).
Castor. New Delhi: Amerind Publishing, 1986. p. 65-92.

NAUFEL, F.; ASSIS, F. P.; REZENDE, M. L. R.; ROCHA, G. L.; BECKER, M.; CAIELLI, E.
L.; LEAO, J. F. S.; KALIL, E. B. Efeitos comparativos da administracdo de farelos de torta
de mamona atoxicada, de soja e de algodao na dieta de vacas em lactacdo. Boletim de
Indistria Animal, Nova Odessa, v. 20, p. 47-53, 1962.



A torta da mamona e suas aplicacdes na agricultura

OLSNES, S. Protein toxins - closing in on ricin action. Nature, London, v. 328, n. 6130,
p. 474-475, 1975.

OLSNES, S.; KOZLOV, J. Ricin. Toxicon, Oxford, v. 39, n. 11, p. 1723-1728, 2001.

OSWEILER, C. D. Toxicoses Relacionadas com Plantas. In: BUCK, W. B.; OSWEILWER,
G. D. Toxicologia veterinaria. Porto Alegre: Artes Médicas, 1996. p. 386-439, capitulo
28.

PERRONE, J. C.; IACHAN, A.; DOMONT, G. B.; DISITZER, L. V.; CASTRO, V. R. O.;
ROITMAN, R.; GOMES, S. M. Contribuicdo ao estudo da torta de mamona. Rio de
Janeiro: Instituto Nacional de Tecnologia, 1966. 51 p.

PEUMANS, W. J.; VAN DAMME, E. J. M. Plant lectins: versatile proteins with important
perspectives in biotechnology. Hants: Intercept, 1998. p. 199-227. (Biotechnology and
Genetic Engineering Reviews, 15).

SAVY FILHO, A.; BANZATTO, N. V.; BARBOSA, M. Z.; Mamona. In: CATI (Campinas,
SP). Oleaginosas no Estado de Sdo Paulo: anélise e diagnéstico. Campinas, 1999. (CATI.
Documentos técnicos, 107). p. 29-39.

SEVERINO, L. S.; CARDOSO, G. D.; VALE, L. S.; SANTOS, J. W. Método para
determinacdo da area foliar da mamoneira. Revista Brasileira de Oleaginosas e Fibrosas,
Campina Grande, v. 8, n. 1, p. 753-752, 2004.

SEVERINO, L. S.; MILANI, M.; BELTRAO, N. E. de M. (Ed.). Mamona: o produtor
pergunta, a Embrapa responde. Brasilia, DF: Embrapa Informacdo Tecnoldgica; Campina
Grande: Embrapa Algodao, 2006. 248 p. (Colecdo 500 perguntas, 500 respostas).

SHARKEY , T.; BERNACCHI, C. J.; FARQUHAR, G. D.; SINGSAAS, E. L. Fitting
photosynthetic carbon dioxide response curves for C, leaves. Plant, Cell and Environment,
Oxford, v. 30, n. 9, p. 1035-1040, 2007.

SILVA, W. A;, BELTRAO, N. E. de ; COSTA, F. B.; SANTOS, J. W.; CARVALHO JUNIOR,
G. S. Utilization of mixture methodologies for organic fertilization in castor bean plants.
AGRARIAN, 2013. (No Prelo).

69



70

A torta da mamona e suas aplicacdes na agricultura

SILVA, J. G.; MACHADO, O. L.; IZUMI, C.; PADOVAN, J. C.; CHAIT, B. T.; MIRZA, U.
A.; GREENE, L. J. Amino acid sequence of a new 2S albumin from Ricinus communis
which is part of a 29-kDa precursor protein. Archives of Biochemistry and Biophysics,
New York, v. 336, n. 1, p. 10-18, 1996.

SMALLSHAW, J. E., FIRAN, A., FULMER, J. R., RUBACK, S. L., GHETIE, V., VITETTA,
E. S. A novel recombinant vaccine which protects mice against ricin intoxication.
Vaccine, Oxon, v. 20, n. 27-28, p. 3422-3427, 2002.

SOUSA, I. S. F. de (Ed.). Agricultura familiar na dindmica da pesquisa agropecuaria.
Brasilia, DF: Embrapa Informacéao Tecnoldgica, 2006. 434 p.

TAVORA, F. J. A. F. A cultura da mamona. Fortaleza: EPACE, 1982. 112 p.

TOKARNIA, C. H.; DOBEREINER, J.; CANELA, C. F. C. Intoxicacdo Experimental em
Bovinos pelas Folhas de Ricinus communis. F. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série
Veterinaria, Rio de Janeiro, v. 10, n. 8, p. 1-7. 1975.

TRUGO, N. M. F. Isolamento e caracterizagdo quimica e fisico-quimica de alérgenos de
mamona. 1979. 110 p. Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, RJ.

VIEIRA, R. M.; LIMA, E. F.; BATISTA, F. A. S. Diagndstico e perspectivas da mamona
no Brasil. In: REUNIAO TEMATICA DE MATERIAS-PRIMAS OLEAGINOSAS NO BRASIL,
1., 1997, Campina Grande. Diagnéstico perspectivas e prioridades de pesquisa: anais...
Campina Grande: EMBRAPA-CNPA, 1998. p. 139-150.

WEISS, E. A. Castor. In: WEISS, E. A. (Ed.). Oilseed crops. London: Longman, 1983. p. 31-99.



Engenharia Genética

da Mamoneira:
Perspectivas para a
Destoxificacao da Ricina

Francisco José Lima Aragédo
Natalia Lima de Sousa
Aisy Botega Baldoni

Introducao

A mamona é uma oleaginosa que pertence a familia Euphorbiaceae
(SOUZA; LORENZI, 2005). Os primeiros relatos sobre o uso pelo
homem foram encontrados no Egito, no ano 4.000 a.C. (SAVY
FILHO, 2005). Alguns autores acreditam que a mamona originou-
se na Etidpia e veio para o Brasil com os escravos africanos. Outros
autores defendem a hipétese de origem asiatica (OLSNES; KOZLOV,
2001) e introducdo no Brasil pelos portugueses para a utilizacao

de 6leo para a iluminacao e lubrificacao de eixos de carrocas
(MOREIRA et al., 1996; PINA et al., 2005; SANTOS et al., 2007).

Atualmente a mamona tem grande importancia econémica e
social. O cultivo comercial das sementes é bastante comum em
varias regioes do mundo principalmente devido as propriedades
do 6leo que compde cerca de 35 a 55% do peso da semente
sendo o seu produto de maior importancia (TAMBASCIA;
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TEIXEIRA, 1986). Além da mamona ser uma importante opcao

de renda para o pequeno agricultor, pois € um sistema agricola
que utiliza poucos insumos, necessita de baixo investimento em
mecanizacao e é cultivada em quase todo o pais, excluindo apenas
alguns ecossistemas especificos, como o Pantanal, a Amazénia e
locais muito frios e de baixa altitude (SANTOS et al., 2007).

O ¢leo extraido das sementes é utilizado para diversos fins,
inclusive como insumo industrial. Parte significativa do 6leo da
mamona é usada na industria quimica, na de cosméticos e de
lubrificantes, e na composicao de tintas, vernizes e plasticos
(SANTOS et al., 2007). Pode também gerar diversos tipos de
produtos sofisticados como préteses humanas, produtos usados
em indUstrias farmacéuticas e até na indUstria aeronautica
(OLIVEIRA et al., 2005). A mamona também se destaca como
importante matéria-prima para a producao do biodiesel, por possuir
elevada concentracado de 6leo nas sementes (RIBEIRO, 2006).

Os acidos graxos que compdem o 6leo da mamona variam

de acordo com a cultivar e fatores ambientais diversos. De
forma geral, o acido ricinoleico é o principal componente,
chegando a 91% do total de 6leo da semente, sendo esta uma
importante fonte comercial (FREIRE; SEVERINO, 2006).

A estrutura quimica do &cido ricinoleico (12-hidroxi oleato) é composta
por 18 carbonos com ligacédo dupla entre os carbonos 9 e 10 e

um grupamento hidroxila ligado ao carbono 12. O grupo hidroxila
confere ao composto um maior indice de viscosidade e estabilidade.
Dessa forma, o 6leo da mamona mantém suas caracteristicas numa
ampla faixa de temperatura, ao contrario de outros 6leos vegetais,

que perdem a viscosidade em altas temperaturas e se solidificam

em baixas. Além disso, outra caracteristica importante do 6leo da
mamona é ser o Unico sollivel em alcool em baixas temperaturas,
facilitando a producao de biodiesel (BAFOR et al., 1991; SAVY
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FILHO, 2005; BELTRAO; LIMA, 2007). Os derivados do 6leo de
mamona sao sintetizados pela modificacdo em trés sitios de reacao da
molécula: o grupo hidroxila, a dupla ligacao e a ligacédo éster (SAVY
FILHO, 2005). Assim, o &cido ricinoleico é utilizado na composicao

de tintas, vernizes, lubrificantes, plasticos, cosméticos, ceras,
detergentes, material elétrico, produtos biomédicos, entre outros
(BAFOR et al., 1991; GODOY et al., 2009), sendo o responsavel
pelas caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da mamona.

Além do 6leo extraido das sementes (produto principal), a cadeia
produtiva gera uma série de outros subprodutos, especialmente a
torta de mamona, que pode se constituir em outra fonte de renda
importante para os produtores rurais (HOFFMANN et al., 2007).

A torta de mamona pode ser definida como o residuo da extracao
do 6leo das sementes e consiste no mais importante subproduto
desta cadeia produtiva. A quantidade de torta produzida por
tonelada de 6leo depende do teor de 6leo da semente e da
eficiéncia do processo de extracdo (FREIRE; SEVERINO, 20086).

Em todo o mundo, o uso predominante da torta de mamona tem
sido como adubo orgéanico de boa qualidade, podendo ser usada
também para alimentacdo animal. A utilizacao da torta de mamona
como adubo organico é uma fonte de renda adicional ao produtor
rural, pois o composto é ricamente nitrogenado e eficiente na
recuperacao de terras esgotadas (CHIERICE; CLARO NETO, 2007).

O uso da torta de mamona para a alimentacao animal ainda é
restrito, devido as substéncias alergénicas e téxicas presentes na
mesma. Entretanto, ela possui um alto teor de proteinas e pode
ser atraente para a suplementacao animal, apés ser moida e obtida
o farelo (SEVERINO, 2005; CHIERICE; CLARO NETO, 2007).

As toxinas presentes na torta apresentam diversos niveis de
toxidez. A ricina, composto téxico, é considerada uma das
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proteinas mais téxicas conhecidas pelo homem. J& a ricinina,
CB-1 e RCA aglutinina, sdo compostos alergénicos, ou seja, com
nivel de toxidez menor (CHIERICE; CLARO NETO, 2007).

A ricinina é um alcaldide t6xico conhecido como 1,2-diidro-4-metoxi-
1-metil-2-oxo0-3-piridinocarbonitrila (C8H8N202), encontrado na torta em
menor quantidade, apresentando toxidez menor em relagcao a ricina
(CHIERICE; CLARO NETO, 2007). A ricinina pode provocar reacoes
cutaneas e irritacoes no sistema respiratério de animais, mas como
estd presente em quantidade muito pequena, nao constitui problema de
toxicidade, considerando que a torta de mamona seria usada em baixa

quantidade na formulacao de alimentos para gado (PINA et al., 2005).

A ricina é uma lectina produzida somente na semente da mamona,
pertence ao grupo de Proteinas Inativadoras de Ribossomos e

é composta de duas subunidades, as cadeias A e B ligadas por
ponte dissulfeto (AUDI et al., 2005). Por sua vez, a RCA aglutinina
(aglutinina de R. communis) é uma proteina tetramérica constituida
de dois dimeros tipo ricina, ligados de forma nao-covalente. A
RCA é menos toxica que a ricina e causa aglutinacao de hemacias
em mamiferos (ROBERTS et al., 1992; LORD et al., 1994).

Tanto o gene da ricina, quanto da RCA codificam uma proteina
precursora contendo um sinal N-terminal, uma cadeia A, um peptideo
de ligacdo com 12 aminoacidos e uma cadeia B (YOSHITAKE et

al., 1978; FUNATSU et al., 1979; HALLING et al., 1985; LAMB

et al., 1985; ROBERTS et al., 1985; TREGEAR; ROBERTS, 1992).
A cadeia A da ricina e da RCA difere em apenas 18 aminoacidos
(de um total de 267), enquanto a cadeia B dessas proteinas difere
em 41 aminoacidos (de um total de 262). Andlises de Northern e
RT-PCR mostraram que tanto o gene da ricina quanto da RCA tem
expressao detectdvel apenas nas sementes entre 26 e 54 dias apds
a germinacdo (TREGEAR; ROBERTS, 1992; CHEN et al., 2005).
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O gene da ricina ndo contém introns e ha evidéncias que ele seja
membro de uma familia multigénica. Estima-se que seis genes
que codificam a ricina estejam presentes no genoma da mamona
(HALLING et al., 1985) e isso dificulta o desenvolvimento de
variedades com baixo teor de ricina, que é um dos principais
objetivos dos programas de melhoramento, uma vez que é

dificil mutagenizar vérios desses genes, simultaneamente,

sem causar grandes alteracdes fenotipicas indesejaveis.

A ricina é sintetizada como preproricina (64,1 kDa) no desenvolvimento
de sementes de mamona e inserida no limen do reticulo
endoplasmatico (RE), quando o sinal peptidico é removido formando
a proricina (61,6 kDa). No RE é formada uma ligacao dissulfeto
intramolecular entre as subunidades A e B, juntando o heterodimero
maduro para posterior remocao do propeptideo por uma protease
vacuolar, gerando o dimero maduro de 58,8 kDa (MALTMAN et

al., 2007). A ricina que, esta presente numa quantidade de 6%

a 9% na baga (CHIERICE; CLARO NETO, 2007), funciona como
proteina de armazenamento das sementes, fornecendo nutrientes
durante a germinacdo. E um componente proteico de toxidez
elevada, também pode agir como proteina de defesa (YOULE;
HUANG, 1976; ROBERTS et al., 1992; SHEWRY et al., 1995).

O mecanismo de toxidez da ricina ocorre quando esta entra na célula e
impede a producdo de proteinas levando a célula a morte. Isso ocorre
porque a cadeia B dessa proteina liga-se a galactose na superficie
celular, fazendo com que ela penetre na célula e seja transportada

de uma célula a outra (SPHYRIS et al., 1995). Uma vez no interior

da célula, a acdo catalitica da cadeia A inativa a subunidade 60S do
ribossomo pela depurinacdao de um residuo especifico de adenina no
RNA 28S, inativando a sintese proteica em eucariotos. Essa inativacao
é tao eficiente que uma Unica molécula desta proteina é suficiente
para matar uma célula (ENDO et al., 1987; AUDI et al., 2005).
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De acordo com Olsnes e colaboradores (1975), apenas uma
molécula da cadeia A da ricina é capaz de inativar irreversivelmente
2.000 ribossomos/min. Além disso, Eiklid e coautores (1980)
concluiram que a penetracao de uma Unica molécula de ricina

no citosol é o suficiente para matar uma célula de mamifero. A
dose letal de ricina estimada para humanos é de 1 - 10 ug de
ricina/kg corporal (AUDI et al., 2005; RAO et al., 2005).

A maioria dos sintomas da intoxicacdao em animais pela ricina depende
da exposicao e dose recebida. Os sintomas iniciais causados pela
inalacdo dessa proteina podem ocorrer dentro de oito horas de
exposicao; ja quando ingeridas, ocorrem em menos de seis horas. Os
sintomas da intoxicacao pela ricina em animais sao febre, nauseas,
insuficiéncia respiratéria, dentre outros, podendo levar a morte
(DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2004).

Para uso da torta de mamona na racdo animal é necessario o respectivo
processamento visando a eliminacao das toxinas, a partir do emprego
de processos de fervura, autoclavagem ou mistura com carbonato de
célcio. Porém, esses procedimentos ndo sao vidveis a nivel industrial,
visto que consomem muita energia, além de nao existirem métodos

de controle de qualidade para confirmar a seguranca do produto

final. Sendo assim, é necessério o desenvolvimento de técnicas

baratas e confidveis de destoxificacao (SEVERINO; FREIRE, 2006).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a variabilidade genética
de um banco de germoplasma quanto a presenca de ricina

nas sementes, o acimulo de ricina e aglutinina (RCA) durante
o desenvolvimento da semente, bem como sua localizacao
intracelular nos varios tecidos e principalmente, gerar

plantas transgénicas de mamona (Ricinus communis L.) com
reducdo total ou parcial do teor de ricina nas sementes.
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Diversidade em acessos de
mamona do banco de germoplasma
brasileiro quanto a concentracao
de ricina nas sementes

Estudo realizado por Baldoni e colaboradores (2011) comparou
o conteudo de ricina em sementes maduras de vinte cultivares
de mamona, sendo seis destas cultivares comerciais brasileiras
e gquatorze acessos do banco de germoplasma da Embrapa
Algodao. Os resultados da analise de varidancia mostraram que
os gendtipos apresentaram diferencas significativas, a 5% de
probabilidade, para a concentragao de ricina nas sementes.

O coeficiente de variacao (CV) foi elevado (42,73%) e, mesmo
assim, a analise mostrou existéncia de variabilidade entre gendtipos
(BALDONI et al., 2011). Este resultado pode sugerir a hipétese de
existéncia de variabilidade genética para concentracao de ricina
dentro do gendtipo, ja que a mamona possui cruzamento ao acaso

e que, para realizacao desta andlise, cada repeticdo biolégica foi
representada por duas sementes. O alto coeficiente de variacao
encontrado nas andlises de variancia foi observado em outros trabalhos
(LOWERY et al., 2007). Ainda, é estimado que seis genes distribuidos
no genoma da mamona sao responsaveis pela producao de ricina
(HALLING et al., 1985). Assim, por se tratar de uma caracteristica
quantitativa é esperada maior influéncia do ambiente sobre esta
caracteristica o que normalmente acarreta um maior valor do CV.

O acesso BRA 3271 apresentou a maior concentracao de ricina nas
sementes (32,18 ng de ricina/ug de proteina total), com indice nove
vezes maior do que a BRS Paraguacu, de menor valor (3,53 ng de

ricina/ug de proteina total (BALDONI et al., 2011). Diante da grande
variabilidade para a concentracdo da ricina nos acessos do banco de
germoplasma da Embrapa Algodao, grandes interesses estdao em: 1)
cultivares com baixos niveis de ricina, visando ao aproveitamento
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do residuo da extracao do 6leo das sementes na alimentacdo animal
(alta concentracao de proteinas) e adubo orgéanico (rico em nitrogénio)
(SEVERINO, 2005; CHIERICE; CLARO NETO, 2007); e 2) cultivares
com alta concentracao de ricina, a fim de estudar o potencial para
uso na medicina (SANDVIG; VAN DEURS, 2000; AUDI et al., 2005).

Alguns estudos foram realizados visando a quantificacao do teor

de ricina em outros gendtipos. Pinkerton et al. (1999) avaliaram
sementes da cultivar Hale, sendo encontrado valor médio de 12,2 mg
de ricina e RCA (R. communis aglutinina)/g de semente. Sementes
dos acessos Pl 257654 e Pl 258368 apresentaram a média de 1,5 e
2,9 mg de ricina e RCA/g de semente, respectivamente (PINKERTON
et al., 1999). Em algumas populacdées de mamona com polinizacao
aberta foram observados contetdos de ricina e RCA reduzidos,
variando de 0,10 a 5,60 mg de ricina/g de semente, dando a média de
1,86 mg/g (AULD et al., 2003). Um trabalho realizado na colecao de
germoplasma de mamona dos Estados Unidos revelou a concentracao
de ricina + RCA variando de 1,9 a 16 mg de ricina/g de semente,

ou seja, 0 gendtipo com a maior concentracdo da proteina é 8,4
vezes maior que o gendtipo com a menor concentragao. Dessa
forma, a grande variabilidade permite a selecao de acessos de acordo
com o interesse dos melhoristas (PINKERTON et al., 1999).

Estudo do acimulo de ricina
durante o desenvolvimento
da semente de mamona

Estudo foi conduzido para comparar o conteludo de ricina em sementes
maduras de quatro variedades comerciais brasileiras e investigar o
acumulo dessa proteina durante o desenvolvimento de sementes de
10 a 60 dias apds a polinizacdo (DAP). Os resultados mostraram que
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as cultivares BRS Paraguacu e BRS Pioneira apresentaram cerca de
24% do teor de ricina das cultivares BRS Nordestina e BRS Energia.
Pode-se observar também, pelos desvios padroes da média, que as
cultivares BRS Nordestina e BRS Energia apresentaram estatisticamente
valores semelhantes da concentracao de ricina nas sementes, bem
como a BRS Paraguacu e a BRS Pioneira. Por ter apresentado o

maior valor absoluto para concentracao de ricina, a cv. BRS Energia

foi escolhida para estudos de localizacdo dessa proteina durante o
desenvolvimento de sementes de mamona (BALDONI et al., 2010).

A andlise de ELISA revelou que a ricina pode ser detectada nas
sementes (cv. BRS Energia), apenas em 30 DAP, sendo sua
concentracao ainda muito baixa neste estagio. Um aumento
significativo foi observado de 30-40 DAP (32,0 vezes), de 40-50 DAP
(3,3 vezes) e de 50-60 (2,0 vezes), quando as sementes atingiram
seu ponto de maturacao fisiolégica. O acimulo da ricina em células
do endosperma durante o desenvolvimento da semente também pode
ser observado utilizando a microscopia de luz. O material passou pelo
procedimento de imunomarcacao com anticorpo especifico para a
ricina e foi observado um crescente aumento na marcacao (reacao
entre a fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo secundario e o
substrato, resultando em coloracao escura) que é pequeno na fase
inicial de desenvolvimento (10 DAP) e grande na fase final (60 DAP),
onde a semente se encontra madura. Dessa forma, pode-se concluir
que o acumulo dessa proteina aumenta com o desenvolvimento

da semente. Podem-se observar também nos cortes semifinos que

héd modificacdes na estrutura e composicao celular a medida que

as células do endosperma da semente se desenvolvem, sendo o
acumulo de reservas mais expressivo (BALDONI et al., 2010).

Greenwood e Bewley (1982) observaram que a cultivar de mamona
Hale, nos estagios de 20 - 40 DAP (fases IV a VIIl) armazena lipidios,
proteinas e fitina nas células do endosperma. Em Baldoni et al. (2010)
também foi observado o acumulo de proteinas, lipideos e fitinas,



80

Engenharia Genética da Mamoneira: Perspectivas para a Destoxificacdo da Ricina

principalmente nas fases finais de desenvolvimento do endosperma.
As células do endosperma na fase inicial de desenvolvimento

(30 DAP) apresentaram grandes vacuolos e outras organelas,

como reticulo endoplasmatico, nidcleo e mitocondrias. Aos 40

DAP também foram observados vaclolos e, em algumas células,
organelas de armazenamento em formacao, tais como vacuolos de
armazenamento de proteinas e corpos lipidicos. Cavidades globoides
de fitina também foram observadas (BALDONI et al., 2010).

Nos estagios de 50 a 60 DAP o citosol ndo se apresentava evidente

e o espaco celular foi basicamente preenchido por vacutolos de
armazenamento de proteinas (formado pela matriz e cristaloide) e
corpos lipidicos (BALDONI et al., 2010), confirmando os resultados
obtidos por Youle e Huang (1976). Aos 50 DAP cristaloides de
proteinas foram observados no interior de vacuolos de armazenamento
de proteinas, sendo que em 60 DAP os cristaloides foram mais
evidentes (BALDONI et al., 2010). Como esperado, essas observacoes
foram consistentes com as informacdes obtidas por Greenwood et

al. (1984) durante o desenvolvimento da semente de mamona.

A microscopia eletronica foi utilizada para confirmar os resultados das
andlises de imunomarcacao anteriores. A ricina nao foi localizada nas
células do endosperma nos estagios iniciais de desenvolvimento (antes
dos 20 DAP) e apenas algumas marcacoes (ouro coloidal) puderam

ser observadas aos 30 DAP Sinal de marcacao significativo para a
ricina foi observado em 40 DAP, localizado na matriz do vacuolo de
armazenamento de proteina. Um aumento significativo da marcacao
foi observado em 50-60 DAP, sendo a ricina encontrada tanto na
matriz quanto nos cristaloides dos vacuolos de armazenamento.
Nenhuma marcacéao foi observada em cortes histolégicos representando
o controle negativo, os quais foram incubados apenas com o
anticorpo secundario. A marcacao foi homogénea em todas as células
analisadas e nao foram observadas marcacdes inespecificas na
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membrana nuclear e membrana plasmatica das células, confirmando
a confiabilidade dos resultados (BALDONI et al., 2010).

Em uma andlise das proteinas do endosperma, Youle e Huang
(1976) mostraram nao haver sobreposicdo de componentes
proteicos na matriz e nos cristaloides, sugerindo uma clara
compartimentalizacdo das proteinas dentro dos corpos proteicos.
Além disso, eles também observaram que os cristaloides sao
compostos por proteinas de armazenamento do tipo globulina,
enquanto a matriz contém proteinas albuminas de nao
armazenamento, incluindo a ricina e a fitohemaglutinina (TULLY;
BEEVERS, 1976; YOULE; HUANG, 1976). Em contrapartida em
Baldoni et al. (2010) apés 50 DAP a ricina pode ser encontrada
também nos cristaloides dos vacUolos de armazenamento e nao
apenas na matriz, como observado pelos autores acima citados.

O sinal de imunolocalizacido da ricina nas células endosperméticas
foi correlacionado com as fases de desenvolvimento da semente.
Foi observado um aumento no acumulo da proteina a medida que
a semente se desenvolvia (BALDONI et al., 2010). Os resultados
foram consistentes com os obtidos por Chen et al. (2005) sobre

a transcricao do gene da ricina. Usando técnicas de RT-PCR e
Northern blot esses autores observaram a auséncia de mRNA/
cDNA nas fases iniciais do desenvolvimento do endosperma (12 e
19 DAP). No entanto, a expressao desse gene aumentou de forma

significativa nas sementes com 26 DAP, e a tendéncia de crescimento

continuou nas fases posteriores, até 54 DAP (BALDONI et al., 2010).
Resultados semelhantes foram obtidos por Kermode e Bewley (1989),
analisando a expressado do gene da ricina no desenvolvimento do
endosperma em 30-60 DAP. Além disso, Lu et al. (2007) mostraram
que 1,5% dos ESTs de uma biblioteca de cDNA, feita a partir do
endosperma em desenvolvimento corresponde ao gene da ricina.
Estes resultados corroboram a observacao de que a expressao

do gene da ricina é espacialmente e temporalmente regulada.
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Silenciamento do gene que
codifica a ricina em mamona
(Ricinus communis L.)

Foi construido um vetor para silenciamento dos genes de codificam
para ricina e RCA. O objetivo do nosso grupo é a obtencéo de
plantas com baixos teores de ricina presentes nos graos maduros.
Essa reducao deve ser significativa para que a torta possa ser
utilizada com seguranca como racao animal. Entretanto, houve a
necessidade de adaptar e melhorar os sistemas de transformacao
genética existentes, que sdo de baixa eficiéncia. Para isso,
exploramos um novo sistema de selecao dos transformantes
baseado no herbicida da classe das imidazolinonas, imazapir.

Para determinar a melhor dosagem do herbicida imazapir na selecao de
plantas de mamona, inicialmente foi realizada uma curva de selecao
em meio de cultura sélido e outra para meio liquido. O imazapir é um
herbicida que se concentra na regidao do meristema apical da planta. Ele
age na inibicdo da atividade enzimatica do acido acetohidroxi sintase,
que catalisa o estagio inicial da biossintese de isoleucina, leucina e
valina. O gene ahas foi isolado de Arabidopsis thaliana e contém uma
mutacado na posicdo 653pb, sendo um agente seletivo de células
meristematicas transgénicas (ARAGAO et al., 2000; IVO et al., 2008;
RECH et al., 2008). A dosagem de imazapir selecionada para ser
utilizada nos meios de cultura dos explantes apés o bombardeamento
foi de 200 nM tanto para meio sélido quanto para meio liquido,

uma vez que nesta concentracdo os embrides sofreram restricoes

no alongamento, porém nao paralisaram seu desenvolvimento.

Antes de iniciar os procedimentos de bombardeamento foram
realizados testes para verificar a viabilidade na transformacao
genética de células por biobalistica da regido meristematica apical.
Em um deles foi observado que de 60 explantes bombardeados com
o vetor pBI426 (possuidor do gene gus), 42 apresentaram pontos
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azuis nas regidoes meristematicas, indicando que as células foram
transformadas. Em outra analise com o mesmo vetor (pBl426) um
numero maior de pontos azuis foi observado. Alguns fatores podem
afetar a eficiéncia do bombardeamento, dentre eles variacoes
ambientais, como a umidade do ar, que provavelmente influenciou no
processo, ja que os experimentos ocorreram em épocas diferentes.

Para avaliar a eficiéncia do bombardeamento com o vetor construido
para o silenciamento do gene da ricina foram selecionados ao
acaso 100 explantes que passaram pelo processo de selecao

ao imazapir e depois, pelo biorreator para o alongamento das
brotacdes. Foram realizadas andlises de PCR desses explantes
com primers que amplificam um fragmento do gene AHAS.

Dos 100 explantes analisados, 18 amplificaram o fragmento
esperado e um fragmento inespecifico (cerca de 700 pb e 1200
pb, respectivamente) e 28 explantes apresentaram apenas a
banda esperada. Dessa forma, dos 100 explantes analisados, 46
amplificaram o fragmento transgene, indicando elevada frequéncia
de transformacao. Problemas na regeneracao nao permitiram o
desenvolvimento completo desses explantes, levando-os a morte.

Foi estudado o desenvolvimento dos explantes de mamona em
cultura de tecidos /in vitro com diferentes concentracdes de
fitorreguladores. No inicio do processo de bombardeamento, os
embrioes foram retirados da semente e colocados em meio de cultura
por quatro dias, no escuro. Nesse periodo é importante a adicao de
reguladores de crescimento que favorecem o desenvolvimento das
brotacdes posteriormente. Um teste foi realizado visando comparar
os reguladores TDZ (tidiazuron) e BAP (6-benzilaminopurina),
adicionados ao meio de cultura separadamente. Foi observado em
um periodo apés o bombardeamento, maior nimero de brotacdes nos
explantes submetidos ao meio com TDZ. Alguns estudos realizados
comprovam esses resultados, onde a utilizagcdo do TDZ nas fases
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iniciais resultou no maior nUmero de brotacdes, se comparado com
outros fitorreguladores (SUJATHA; REDDY, 1998; AHN et al., 2007).

As plantas que passaram pelo processo de transformacao por
biobalistica foram analisadas apés um periodo de quatro meses em
contato com o agente seletivo imazapir. Os meios de cultura utilizados
foram testados visando a maior eficiéncia no processo de regeneracao
dos explantes. Foi constatado que o meio com IBA, AgNO, e imazapir
foi mais eficiente, j& que os explantes apresentaram maior nimero de
brotacdes e raizes. Nesse caso, o periodo em que os explantes foram
submetidos ao meio de cultura sem o agente seletivo (imazapir) por
uma semana propiciou um maior desenvolvimento das brotagdes,
facilitando posteriormente o desenvolvimento dos brotos transgénicos.
A adicao de nitrato de prata ao meio de cultura, associado a auxina
IBA estimulou significativamente o enraizamento dos explantes.

O uso de biorreatores foi uma importante ferramenta visando o
alongamento dos explantes de mamona em cultivo liquido, na
presenca do agente seletivo imazapir. Em plantas onde as brotacdes
nao alongavam, o uso de biorreatores promoveu o desenvolvimento
da parte aérea em aproximadamente 30 dias. Apds esse periodo,
ocorreram problemas de hiperhidricidade do explante, conhecida
como vitrificacdo. A hiperhidricidade é definida como o estado
fisiolégico que a planta apresenta elevado teor de dgua no interior
das células e tecidos com aspecto translicido, o que pode ser
consequéncia da difusao passiva de dgua dentro dos tecidos ou

um disturbio metabdlico da planta (SANTOS et al., 2001).

O processo de cultura de tecidos a que foram submetidos os
embrides que originaram plantas transformadas esta exemplificado
na Figura 1. Os embrides foram retirados da semente e colocados
em meio de cultura com Tmg/L de TDZ por quatro dias no

escuro (Figura 1A), permitindo o crescimento dos primérdios
foliares e facilitando a exposicao do meristema apical durante o
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bombardeamento. Apds o bombardeamento foram observados
explantes com muitas brotacdes (Figura 1B), que foram colocados
em meio de cultura com imazapir para a selecao dos brotos
transgénicos (Figura 1C). Apdés um periodo de selecao, os explantes
supostamente transgénicos alongaram (Figura 1D), originando
plantas alongadas que passaram por analises moleculares para
confirmar a insercdo do fragmento transgene no genoma da planta.

Foram realizados 21 bombardeamentos, totalizando 4.280
embrides bombardeados em duas cultivares comerciais, BRS
Paraguacu e BRS Nordestina, havendo, em ambas, a ocorréncia
de plantas transformadas. Dos 4.280 explantes bombardeados,

Figura 1. Etapas do processo de cultura de tecidos dos explantes de mamona que
passaram pelo processo de bombardeamento. A) embrides retirados das sementes
e submetidos ao meio com TDZ 1mg/L, no escuro, por 4 dias; B) explante apds

o bombardeamento, depois de uma semana no meio de cultura sem regulador de

crescimento; C) explantes em meio de cultura com selecéo (imazapir); D) explantes com

brotacdes alongadas e raizes.
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apenas 86 alongaram, sendo que na maioria iniciou-se o
processo de formacao de raizes. Dessas 86 plantas alongadas,
34 apresentaram a reacdo de PCR positiva para o primer que
amplifica um fragmento do gene ahas, o agente seletivo,
indicando que o fragmento transgene foi inserido na planta.

As mesmas plantas que foram positivas na reacdo de PCR para o
gene ahas foram submetidas a outra andlise de PCR com primers que
amplificam um fragmento entre o promotor 35SCaMV e o fragmento
da ricina do cassete de transformacao. Das 34 plantas analisadas,
apenas dez mostraram amplificacdo do fragmento esperado na anélise
de PCR. Essas plantas foram aclimatadas e analisadas por Southern
blot para identificacao do cassete de silenciamento da ricina.

A frequéncia de transformacéao foi de 0,35% (baseado no nimero
de plantulas geneticamente modificadas, analisadas por PCR, em
relacdo ao numero total de embrides zigéticos bombardeados),
valor dentro do encontrado na literatura. Em trabalhos com
transformacao de mamona mediada por Agrobacterium tumefaciens
foram encontrados valores de frequéncia de transformacéao de
0,08% (baseado em anadlises de PCR, RT-PCR, PCR-Southern

blot e anélise das progénies para deteccao do gene hpt) e 0,42%
(baseado em andlises de Southern blot para deteccédo do gene gus)
(SUJATHA; SAILAJA, 2005; MALATHI et al., 20086). Sailaja et al.
(2008) trabalhando com transformacao de mamona por biobalistica
conseguiram valores de eficiéncia de transformacéo de 1,4%, baseado
em andlises de PCR e Southern blot para deteccdo do gene hpt.

Sementes das linhagens transgénicas foram analisadas por
ELISA para quantificacdo do teor de ricina. Os dados mostram
que 3 linhagens tiveram a quantidade de ricina significativa
diminuida quando comparadas com o controle (Figura 2).

Esses resultados sao extremamente promissores para o
desenvolvimento de linhagens com baixos teores de ricina.
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Linhagens

As geracdes devem ser avancadas para que se identifique
planta com o transgene A-ricina esteja em homozigose. Tem-
se observado que o fendmeno de silenciamento é mais
marcado em linhagens com os transgenes em homozigose.

Consideracodes finais

Devido a importadncia da mamona para a industria e a possibilidade
de utilizar o material residual da extracao do 6leo como fertilizante
ou alimento para animais, ha consideravel interesse em reduzir o
teor de ricina nas sementes usando pesquisas de melhoramento
classico e molecular. No entanto, a compreensao da expressao da
proteina a nivel celular é fundamental para: (1) o desenvolvimento
de: construcdes com sequéncias regulatdrias envolvendo a
adequada expressdo temporal e espacial; (2) o desenvolvimento



88 Engenharia Genética da Mamoneira: Perspectivas para a Destoxificacdo da Ricina

de um método efetivo de rastreamento individual de mutantes/
transformantes com sucesso no bloqueio da expressao do gene da
ricina e (3) a analise de biosseguranca dos eventos transgénicos.

Dessa forma, o presente trabalho buscou estudar a proteina ricina,
permitindo identificar seu acimulo durante o desenvolvimento da
semente de mamona. Além disso, foram obtidas plantas transgénicas
com reducdo no teor da ricina. Essas plantas deverao, em uma préxima
etapa, entrar em um programa de desenvolvimento, em que plantas em
homozigose devem ser analisadas e ensaios com animais devem ser
realizados. As progénies continuaram a ser avaliadas para confirmar a
heranca do silenciamento. Adicionalmente, cruzamentos com linhagens/
variedades com menores teores de ricina/RCA também podem ser Uteis
para a geracado de novas variedades, em associacdo com as linhagens
transgénicas mostrando silenciamento dos genes da ricina/RCA.
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Desafios na destoxificacao
da torta de pinhao-manso

Simone Mendonca
José Anténio de Aquino Ribeiro

Introducao

A fim de diversificar a matriz energética brasileira, promover o
desenvolvimento regional e a geracado de renda, o governo federal
estabeleceu a insercao do biodiesel na matriz energética a partir

de 2005 com o lancamento do Programa Nacional de Producao

e Uso de Biodiesel, sendo a partir de 2008, obrigatéria a adicao

de um percentual de biodiesel ao diesel empregado no setor de
transportes. Muitas fontes de 6leos vegetais podem ser empregadas
a fim de obter biodiesel por transesterificacao, e a escolha da
matéria-prima deve ser sempre baseada em aspectos técnicos e
econdmicos de cada cultura, em cada uma das regioes do Brasil.

O Brasil conta com a maior area potencialmente agricultavel do
mundo, possuindo quase duzentas espécies de plantas oleaginosas

e palméaceas aptas para producao de 6leo para biodiesel, com
destaque para soja, amendoim, girassol, gergelim, nabo-forrageiro,
mamona, dendé, macauba e pinhdo-manso entre outras. No momento,
apenas a soja é cultivada em escala suficiente e tem logistica de
processamento para a producao comercial de biodiesel e, por isso,
cerca de 80% do biodiesel brasileiro provém dessa leguminosa.
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No entanto, a soja possui inconvenientes, como o baixo teor de
6leo (aproximadamente 19%) e consequente baixo rendimento de
6leo por hectare (300 a 700 kg/hectare). Além disso, esbarra em
questodes sociais, econdmicas e ambientais que giram em torno
da producado de um combustivel a partir de uma cultura alimentar
e de commodities (BELTRAO, 2008; CARVALHO, 2012).

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma Euphorbiacea perene,
originaria da América Central, mas amplamente distribuida no
mundo (OVANDO-MEDINA et al., 2011). E considerada uma

das oleaginosas alternativas mais promissoras, pois além da

facil propagacao e ampla adaptacao a diversas condicoes de
solo, possui um alto teor de éleo (em torno de 37%) e boa
produtividade (930 a 1.250 kg de 6leo/hectare) para uma planta
que ainda esta em fase de domesticacao e estabelecimento

do sistema de producao agricola (DURAES et al., 2011).

A producéao do biodiesel gera alguns subprodutos, os quais devem ser
foco de andlises mais detalhadas, pois podem ser fator determinante
para a viabilidade econémica da producao desse combustivel.

Ainda sao incipientes os estudos acerca do aproveitamento desses
subprodutos como elementos de viabilizacdo da cadeia produtiva.

No caso da Jatropha curcas, ap6s a extracdo do 6leo da semente por
processo de prensagem mecanica, ao residuo/coproduto formado da-se
o nome de torta de pinhao-manso, que contém ainda um teor residual
de 6leo que varia de 5 a 14%, dependendo da eficiéncia da extracao.
Quando a retirada do 6leo é feita pela acao de solventes (hexano), gera-
se entdo o farelo de pinhao-manso, com teor de 6leo inferior a 1%, da
mesma forma que ocorre para a soja (MANDARINO; ROESSING, 2001).
Tanto a torta quanto o farelo sdo ricos em nitrogénio, fésforo e potassio
e matéria organica, sendo empregados, por isso, como fertilizante.
Além disso, apresentam alto teor de proteina (no minimo 16%), e por
isso podem ser utilizados como ingredientes de ragcdes para animais.
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Considerando a mais complexa forma de extracdo, que seria

a com solvente a partir do albumen, a partir de uma tonelada

de graos, se produziriam 639 kg de albumen (teor de 6leo em
56,7%) e o potencial de producao de éleo seria de 362 kg. Ou
seja, para obter uma tonelada de 6leo precisariamos produzir, no
minimo, 2,76 toneladas de farelo (MAKKAR; BECKER, 2009).

Apesar deste expressivo volume gerado e caracteristicas nutricionais
apresentadas, o uso da torta para alimentacdo animal ainda nao é
possivel devido a presenca de compostos bioativos, como fatores
antinutricionais (inibidores de tripsina e fitatos), téxicos (curcina e
ésteres de forbol) e alergénicos (proteinas 2S). Os ésteres de forbol sao
0s principais componentes téxicos presentes na torta do pinhdao-manso,
e quando ingeridos podem agir no organismo de forma aguda (resposta
inflamatéria intensa) ou cronica (inducao de tumor). Por ser lipossollvel,
grande parte dos ésteres de forbol é extraida juntamente com o 6leo.
No entanto, quantidades minimas que ficam nas tortas, devido a
extracdao mecanica menos eficiente, por exemplo, jd sdo capazes de
causar danos a diversas espécies animais (MENDONCA; LAVIOLA,
2009; MAKKAR et al., 1997; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Composicao de torta e farelo

Ao realizar comparacoes entre diferentes trabalhos da literatura, é
importante atentar a composicdo do material que se estd estudando,
pois as tortas e farelos de pinhdo-manso podem ser muito diferentes.
Essa variacdo é dependente de alguns fatores como: o material
genético inicial, o método empregado na extracao de 6leo (quimico
ou mecanico) e a utilizacdo de grao descascado ou ainda com o

seu tegumento. A distribuicdo do dleo é desigual nas diferentes
partes do grao. Na Tabela 1, esta representada a composicao das
diferentes partes do pinhdao-manso. A relacdo em peso albumen:casca
geralmente, gira em torno de 65:35 (MAKKAR; BECKER, 2009).
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Na literatura internacional, sdo comuns trabalhos que citam rendimento
de extracao de 6leo em pinhao-manso na faixa de 60%. Este valor
geralmente estéd expresso em relacao ao peso do albumen (que é

a semente descascada) e em base seca (descontando a umidade

do material), com extracao com solventes em escala laboratorial
(MAKKAR; BECKER, 2009). Com base nestes dados de literatura,
muitos produtores criaram expectativas (que foram frustradas) em
obter este nivel de rendimento na extracao industrial aqui no Brasil.
No entanto, nacionalmente, a maioria das tortas é produzida sem
descascamento da semente, e a extracado é feita mecanicamente,

o que leva a um rendimento bastante inferior de 6leo, e uma torta

de composicao diversa do farelo produzido a partir da extracdo com
solvente do albuimen, por dois motivos. O primeiro deles é que a
extracao mecéanica nao é tao eficiente quanto a extracao por solvente,
deixando ainda boa parte de 6leo da torta (6-14%). Outro motivo é
que a casca possui alto teor de fibra, diluindo ainda mais a proteina
existente no residuo. No farelo proveniente do albimen, em base seca
e extracao com solventes, ndao ha residual de 6leo, agua ou fibras
oriundas da casca para diluir a proteina existente, por isso alcancam-
se niveis de 50 a 60% de proteina nesse material (Figura 1).

Devappa e Swamylingappa (2008) compararam residuos obtidos

a partir do mesmo material, por métodos diferentes. Um deles

foi descascado a mao e extraido com solvente em laboratdrio, e
apresentou 60,3% de proteina; ao passo que outro material nao
descascado foi macerado e posteriormente extraido com solvente, e
apresentou 22,1% de teor de proteina. Na Tabela 2 estao apresentadas
as composicoes de algumas tortas farelos de pinhdao-manso.

Durante a extracao do 6leo, os graos de pinhdao-manso passam por
cozimento prévio e esmagamento subsequente em prensas tipo
“expeller”. Por ser lipossollvel, grande parte dos ésteres de forbol
é extraida juntamente com o 6leo, mas permanece também na
torta devido ao fato da extracdao mecéanica nao retirar totalmente o
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6leo presente. Pode-se reextrair esta torta com o uso de solventes
organicos (hexano, etanol, etc). No entanto, no Brasil, por questdes
econdmicas tem predominado o esmagamento mecéanico dos graos.

Quando grandes quantidades de pinhdo-manso estiverem
disponiveis, a extracao com solvente poderia se tornar uma opcao
economicamente viavel, produzindo o farelo (estima-se que seja
necessario para isso processar 200 a 500 toneladas/dia) com
composicao mais apropriada para racao animal. No entanto, mesmo
em amostras com baixo teor de 6leo (0,6%), obtidas por extracédo
com éter de petréleo por 16 horas em equipamento tipo Soxhlet,

encontrou-se concentracdo de ésteres de forbol de 3,85 mg/g
na torta desengordurada (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Figura 1. Casca do fruto, grdo ainda com o tegumento (casca), torta produzida
mecanicamente a partir de grdo com casca e 6leo de pinhdo-manso. (Foto: Daniela

Collares).
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Qual o componente téxico?

Diversos estudos com animais, ruminantes (bovinos e caprinos) e
nao ruminantes (camundongos, ratos, frangos, peixe, humanos),
demonstraram que as sementes sao téxicas, e dependendo da
dose podem levar os animais a morte (ADAM, 1974; AHMED;
ADAM, 1979; EL BADWI et al., 1992). Em ruminantes foram
testadas doses agudas de 2,5 g de sementes/kg de peso do animal/
dia e crénicas de 0,025 g de sementes/kg de peso do animal/dia
por 14 dias. Ambas as doses levaram todos os animais a morte.
O quadro clinico-patolégico envolveu desde diarreia, dispneia,
desidratacao até hemorragia no rimen, pulmdoes, rins e coracao,
congestao e edema pulmonares, associados com alguns achados
patolégicos. Estes e outros efeitos vém sendo relacionados a
presenca nos graos de dois fatores: a curcina e ésteres de forbol.

A curcina ja foi considerada a molécula responsével pela toxicidade do
pinhdo-manso, conforme descrito em publicacoes cientificas (CANO-
ASSELEIH et al., 1989, ADAM, 1974; AHMED; ADAM, 1979; EL
BADW!I et al., 1992) e protocolo de atendimento dos Centros de
Informacdo Toxicolégica (CIT “s) brasileiros. E uma proteina capaz

de inibir a sintese proteica ao nivel ribossomal (proteina inibidora
ribossomal) de forma semelhante a acdo da ricina da mamona sendo,
porém, 1000 vezes menos téxica. Isso se deve ao fato de que a porcao
téxica da curcina nao esta ligada por pontes de dissulfeto a uma
proteina chamada lectina, que é quem promove a entrada da curcina na
célula, necesséria ao inicio da atividade citotdoxica (KING et al., 2009).

As publicacoes de duas décadas atrds buscavam equivocadamente
avaliar processos de destoxificacao aferindo a quantidade presente
de curcina de forma indireta, por meio da determinacao da lectina
(ADERIBIGBE et al., 1997; AREGHEORE et al., 1998;). Por

esse motivo, tortas que pareciam quimicamente destoxificadas,
demonstraram-se téxicas quando administradas a animais
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(MAKKAR; BECKER, 1999; BELEWU, 2008 citado por BELEWU
et al., 2010). A presenca da curcina na semente de pinhdo-manso
nao seria, portanto, uma barreira ao seu uso na nutricao animal.

Os ésteres de forbol sdao as substancias mais téxicas do pinhao
manso, por serem indutores da formacao de tumores e de resposta
inflamatéria. O efeito toxicolégico dos ésteres de forbol é tao
importante que, quando ndo estdo presentes nas sementes, a
“variedade” passa a ser chamada de atéxica, embora os outros
fatores como a curcina e antinutricionais (inibidores de tripsina,
fitato, saponina) continuem presentes (MAKKAR et al., 1997 e
1998a). Além destes compostos, recentemente, foi identificada
por um grupo de pesquisas brasileiro uma proteina com potencial
alergénico semelhante a albumina 2S da mamona (MACIEL et al.,
2009). Até 2009 nao havia comprovacao da existéncia de acessos
atoéxicos no Brasil, havendo registros em algumas regides do México.
Recentemente, o grupo de pesquisa da Embrapa Agroenergia
conseguiu identificar trés acessos no banco ativo de germoplasma
(BAG) (LAVIOLA et al., 2010; LAVIOLA et al., 2011) da Unidade.

Nao é possivel eliminar o éster de forbol por tratamento
térmico, nem tampouco alterar o teor de fitato, mas os
componentes proteicos podem ser desnaturados por um
tratamento térmico adequado (MAKKAR et al., 1997).

Esteres de forbol

Os ésteres de forbol sdo um grupo de substancias téxicas
encontradas nas sementes do pinhdo-manso que agem como
cocarcinogénicos, causando efeito celular e bioquimico adverso
aos animais. Segundo Goel e colaboradores (2007), os ésteres de
forbol imitam a acdo do diacilglicerol (DAG), ativador da proteina
quinase C, a qual regula diferentes sinais de vias de traducao e
outras atividades metabdlicas, ocorrendo naturalmente em muitas
plantas da familia Euforbiaceae e Timelaeaceae (GANDHI et al.,
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1995). A atividade biolégica dos ésteres de forbol é altamente
especifico-estrutural. Eles sdo encontrados em baixissimas
concentracoes, porém, animais que receberam essas substancias
na dieta, manifestaram sinais de intoxicacao (GOEL et al., 2007).

Quimicamente, os ésteres de forbol sdo derivados do diterpeno
tigliane, compostos policiclicos nos quais duas hidroxilas em carbonos
vizinhos sao esterificadas com &cidos graxos. O tetradecanol forbol-
13-acetato (TPA) é um éster de forbol biologicamente ativo disponivel
comercialmente com elevado grau de pureza (Figura 2). O TPA é
utilizado como padrao para ensaios de quantificacdo de ésteres de
forbol, embora nao seja encontrado naturalmente no pinhdo-manso.

Tigliane Forbol

0 €0.(CHy)4oCH3

12-Tetradecanoil-13-acetato de forbol

Figura 2. Estruturas quimicas do diterpeno tigliane, do ntcleo forbol e do
TPA. (Fonte: GOEL et al., 2007).
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Haas e colaboradores (2002) isolaram, a partir de 6leo de
semente de pinhao-manso, seis diferentes ésteres diterpénicos
que foram identificados como ésteres de forbol (Figura 3). Os seis
compostos tém em comum um nucleo 12-desoxi-16-hidroxiforbol,
e foram descritos pelos autores como fatores Jatropha C1 a

C6 conforme a distribuicao de carbonos nas cadeias laterais.

No entanto, ndo existem dados disponiveis sobre possiveis
diferencas de toxicidade entre os fatores Jatropha isolados.

C4ecCs

£ c3 C6

Figura 3. Estruturas quimicas do nucleo 12-desoxi-16-hidroxiforbol (A) e dos fatores
Jatropha C1 a C6. (Fonte: HAAS et al., 2002).

Dados analiticos

A metodologia analitica amplamente utilizada para determinacao dos
teores de ésteres de forbol em amostras de pinhdo-manso baseia-se
na quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em
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fase reversa (octadecilsilano) e deteccao na regiao do ultravioleta (280
nm). O TPA é utilizado como substancia de referéncia, e os teores sao
expressos como ésteres de forbol totais em equivalente de TPA. Os
métodos publicados em diversos trabalhos sao derivados do método
originalmente publicado por Makkar e colaboradores (1997), com
tempo de andlise superior a 80 minutos por corrida cromatografica,
tornando-o invidvel para uso em uma rotina de controle de processo.
O método descrito por Makkar apresenta ainda outras limitacoes,
relacionadas a exatidao e a seletividade, que serao discutidas a seguir.

No que tange a exatidao, a expressao do teor em equivalentes de
TPA pode superestimar a quantidade de ésteres de forbol presentes
na amostra, uma vez que a absortividade molar do TPA em 280
nm é significativamente menor que a dos ésteres naturalmente
presentes no pinhdao-manso. Na Figura 4 sdo apresentados
espectros de absorcdo do TPA na regiao do ultravioleta e de um
éster de forbol tipico encontrado em amostras de pinhao-manso.
Desta forma, a exatidao no processo de quantificagdao sé poderia
ser atingida se cada substancia presente no pinhdo-manso fosse
isolada, caracterizada, avaliada sobre a real potencialidade téxica
e, assim, usada como verdadeiro padrao de referéncia.

A estratégia de isolamento dos ésteres de forbol, no entanto,
apresenta outro desafio: ao coletar individualmente cada uma das
fracGes contendo ésteres de forbol separadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, verificou-se répida degradacao das mesmas
em poucas horas. Essa instabilidade dos ésteres nas fracdes
cromatograficas isoladas contrasta com os resultados encontrados
para os extratos metandlicos brutos obtidos a partir da torta de
pinhao-manso, nos quais os ésteres de forbol levam semanas para se
degradar, mesmo em temperatura ambiente (ROACH et al., 2012).

Outra limitacdo do método disponivel para quantificacdo de ésteres
de forbol refere-se a seletividade, especialmente quando se deseja
avaliar o efeito de tratamentos quimicos ou biolégicos em processos
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de destoxificacdo. Os espectros B e C apresentados na Figura 4 sao
derivados de picos cromatograficos obtidos a partir de extratos de igual
concentracao de torta de pinhdo-manso antes e depois de processo
microbiolégico de destoxificacdo. O espectro C corresponde a um

pico intenso obtido apds o tratamento microbiolégico da torta. O pico
apresenta tempo de retencao compativel com a regidao onde eluem

os picos de ésteres de forbol, e maximo de absorcao na regidao do
ultravioleta em torno de 280 nm, mas apresenta intensidade quatro
vezes superior a dos picos observados previamente ao tratamento.
Utilizando somente um detector de arranjo de diodos, nao é possivel
distinguir se o referido pico corresponde a um éster de forbol ou a
algum metabdlito desconhecido do microrganismo empregado, gerando
um fator complicador para a avaliacao da efetividade do processo.

As limitacdes do método proposto por Makkar e colaboradores
(1997) podem ser superadas utilizando novas técnicas analiticas

e diferentes técnicas de deteccdo. A utilizacao de novas colunas

com tamanho de particula reduzido e maior eficiéncia de separacao,
aliada a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), oferecem
perspectiva para ganho em resolucao dos picos de ésteres de forbol

e reducdo do tempo de andlise em até 10 vezes, aumentando a
produtividade e reduzindo significativamente o consumo de solventes.
O acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas
é uma alternativa racional para contornar o problema da seletividade,
permitindo avaliar, com maior seguranca, o efeito de processos
quimicos e microbiolégicos de destoxificacao de torta de pinhdo-manso.
Testes preliminares ja estao sendo realizados na Central de Andlises
Quimicas e Instrumentais da Embrapa Agroenergia, e os resultados
obtidos até o momento sdao promissores (ABDELNUR et al., 2012).
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Figura 4. Espectros de absorcdo no ultravioleta do TPA (A), de éster de forbol tipico
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Processos de destoxificacao da torta

A transformacao da torta de pinhdo-manso em um produto atéxico
(auséncia de éster de forbol) que possa ser usado para alimentacao
animal despertou a atencao de diversos pesquisadores no mundo

e alguns avancos tem sido realizados (Tabela 3). No México,

onde existe a variedade atdxica, € comum as pessoas torrarem as
améndoas antes de ingeri-las. A torragem afeta apenas os inibidores
de tripsina e a atividade da lectina (MAKKAR et al., 1998b), mas

0s outros componentes nao sao afetados pelo tratamento térmico
(ADERIBIGBE et al., 1997). O calor umido é mais eficiente em reduzir
a atividade da lectina que o calor seco (AREGHEORE et al., 1998).
Foi observado por Chivandi e colaboradores (2004) que a extracao
por solvente dupla (hexano e etanol) associadas com o calor imido
(autoclavagem) foi capaz de inativar totalmente os inibidores de
tripsina e lectinas. A extracdo com solvente dupla (éter de petrdleo
e etanol) associada ao tratamento com bicarbonato de sodio
(0,07%) além de eliminar o efeito das lectinas, reduziu em 95,8%

o teor de éster de forbol (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Em 1999 Makkar e Becker, na Alemanha, conseguiram produzir torta
destoxificada que, ao ser oferecida aos animais, ndo causou morte ou
qualquer outro dano; no entanto este trabalho foi realizado a partir das
variedades mexicanas atéxicas. Recentemente, em 2010 foi publicado
um novo estudo deste grupo (KUMAR et al., 2010) que alega ter
chegado a destoxificacao da torta, sendo a mesma testada em carpas.
O estudo trata do descascamento do grao, extracao com solvente, e 0
processo envolve tratamento com élcali, seguido de dois tratamentos
com alcool de cadeia curta (metanol ou etanol), com aquecimento,
filtracdo e posterior autoclavagem. Em 2011 foi depositado pedido

de patente (MAKKAR; BECKER, 2011) de uma estratégia de
destoxificacao ainda mais complexa, com extracado de proteina em pH
bésico, centrifugacao, precipitacdao no ponto isoelétrico associada a
adicao de metanol para auxiliar na destoxificacao, nova centrifugacao,
lavagem do precipitado com alcool e posterior autoclavagem. Este
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grande nuimero de operacdes poderia inviabilizar economicamente
a producao de ingrediente para aplicacdo em racdo animal.

Tratamentos baseados em fermentacdo em estado sélido também
sdo empregados (BELEWU et al., 2010; JOSHI et al., 2011; XIAO

et al., 2011). A inclusdo de microrganismos capazes de degradar as
substancias téxicas é uma estratégia promissora, e em alguns casos
os tratamentos levam a menores teores de ésteres de forbol que
aqueles obtidas por tratamento quimico (BARROS et al., 2011; XIAO
et al., 2011). No entanto, a cinética dos processos fermentativos é
mais lenta e para tratamentos em larga escala podem ser necessarias
grandes éareas. Além disso, é necessario aprofundar-se no estudo

da seguranca do produto final, uma vez que estes microrganismos
podem secretar substancias nocivas, tornando o produto semelhante
ou pior que as da torta original (SINGH et al., 2010). Nesse sentido,
o acompanhamento de cada fase da destoxificacdo é necessério.

A Embrapa Agroenergia vem desenvolvendo pesquisas em
duas estratégias, sempre focando em processos simples

e de baixo custo para serem viadveis economicamente
para produtores de pequeno e médio porte.

A primeira estratégia refere-se a identificacdo de materiais genéticos
cujos graos nao apresentem toxidez (éster de forbol) e a posterior
incorporacao desta caracteristica em cultivares comerciais. O éster
de forbol é predominante na maioria dos acessos, na faixa de

0,82 a 3,85 mg/g de albimen (MAKKAR et al., 1998). A Embrapa
Agroenergia esté constituindo e caracterizando um banco ativo de
germoplasma (BAG) de pinhdao-manso com acessos do Brasil, e
exterior, particularmente da América Central, onde esta o provavel
centro de origem da espécie e variedades consideradas atéxicas. Por
meio de caracterizacao fenotipica, identificaram-se alguns materiais
contrastantes, e dentre estes foram identificados trés acessos de
origem brasileira que podem ser considerados atéxicos (LAVIOLA et

109
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al., 2010). Estes, no entanto, parecem apresentar menor rendimento
e maior susceptibilidade a pragas. Atualmente cruzamentos estdo
sendo realizados para buscar auséncia de toxidez e boa produtividade.

A segunda estratégia refere-se ao uso de um dos tratamentos:
a) processos de extrusao termoplastica associada ao uso

de aditivos quimicos, b) lavagem com solventes ou, c)
biotransformacao (uso de fungos/leveduras). O objetivo principal
dos tratamentos é a destoxificacao da torta com foco na
retirada ou na modificacdo da molécula dos ésteres de forbol,
de forma que a mesma perca sua atividade téxica, além da
reducdo da alergenicidade e da atividade antinutricional.

Nos experimentos de bancada para a extracdo com solventes foram
testados diferentes tempos de extracao, temperaturas, a sequéncia
dos solventes, e os resultados foram aferidos na forma de teor de 6leo
e ésteres de forbol extraidos. O tratamento, que usou solventes de
diferentes polaridades, em sequéncia, alcancou o melhor resultado,
com reducao de aproximadamente 90% do teor de ésteres de
forbol. Quando as mesmas condicdoes foram ampliadas para a escala
piloto, extraindo em bateladas de 25 kg, esta reducao foi menos
eficiente, mas mesmo assim apresentou importante reducao, na
casa dos 83%. Este experimento piloto foi repetido em dois anos
diferentes, com a mesma eficiéncia. O teor de ésteres de forbol na
torta in natura (torta semi-desengordurada) era de 0,92 mg/g e o
material tratado com solvente ficou com 0,16 mg/g de amostra.

No tratamento por extrusao, foram processados dois tipos de
torta de pinhdo-manso: semidesengordurada e desengordurada,
oriundas do tratamento com solventes em escala piloto. As
varidveis independentes analisadas foram: temperatura na terceira
zona da extrusora (°C), umidade das misturas (%U), e porcentual
de cal ou de hidréxido de sédio ou peréxido de hidrogénio (%).

O efeito combinado das varidveis foi analisado para observar a
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incidéncia nos fatores determinantes. Foi conduzido um experimento
estatisticamente delineado em metodologia do tipo central composto
rotacional de segunda ordem, com trés niveis. O equipamento
utilizado na fase inicial, para realizar todos os tratamentos foi uma
extrusora Brabender monorosca DSE 20DN (Duisburg, Alemanha).

A adicao de cal, per6xido de hidrogénio e hidréxido de sédio nas
diferentes condicdes de processo avaliadas e o tipo de torta de
pinhdo-manso utilizado (semi-desengordurado e desengordurado)
tiveram efeitos significativos na extrusabilidade, nas propriedades
tecnoldgicas e nos fatores antinutricionais e téxicos das tortas semi-
desengorduradas e desengorduradas de pinhdao-manso extrusadas
(COSTA et al, 2010; FERREIRA et al., 2010; ORTIZ et al., 2010).
Neste estudo ndo houve correlacao entre a reducao de teor de
compostos antinutricionais e dos ésteres de forbol. A reducao da
acao citotéxica in vitro da curcina foi maior nos tratamentos com

cal. E dentre os 120 tratamentos estudados, aquele que promoveu
maior reducdo de ésteres de forbol (aproximadamente 98%) foi o que
empregou torta desengordurada e adicdo de aproximadamente 4% de
hidréxido de sédio, em determinadas condicdes de extrusao. Ainda
estao sendo testadas formas de fazer scale up dessas condicoes.

No tratamento com microrganismos compararam-se fungos isolados a
partir da prépria torta de pinhdao-manso com outros conhecidamente
produtores de esterases. O microrganismo predominante foi isolado

e identificado, e com 15 dias de fermentacdo em estado sélido

houve reducdo de 83% dos ésteres de forbol. Novos testes estédo
sendo executados e sera testada a associacdo com tratamento

com solventes e avaliada se houve ou ndo a formacao de outros
metabolitos flingicos potencialmente perigosos aos animais.

Em experimentos in vivo de desempenho de 24 ovinos por
60 dias, comparam-se animais que receberam feno de tifton
(Cynodon dactylon) ad libitum (volumoso) e com a substituicao
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de 20, 40 e 60% do concentrado com torta de pinhdo-manso
naturalmente atéxica ou tratada com solvente (reducdo de 80%
dos ésteres de forbol) atingindo sempre 20% de proteina bruta,
comparando-se com grupo controle que era de concentrado

de soja sem a inclusdo da torta (OLIVEIRA et al., 2013).

No experimento com a torta tratada, a ingestao média de concentrado
e de volumoso encontrada (782,5 g/dia) foi avaliada como abaixo
da recomendacao, com excecao do grupo controle (890,30 g/

dia), quando comparadas com a recomendacao para ovinos com
maturidade tardia do National Research Council (2007), de 820 g
de matéria seca (MS)/dia para animais de 20 kg de peso vivo e de
1,05 kg de MS/dia para animais com 30 kg de peso vivo. Tanto o
consumo total (g/dia), ganho médio diario de peso (GMD) (g/animal/
dia) e a conversao alimentar apresentaram reducao a medida que

a torta destoxificada foi incluida na dieta, representando assim
relacdes lineares negativas. Dessa forma, o consumo de MS total
foi menor no grupo que recebeu dieta contendo 60% de pinhao-
manso no concentrado (Figura 5), provavelmente ocasionado

pela menor aceitabilidade do pinhdao-manso descrita por Makkar e
colaboradores (1998a), devida a presenca dos ésteres de forbol.

Observa-se, assim, que a torta de pinhdo-manso destoxificada
com solventes nao foi bem aceita pelos animais (baixo
consumo de concentrado) e que o consumo do volumoso
também foi afetado quando comparada a dieta controle.

Essa reducao no consumo também foi observada por Aradjo

e colaboradores (2010) que encontraram valores médios de
1444,92, 298,48, 191,45 e 88,68g/dia para a inclusao de O,
15, 30 e 45% de casca do fruto do pinhdo-manso na dieta.

No experimento com o material naturalmente atéxico o GMD variou

de 116 a 137 g/animal/dia ndo havendo diferenca significativa entre

os tratamentos (Tabela 4). Esses valores estao préximos daqueles
encontrados em ovinos da raca Santa Inés com dieta contendo 60% de
volumoso e 40% de concentrado em animais confinados (LOUVANDINI
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et al., 2007). Da mesma forma nao houve diferenca na conversao
alimentar (P<0,05), mesmo para o tratamento que recebeu 60%

de torta de pinhdo-manso atéxica e o controle, o que sugere bom
aproveitamento da racdo e comprovando que nao houve problemas

de aceitabilidade da torta de pinhdo-manso atéxica. Ou seja, uma vez
resolvida a questao da toxidez, nutricionalmente a torta de pinhao-
manso é tao vantajosa quanto o concentrado de soja (OLIVEIRA, 2013).

Os dados referentes as pesagens e caracteristicas das carcacas deste
teste de desempenho tais como o peso final, peso em jejum, peso

da carcaca quente (PCQ), peso da carcaca fria (PCF), rendimento

de carcaca quente (RCQ) e as perdas no resfriamento (PR) foram
semelhantes em todos os tratamentos; e o rendimento da carcaca
fria (RCF) apresentou regressao linear positiva, com sutil melhora no
rendimento com o maior nivel de inclusao de torta, que pode ter sido
ocasionado pela alta degradabilidade que a torta atéxica apresentou
segundo dados descritos nos ensaios in vitro (OLIVEIRA, 2013).
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Figura 5. Consumo total (g/dia) em funcéo da inclusdo da torta de pinhdo-manso
destoxificada. (Fonte: OLIVEIRA, 2012)
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Os resultados sugerem que o residuo de pinhao-manso atéxico (ndao

havendo presenca do éster de forbol), anteriormente descartado pelas

indUstrias por nao ter valor econdmico, pode ser utilizado na nutricao
de ruminantes com bons resultados econdmicos e de producao.
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Consideracdes finais

Os estudos realizados até o momento demonstram ser viavel

a utilizacado da torta de pinhdao-manso na dieta de ruminantes
desde que completamente isenta de ésteres de forbol. Para
melhor controle da eficiéncia de cada processo é necessario

o desenvolvimento de metodologias analiticas mais precisas e
rapidas, antes dos bioensaios. Estudos de viabilidade econ6mica e
scale up ainda sao raros, o que nao permite, até o momento, que
as tecnologias sejam disponibilizadas para o setor produtivo.
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Introducao

Jatropha curcas Linnaeus (1753) pertence a familia Euphorbiaceae, a
mesma da mamona (GANDHI et al., 1995). Trata-se de uma espécie
nativa da América Tropical e bastante cultivada na Africa e na Asia
(HAAS et al., 2002). Essa planta vem sendo utilizada para prevenir
e, ou controlar erosdes, para formar cerca viva, especialmente

para conter animais de fazenda (HELLER, 1996) e possui, ainda,

um consideravel potencial na producao de biodiesel (KUMAR;
SHARMA, 2008; LU et al., 2009) e biogads (DHANYA et al., 2009).

O biodiesel é produzido a partir de 6leos vegetais, comestiveis e

nado comestiveis e de gorduras animais, por meio do processo de
transesterificacdo (OPENSHAW et al., 2000). Esse processo utilizando
a polpa do fruto de pinhdo-manso libera um residuo sélido denominado
de torta (OPENSHAW et al., 2000; PATIL; DENG, 2009). A torta
obtida como subproduto da extragcdo do 6leo € um material complexo
e apresenta composicao diversificada contendo celulose, hemicelulose,
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lignina, extrativos, dgua, sais minerais, proteinas (GUBITZ et al.,

1999; SRICHAROENCHAIKUL et al., 2007), ésteres de forbol e fatores
antinutricionais (MAKKAR et al., 1997). A torta contém ainda curcina,
uma proteina téxica, similar a ricina oriunda da extracado do 6leo da
mamona, o que a torna improépria para a alimentacdo animal (GOEL et
al., 2007). Contudo, a destoxificacao desses residuos pode permitir a
utilizacdo como suplemento alimentar rico em proteinas na alimentacao
de aves, suinos, bovinos e peixes (GUBITZ et al., 1999; STAUBMANN
et al., 1999). Com isso, o obstaculo crucial no estabelecimento

de J. curcas como uma cultura comercial seria superado devido a
destoxificacdo das sementes e do préprio 6leo (HAAS et al., 2002).

Compostos toxicos do fruto de pinhdo-manso

A toxicidade das sementes de J. curcas é atribuida,
principalmente, a um grupo de ésteres diterpénicos denominados
ésteres de forbol, que estdo presentes em variedades téxicas,
mas ausentes ou em quantidades traco em variedades nao
téxicas oriundas do México (MAKKAR et al., 1998).

Os ésteres de forbol ativam a proteina quinase C (SILVA

et al., 1995; MORAES et al., 1996; SLATER et al., 2002;
SARAIVA et al., 2004), uma enzima chave na transducéao

de sinal em resposta a varios hormoOnios e a processos de
desenvolvimento da maioria das células e tecidos animais.
Assim, a ativacdo de quinase C por interacao prolongada com
forbol pode levar a resposta mitogénica e, consequentemente,
a geracao de tumor (ROTENBERG; WEINSTEIN, 1991).

Estudos da composicao quimica de J. curcas levaram a suposicao de
que as sementes dessa oleaginosa contém até seis tipos de ésteres de
forbol (ADOLF et al., 1984; WINK et al., 2000; HAAS et al., 2002).

Os ésteres de forbol ndo podem ser eliminados pelo tratamento
térmico, por serem estaveis e suportarem temperaturas elevadas
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(AREGHEORE et al., 2003). No entanto, é possivel reduzir a
concentracao desses compostos por meio de tratamentos quimicos
(MAKKAR et al.,, 1997; HAAS; MITTELBACH, 2000) ou associacéo
entre tratamento fisico e quimico (AREGHEORE et al., 2003).
Segundo Aregheore e colaboradores (2003), essa associacao
parece ser mais benéfica, pois além de reduzir as concentracdes dos
forbdis, neutraliza também a lectina das sementes de J. curcas.

Além dos ésteres de forbol presentes no fruto de pinhdao-manso,
encontra-se também uma proteina téxica, denominada curcina. Essa
proteina isolada de sementes de J. curcas, apresenta duas cadeias
polipeptidicas e, em estudos /in vitro, é capaz de inibir a sintese proteica
(STRIPE et al., 1976; KUMAR; SHARMA, 2008). Curcina, também
denominada de proteina inativadora de ribossomo, provoca irritacao na
mucosa grastrointestinal e tem agcdao hemaglutinante (BARBIERI, 1993).

Fatores antinutricionais presentes no fruto de pinhao-
manso

O 4cido fitico ou acido hexafosférico mio-inositol € um composto
encontrado nas sementes de plantas (FRANCIS et al., 2001),
formado durante o processo de maturacdo (TORRE et al., 1991).
Esse 4cido tem efeito negativo na disponibilidade de alguns minerais,
por exemplo, célcio, ferro, zinco e fésforo (GRAF; EATON, 1984;
ULLAH; PHILLIPPY, 1994; LIANG et al., 2009) e na digestao de amido
(YOON et al., 1983). Devido a acao quelante, o acido fitico forma
complexos insoliveis com esses minerais (GRAF; EATON, 1984) e
também com proteinas e aminoacidos (RAVINDRAN et al., 1999),
dificultando a digestdo e, consequente, absorcado desses nutrientes.
A semente de J. curcas possui alta concentracao desse acido, o qual
pode representar até 10% da massa seca (MAKKAR et al., 1997).

Apesar do acido fitico ser considerado estavel ao calor (DESHPANDE;
DAMODARAN, 1990), resultados demonstram reducao significativa
do teor desse fator antinutricional presente em alimentos e/ou racéo
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animal, pela temperatura de cozimento e de esterilizacdo em autoclave
por diferentes periodos de tempo (CARLSON; POULSEN, 2003;
PORRES et al., 2004; REHMAN; SHAH, 2005). Por outro lado, na
racao animal, principalmente de peixes e aves, tem sido adicionado
enzima fitase de origem microbiana para eliminacado desse acido e
também para aumentar a disponibilidade de minerais, proteinas e
aminoéacidos (AHMAD et al., 2000; DENSTADLI et al., 2007). A enzima
fitase pertence a familia das enzimas histinas fosfatases acidas, que
catalisam a hidrélise do acido fitico e gera inositol e fosfato inorgénico
(ULLAH; PHILLIPPY, 1994). Essa fosfatase tem sido identificada em
varios géneros de fungos (COLLOPY; ROYSE, 2004; RAMACHANDRAN
et al.; 2005) e em vegetais (GARCHOW et al., 2006).

Os taninos sao polifendis de origem vegetal soliveis em dgua e em
solventes polares (MAKKAR; BECKER, 1998). O teor desses taninos
no fruto de J. curcas é considerado baixo, representando apenas

3% da massa seca (MAKKAR et al., 1998). Os taninos também sao
considerados fator antinutricional por inibir a digestdao de proteinas
(REHMAN; SHAH, 2005). Em razao da capacidade de precipitar
proteinas, a adstringéncia de alguns frutos e plantas é provocada pela
formacao de complexo insoldvel com esses nutrientes (REED, 1995).

As concentracdes de taninos presentes em alimentos vegetais podem
ser reduzidas por tratamento térmico, e temperatura de cozimento
(REHMAN; SHAH, 2005; SOMSUB et al., 2008; WANG et al., 2009),
ou podem ser degradados por fungos (FAN et al., 2006; ALEMAWOR
et al., 2009). Essa degradacao biolégica deve-se a atividade da enzima
tanino-acil-hidrolase, denominada de tanase. Essa enzima hidrolisa a
ligacdo éster em taninos, liberando glicose e acido gélico (BANERJEE
et al., 2005) e pode ser sintetizada por fungos (SHARMA et al., 2008)
e bactérias (AGUILAR et al., 2001) na presenca de acido tanico.
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Destoxificacao bioldgica da
torta de pinhao-manso

A reducéao dos teores de ésteres de forbol abaixo do nivel considerado
téxico é de 95% dos teores de fatores antinutricionais pode ser
obtida pela inoculacao de Pleurotus ostreatus (pedido de patente

n® 182 Universidade Federal de Vicosa, 2012, INPI BR 10 2010
002912-0). A remocao dos ésteres de forbol a esse nivel ainda nao
foi conseguido, nem com tratamento térmico nem com tratamento
quimico aplicado a torta de pinhdao-manso (AREGHEORE et al., 2003,
HAAS; MITTELBECH, 2000). Em adicao, nao foi observado nenhum
sintoma clinico de intoxicacao em cabritos alimentados com a torta
de pinhdo-manso colonizada por P. ostreatus (PEREIRA, 2011). Esses
dados confirmam a destoxificacao biolégica da torta de pinhdo-manso.

Os substratos a base da torta de pinhdo-manso e residuos
agroindustriais foram preparados, conforme mistura apresentada
na Tabela 1, com umidade em 75% da capacidade de retencéo.
De cada substrato foram pesados 1,5 kg e colocados em sacos de
polipropileno com capacidade de 2 kg. Em seguida, os substratos
contidos nos sacos foram autoclavados a 121°C por 1 h. Apéds
esterilizacdo e resfriamento, esses substratos foram inoculados
com micélio de P. ostreatus e incubados a 25°C por 45 dias.

Tabela 1. Composicao do substrato e proporcédo dos residuos agroindustriais
adicionados a torta de pinhao-manso para cultivo de Pleurotus ostreatus

To Torta 20 0
ToSe10 Torta + 10% de serragem de eucalipto 18 2

ToCe10 Torta + 10% de casca de eucalipto 18 2
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A composicao quimica dos substratos, antes e depois do tratamento
térmico a 121°C, e os principais minerais presentes na torta de pinhao-
manso estdo apresentados na Tabela 2. A composicdo dos substratos
foi bastante alterada depois do tratamento térmico, e em geral, houve
uma significativa redugcao da composicao, principalmente de lignina,
celulose, ésteres de forbol e fatores antinutricionais (Tabela 2).

Apés 15 dias de inoculacéao, verificou-se a completa
colonizacao dos substratos contidos nos sacos de
polipropileno por P. ostreatus PLO 6 (Figura 1).

Figura 1. Crescimento micelial de P. ostreatus PLO 6 em substratos a base da torta de

pinhdo-manso ou em mistura com residuos agroindustriais ap6s 15 dias de incubacéao.
S1 - Torta, S5 - Torta + 10% de serragem de eucalipto e S12 - Torta + 10% de casca

de eucalipto.

Degradacdo de ésteres de forbol

A degradacao de ésteres de forbol por P. ostreatus PLO 6 foi de até
99%, apds 60 dias de incubacao. Essa alta percentagem de degradacao
foi maior que as obtidas em processos quimicos de desodorizacao,
desacidificacdo e branqueamento aplicados ao 6leo e a semente

de J. curcas (HASS; MITTELBACH, 2000; RAKSHIT et al., 2008).
Esses mesmos processos quimicos, com excecao do branqueamento
(AHMED; SALIMON, 2009) e tratamentos com diferentes produtos
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quimicos (AREGHEORE et al., 2003) aplicados a semente de J.
curcas, nao foram eficientes na reducado desses compostos.

Além disso, depois de 45 dias de incubacado com P. ostreatus, a
concentracao residual de ésteres de forbol foi em média 2x10*
mg g' da massa seca. Esta concentracdo é menor do que o nivel
toleravel (0,09 mg g', AREGHEORE et al., 2003). Portanto, P.
ostreatus tem a capacidade de degradar ésteres de forbol oriundos
da torta de pinhdo-manso, e assim, destoxificar esse residuo
proveniente de matéria-prima usada para a producao do biodiesel.

Degradacdo de fatores antinutricionais

Independente do substrato, a degradacao de taninos por P. ostreatus
PLO 6 foi crescente em funcao do tempo de incubacao, com maior
percentagem de reducao (90%) entre 15 e 30 dias de incubacao

nos substratos com casca de eucalipto (DA LUZ et al., 2013). A alta
capacidade de degradacao desses compostos foi também mostrada
em Pleurotus sp cultivado em cascas de café por 60 dias de incubacao
(FAN et al., 2006), P. sajor-caju em residuos de café (WONG; WANG,
1991) e P. ostreatus em casca de cacau (ALEMAWOR et al., 2009).
A degradacao de taninos pode estar relacionada a atividade de
tanase, cuja presenca ja foi relatada em diferentes géneros fungicos,
a exemplo de Aspergillus (BATRA; SAXENA, 2005; AGUILAR et

al., 2001), Penicillium (BATRA; SAXENA, 2005; SHARMA et al.,
2008) e Paecilomyces (BATTESTIN; MACEDO, 2007). Portanto, P.
ostreatus PLO 6 mostrou-se capaz de degradar taninos presentes na
torta de pinhdao-manso e também nos outros substratos utilizados.

O 4cido fitico presente nos substratos foi degradado pela

acao da enzima fitase, liberando inositol e fosfato inorgéanico
(ULLAH; PHILLIPPY, 1994; DA LUZ et al., 2013). A presenca
dessa enzima ja foi mostrada em diferentes géneros de fungos,
como Aspergillus (ULLAH; PHILLIPPY, 1994; WYSS et al.,
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1999), Agaricus, Lentinula, Pleurotus (COLLOPY; ROYSE,
2004) e Rhizopus (RAMACHANDRAN et al., 2005).

A atividade de fitase foi capaz de reduzir em 95% a concentracao
de acido fitico (DA LUZ et al., 2013). O alto nivel de degradacao
desse fator antinutricional pela atividade de fitase microbiana foi
também mostrado em meio de cultura com adicdo de residuos de
colza (EI-BATA; KAREM, 2001) e também em diferentes alimentos
(CARLSON; POULSEN, 2003, LIANG et al., 2009). Além da reducao
de acido fitico, a adicao de fitase em racGes animais, objetiva a maior
disponibilidade de minerais, tais como fésforo, célcio, zinco e ferro
(AHMAD et al., 2000; LIANG et al., 2009), pois esse acido forma
complexos insoluveis com céations di e polivalentes, comprometendo
a biodisponibilidade desses minerais (LIANG et al., 2009).

Pode-se concluir que P. ostreatus PLO 6 tem a capacidade de degradar
fatores antinutricionais, como taninos e acido fitico, presentes na
torta de pinhdo-manso e nos outros substratos, possibilitando a
utilizacdo desses residuos na racao animal. Além disso, a possibilidade
da producdo e da extracao da enzima fitase para ser utilizada em
alimentos ou como suplemento em ragcao animal é promissora.

Utilizacao da torta de pinhao-manso

Alimentacao animal com torta bio-destoxificada

A alimentacédo corresponde de 55 a 75% dos custos de producéo
de ruminantes, dependendo da atividade e tipo de exploracao
(HADJIPANAYIOTOU, 1987). A utilizacao de alimentos
alternativos, como os residuos e subprodutos agricolas, representa
uma forma de minimizar os gastos com alimentacao.
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Dentre os residuos da cadeia de producao do biodiesel a partir
do pinhdo-manso, a torta apresenta potencial de uso como
alimento proteico na dieta de ruminantes. Porém, a presenca
de compostos téxicos tem limitado essa alternativa, havendo
necessidade de submeté-la a um processo de destoxificacao.

Em experimento conduzido no Setor de Caprinocultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, em
Vicosa — MG, utilizando 24 fémeas caprinas da raca Alpina, com

idade média de cinco meses e 20 = 1,5 kg de massa corporal, foram
avaliados os efeitos da inclusdo de diferentes niveis de torta de pinhao-
manso bio-destoxificada na dieta. O ensaio experimental teve duracao
de 72 dias, sendo 12 dias de adaptacao as dietas e 60 dias para coleta
de dados. Os niveis de inclusao estudados foram: 0, 7, 14 e 20% na
matéria seca da dieta (PEREIRA, 2011). A inclusado da torta de pinhao-
manso as dietas promoveu aumento no consumo de matéria seca, e
nao foi observado nenhum sintoma clinico de intoxicacao ou alteracoes
nos padrdes hematoldgicos e bioguimicos no sangue dos animais
utilizados. Portanto, a torta de pinhdo-manso bio-destoxificada pode
ser utilizada com seguranca, em até 20% da matéria seca na dieta de
caprinos como alimento alternativo, como sugere o estudo realizado.

Producao de enzimas

A colonizacao fungica da torta de pinhdao-manso, além de destoxificar
esse residuo do biodiesel, produz diversas enzimas de interesse
industriais, como por exemplo, as enzimas ligninoceluloliticas (lacase,
manganés peroxidade, celulases e xilanases), tanases e fitases.

A producédo dessas enzimas para diversas aplicacoes na industria
téxtil, vinicola, alimenticea e em processos de biorremediacao de
poluentes industriais, pode ser obtida apdés a fermentacao semissdlida
da torta de pinhdao-manso com fungos da podridao branca.

Em trabalho realizado utilizando a torta de pinhdo-manso no
Laboratério de Associacao Bioldgica Micorrizicas/UFV foi observada
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a producao e atividade das enzimas descritas por P. ostreatus
e outros fungos da podridao branca (DA LUZ, 2009). O grupo
estd na etapa de purificacdo e aplicacao dessas enzimas para
eliminar compostos téxicos e fatores antinutricionais da torta de
pinhdo-manso sem a necessidade de incubagcdo com o fungo.

Producdo de cogumelos

Os cogumelos P. ostreatus possuem alto valor nutricional e sao
fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas B,, B, e B, e minerais
(DUNDAR et al., 2009). A producao desse alimento utilizando

a torta de pinhdo-manso é uma alternativa interessante, mas
requer outros estudos, pois foi observado que os cogumelos
podem absorver os ésteres de forbol do substrato.

Os substratos foram preparados conforme Tabela 1. Os sacos de
polipropileno contendo os substratos com crescimento micelial (Figura
1), apdés 28, 43 e 58 dias de incubacao, foram colocados na camara
fria a 10°C por 48 h ou mergulhados em agua fria pelo mesmo tempo.
A frutificacdo dos cogumelos foi realizada em ambiente refrigerado
com temperatura controlada em 18°C (Figura 2). A colheita foi
realizada com o chapéu fechado, por ter mais valor comercial.

Independente do substrato, observou-se alta produtividade de
cogumelos durante 60 dias de incubacdo, com maior producao
nos substratos com serragem e casca de eucalipto (Tabela 3).

Figura 2. Cogumelos produzidos pelo
de P. ostreatus PLOG6 crescidos em

substratos a base da torta de pinhao-
manso ou em mistura com diferentes

residuos agroindustriais.
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Foi evidenciada a presenca de ésteres de forbol nos cogumelos de P.
ostreatus, o qual foi influenciado de forma decrescente em funcéao

do tempo de incubacado (DA LUZ et al., 2013). Essa concentracao de
ésteres de forbol absorvida pelos cogumelos, independentemente do
tempo de incubacéo, foi 1000 vezes menor que a concentracao desses
compostos encontrada em variedade de J. curcas, nao téxicas do
México (MAKKAR et al., 1998, DA LUZ et al., 2013). A variedade de
J. curcas cultivada no México apresentou concentracao de 0,11 mg g™
de ésteres de forbol, e nao foi tdxica para peixes, ratos e frangos
(MAKKAR; BECKER, 1998). Segundo esses autores, as sementes
dessas variedades nao téxicas sao consumidas por humanos e frangos.
Porém, concentracdes iguais ou maiores a 0,8 mg g’ ocasionaram
diarreia em suinos (CHIVANDI et al., 2006); reducao do apetite e da
atividade motora em ratos (RAKSHIT et al., 2008), como também,
irritacdo e necrose na pele de ratos, coelhos e camundongos (GANDHI
et al., 1995). A alta concentracdo desse composto causa também
inibicdo da proteina quinase C em ratos (MORAES et al., 1996) e em
células do fibroblasto (SLATER et al., 2002). Portanto, os cogumelos P.
ostreatus produzidos na torta de pinhdo-manso devem ser utilizados em
experimentos com animais para comprovar a auséncia de toxicidade.

Tabela 3. Produtividade de cogumelo P. ostreatus PLO 6 incubado
durante 60 dias em substrato a base da torta de pinhdo-manso.

33 9,491 21,456 27,121
45 1,645 7,838 5,438
60 0] 0,433 0

Total 11,036 29,727 32,5659
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Consideracdes finais

O residuo de pinhdo-manso tende a aumentar com a producéo

de biodiesel e devido a essa abundancia é preciso dar um destino
adequado ao mesmo. Ao longo deste capitulo apresentamos o
desenvolvimento de nova tecnologia para destoxificar a torta de
pinhdo-manso, bem como suas aplicac6es, com intuito de adicionar
valor econdmico e minimizar possiveis danos ambientais causados pelo
descarte inadequado desse residuo. Sabemos da necessidade de mais
estudos para consolidacdo do uso do pinhdao-manso na cadeia produtiva
do biodiesel. No entanto, por enquanto, podemos concluir que:

e P. ostreatus tem capacidade de degradar ésteres de forbol, acido
fitico, taninos e compostos ligninocelulésicos encontrado na torta
de pinhdo-manso;

e Torta de pinhdo-manso destoxificada com P. ostreatus apresenta
alto potencial para ser utilizada na alimentacédo de caprinos, em até
20% na matéria seca total da dieta.

e A torta de pinhdo-manso apresenta potencial para ser utilizado
como substrato para producao de cogumelos, um alimento com
alto valor nutritivo. No entanto, mais estudos devem ser realizados
quanto a inexisténcia de atividade toxica e, assim, garantir a segu-
ranca alimentar.
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Introducéo

A partir do estimulo do governo brasileiro a adicao de biodiesel
derivado de 6leos vegetais ao diesel, a producao brasileira desse
biocombustivel deve aumentar ano a ano. E consenso mundial a
necessidade de diversificacao de fontes energéticas em detrimento
ao petréleo, bem como a de matérias-primas para uso no
programa de biodiesel com a utilizacao de oleaginosas regionais,
no intuito de estimular a agricultura familiar, incorporar o homem
ao campo, aumentar a renda familiar, entre outros objetivos.

O governo brasileiro tem estimulado projetos de pesquisa que viabilizem
o cultivo e utilizacdo de oleaginosas nao s6 em areas ja cultivadas, mas
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também em regioes mais carentes como no Nordeste do pais. Neste
escopo, a Embrapa elegeu vérias oleaginosas para estudo, entre elas, a
mamona (Ricinus communis L.) e o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.).

A producdo de biodiesel derivado de qualquer planta oleaginosa
gera coprodutos como as tortas parcialmente desengorduradas
ou farelos (livres de 6leo), que podem apresentar fatores
antinutricionais, que podem ser altamente toxicas e alergénicas.
Em particular, tanto a torta de mamona, como a de pinhao-
manso apresentam compostos téxicos e alergénicos.

Por outro lado, as tortas dessas espécies oleaginosas apresentam
consideravel teor de proteina, de forma que a utilizacao das
mesmas na alimentacdo animal é uma interessante alternativa

ao uso convencional como fertilizante orgéanico, o qual se deve
aos altos teores de nitrogénio, fésforo, potassio, bem como
micronutrientes, porém de baixo valor agregado. Isso implica

na necessidade de se estudar processos que tornem seguro o
uso dessas tortas, como a destoxificacao e desalergenizacao
para posterior uso na inddstria de racdo animal.

A torta de mamona apresenta em sua composicao ricina (proteina
téxica), ricinina (alcaldide) e complexos alergénicos. Enquanto que
no caso do pinhdo-manso, as tortas apresentam curcina (proteina
téxica), ésteres diterpenos (ésteres de forbol) e uma proteina

com potencial alergénico semelhante a albumina 2S da mamona
(MACIEL et al., 2009; MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Existem diversos métodos para promover a destoxificacdo e
desalergenizacao das tortas e entre eles, os métodos fisicos empregam
tratamentos térmicos e alta pressao. Sao relatados na literatura
(FURTADO et al., 2012, KATOLE et al., 2011, CAl et al., 2005)
experimentos realizados em autoclave na faixa de temperatura entre
60 a 205°C e pressoes de até 103 kPa (15 psi). Dentre os métodos
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mistos, ou seja, quimicos e fisicos, a adicdo de &cidos (H,SO,), sais
(NaCl, NaOCI), 6xidos (CaQO) e bases (NaOH, CaOH) tem sido relatados.

Quando se associa agentes quimicos a um processo fisico, por
exemplo, pode-se usar o sistema do tipo batelada: autoclavagem
e/ou cozimento convencional e o sistema do tipo continuo

de processamento: extrusdo termopldstica. A vantagem

do segundo é permitir, em menor espaco, um aumento da
capacidade produtiva, o que serd apresentado neste trabalho.

Conhecendo o sistema de extrusao termoplastica
A extrusao é um processo de tratamento térmico que associa
alta temperatura e curto tempo. Esse processo promove
mudancas irreversiveis nos alimentos promovendo a quebra

dos granulos de amido e a desnaturacao das proteinas.

Segundo Baruffaldi e Oliveira (1998), as extrusoras dividem-se em
trés grupos: autégenos, isotérmicos e politrépicos. As extrusoras
autdgenas (aproximadamente adiabaticas) sdo aquelas em que a
transferéncia de calor dentro da extrusora resulta da dissipacao
viscosa da energia mecéanica e pouco ou nenhum calor deve ser
trocado com o cilindro. As extrusoras isotérmicas sdao aqueles onde
a temperatura do processo é mantida constante por camisas de
agua que removem o calor produzido. As extrusoras politropicas
sao aquelas onde o calor é adicionado ou retirado da extrusora.

A extrusora consiste de um ou dois parafusos de Arquimedes que
giram dentro de um cilindro estacionéario conduzindo o material, em
condicOes de alta temperatura, pressao e de forcas de cisalhamento
até a saida da matriz que confere juntamente com a acéo das facas de
corte, o formato final do produto (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

Os parafusos ou roscas podem ser divididos em trés zonas ou
secdes: a zona de alimentacdo, a zona de mistura e a zona
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de fusdo da massa (HARPER, 1992). A zona de alimentacao
recebe e transporta a massa para a zona de mistura e, por fim
para a zona de maior cisalhamento, onde ocorre a fusao da
massa, a qual estd mais préximas a saida ou da matriz.

Ao longo destas zonas, o material € compactado pelo aumento
da compressao e grande parte da energia mecéanica é dissipada
na forma de calor, causando aumento réapido da temperatura

e a transformacao da massa da forma granular para uma
forma plastica continua e liquefeita. As relacoes da energia
mecanica (atrito) e temperatura, bem como da mistura dos
componentes da massa definem o comportamento reolégico.

Por fim, na zona de fusdo da massa, as varidveis: temperatura,
pressao e taxa de cisalhamento, atingem o maximo, e o
comportamento da massa é ditado pelas relacoes reolégicas
(viscosidade). Em roscas de perfil afilado-reto, estas trés zonas
sao facilmente identificaveis pela geometria da rosca, apesar da
transicao das caracteristicas da massa nao ser tao abrupta.

O parafuso ou rosca é considerado uma das partes mais importante
de uma extrusora, pois ajuda a regular o grau de cozimento
observado pela desnaturacdo de proteinas, quebra da estrutura
granular do amido, definindo a qualidade final do produto. A
mistura continua do material e sua conducao pelo cilindro causa

a geracao de friccdo mecanica e de calor, que ajuda a fundir a
massa no interior do cilindro da extrusora (GUY; HORNE, 1988).

Ao girar, sob controlada velocidade de rotacao por minuto (rpm), o
parafuso conduz o material em direcao a matriz. A matriz apresenta
configuracoes variadas e, além de moldar o produto na forma
desejada, funciona restringindo o fluxo, mantendo a pressao na
zona de cozimento/fusao (GUY; HORNE, 1988). O parafuso revira
e pressiona o material contra as paredes do cilindro, promovendo o
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cisalhamento e transformacdo em uma massa uniforme. A mistura
dentro do canhao absorve calor por dissipacdo de energia mecéanica
aplicada ao parafuso. O aumento da temperatura da mistura é obtido
também por transferéncia de calor através de uma camisa de vapor
ao redor do cilindro ou por aquecimento elétrico. O cilindro de uma
extrusora pode ser constituido de secdes, para que a desmontagem
seja facilitada, ou de uma unica peca. O controle da temperatura em
cada uma das zonas pode ser feito por meio de serpentinas de ar
comprimido ou camisas de agua fria. Muitos cilindros sao equipados
com sensores de pressao e temperatura para controle do processo.

O mecanismo de corte do material extrudado pode ser acoplado a
porcao final da extrusora, sendo constituido por laminas horizontais
ou verticais que, de acordo com a velocidade de giro, determinam
o comprimento do extrudado. Maior velocidade origina produtos
mais curtos. O mecanismo deve prover o corte em comprimento
uniforme e com superficies perfeitas (GUY; HORNE, 1988).

Segundo EL-Dash (1982) o processo de extrusdao compreende as
etapas de pré-extrusdo, extrusao e pds-extrusdo. A pré-extrusao inclui
a preparacao dos ingredientes e sua mistura em proporcao adequada.
Apds a mistura, o material é transportado para ser condicionado a um
contelido apropriado de umidade. Na etapa de extrusdo, a matéria-
prima é introduzida no equipamento através do alimentador, sendo
impulsionada pelo(s) parafuso(s) em direcdo a matriz. A medida que

o produto atravessa as diferentes zonas de extrusao (de alimentacao,
de transicado e de alta pressao), ocorre aumento gradativo do atrito
mecanico, provocado por modificacdes da geometria do parafuso

e abertura da matriz. Em consequéncia, a pressado e a temperatura
também aumentam, ocorrendo o cozimento da torta ou farelo.

Quando os alimentos sédo processados por extrusdo, a fracdo amilacea
sofre consideravel quebra na matriz, bem como ocorre desnaturacao
e reorientacao das proteinas. Dessa forma, durante o processo de
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extrusao, a fracao proteica presente tanto na torta de mamona (ricina)
como na torta de pinhdo-manso (curcina) é desestruturada perdendo
a acao toxica. Ocorre ainda a inativacdo enzimatica e a formacao

de uma nova estrutura ou textura que pode ser alterada conforme

o héabito do animal que sera alimentado. Ha relatos de reducao da
carga microbiana, o que pode favorecer aspectos de seguranca
alimentar particularmente interessante na fabricacao de racao.

Outras vantagens desse tipo de processamento:

e Versatilidade: os aspectos de textura que influenciam a aceitacao
do alimento pelo animal podem ser alterados com a modificacado de

alguns parédmetros de processo, como por exemplo, a velocidade de
rotacao do parafuso, configuracdo dos elementos do parafuso, taxa
de alimentacao, teor de umidade da mistura e perfil de temperatura.

* Menor gasto de energia e espaco: a extrusdao é um processo con-
tinuo que pode ser automatizado e requer reduzido espaco para
producao.

® Processo automatico com grande capacidade de producao, sendo
capaz de produzir até 5 ton/h/méaquina.

Sobre os fatores que interferem no processamento de extrusao, a
composicao quimica da matéria-prima é fundamental. Alto teor de
fibra insoltvel, por exemplo, pode causar entupimentos frequentes
na extrusora e comprometer o sucesso do processo. A distribuicao
granulométrica também pode interferir no processamento e deve
ser ajustado conforme o tipo de maquina. Por exemplo, particulas
finas (< 600 um) sao mais apropriadas para extrusoras de duplo
parafuso, enquanto para as extrusoras de um Unico parafuso
particulas de maior tamanho sao desejaveis (> 600 pum).

A aparéncia de uma farinha obtida da moagem da torta de pinhao-
manso é apresentada na Figura 1. A moagem ocorreu em um
moinho de martelo da marca TREU (Rio de Janeiro, Brasil), equipado
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com um peneira de 1 mm de abertura. Essa farinha foi processada
(Figura 2) em uma extrusora de rosca simples de laboratério
modelo 19/20 DN, acoplada a um redmetro de torque Brabender
DCE 330 (Duisburg, Alemanha), equipada com um parafuso de
taxa de compressao 3:1 e matriz com furo circular de 4 mm.

No processamento por extrusdo, os parametros como temperatura,
umidade, rotacao do parafuso, velocidade de alimentacao,

didmetros da matriz, tempo e temperatura de secagem, entre outros
fatores sao aspectos importantes que devem ser monitorados
cuidadosamente para se obter produtos de alta qualidade, garantindo
primordialmente a seguranca das tortas destoxificadas.

A transformagcao do material durante o processo de extrusado ocorre
em trés etapas: a plastificacdo, onde o farelo ou torta em qualquer
estado nativo (granulo ou pé), torna-se um liquido homogéneo pela
fusdo, como processo fisico principal; a modelagem do material

em estado fundido pela passagem através da matriz; e por fim, o
cozimento e a texturizacdo do produto (COLONNA et al., 1989).

Figura1. Farinha de torta de pinhdo-manso Figura 2. Extrudados obtidos com uma

com 12% de umidade. extrusora de parafuso Unico de farinha de

pinhdo-manso.

Duas extrusoras sao apresentadas nas Figuras 3 e 4. Na Figura
3, é disposta uma extrusora de parafuso Unico modelo 19/20

153



154

Destoxificacdo das Tortas de Pinhdo-manso e Mamona pelo Processo de ...

DN Brabender (Duisburg, Alemanha) em operacao, a qual esta
equipada com um sistema de corte. Na Figura 4 é apresentada
uma extrusora modelo Evolum HT 25 (Clextral, Firminy, Franca)

de duplo parafuso com 10 zonas de aquecimento, equipada com
sistema de alimentacao de liquidos (bomba de pistdo) e um sistema
de alimentacao gravimétrico de sélidos (farinhas) em formato de
funil. Ambas extrusoras equipam o laboratério de extrusao de
alimentos da Embrapa Agroindustria de Alimentos e que foram
usadas no processamento de torta de mamona e de pinhdo-manso.

Figura 3. Sistema de extrusdo monorosca Figura 4. Sistema de extrusdo dupla rosca

19/20DN acoplado ao redmetro de torque Clextral Evolum HT25 (Firminy, Franca)
Do-corder DCE 330 (Duisburg, Alemanha).

No caso especifico da extrusora de laboratério usada no processamento
das tortas, estdo disponiveis cinco tipos de parafusos cuja taxa de
compressao varia ao longo do parafuso. Na Figura 5, sdo apresentados
os parafusos. Nota-se que a altura da estria do parafuso é variavel,

por exemplo, o parafuso de compressao 1:1 apresenta a mesma altura
do centro do eixo ao final da estria em toda a extensao do parafuso,
enguanto nas demais é varidvel. Em extrusoras de parafuso duplo

a possibilidade de alteracdo da configuracao é muito maior, pois se
podem alterar os elementos adicionados ao eixo central, conforme

a taxa de cisalhamento desejada. No caso do presente trabalho,
adotou-se a configuracao dos parafusos de 1 m de comprimento
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com 10 zonas de aquecimento e resfriamento da extrusora Evolum
HT 25 (Clextral Firminy, Franca). Os detalhes da configuracao
dos parafusos desta extrusora estao dispostos na Figura 6.

Durante o pré-condicionamento, ocorre mistura, adicao de
bases ou agentes acidos, hidratacao, pré-aquecimento dos
materiais componentes da formulagcdo. Em alguns casos,
pode ser necessdéria a adicdo de vapor na torta durante o
condicionamento da matéria-prima a ser extrudada.

Taxa de 1:1-A
cisalhamento
2:1-B
3:1-C
4:1-D
5:1-E

Figura 5. Conjunto de parafusos com diferentes taxa de compressao: 1:1 (A); 2:1
(B); 3:1 (C); 4:1 (D); 5:1 (E) e comprimento para sistema de extrusao Brabender
19/20DN acoplado ao redmetro de torque Do-Corder DCE 330 (Duisburg, Alemanha).

Figura 6. Detalhe da configuracédo do parafuso da extrusora Evolum 25HT (Clextral,

Firminy, Franca) usada no processamento da torta de pinhdo-manso.
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A matriz tem a funcao de regular o fluxo interno, aumentando

ou diminuindo, a velocidade do material no interior da extrusora
conhecido como tempo de retencédo, bem como formatar o produto
final (Figura 7). Para o trabalho de processamento da torta de pinhao-
manso para ragcao animal, foi escolhida a matriz circular de quatro
furos de maior didmetro de abertura, 3,8 mm, pois devido ao alto
teor de fibra insoldvel da torta de pinhdao-manso, recomenda-se

uma matriz com maior abertura para facilitar a saida do material.

As demais condicoes do processo foram: perfil de temperatura (10
zonas), velocidade de rotacao dos parafusos (400 rpm), temperatura
do material préximo a matriz (89°C), taxa de alimentacdo de 4gua
(7 L/h), taxa de alimentacao de sélido (7,6 kg/h), velocidade do
sistema e faca de corte (244 rpm) podem ser visualizadas.

Os testes preliminares indicaram que a modificacdo nesta matriz
seria desejavel, uma vez que um maior didametro facilitaria o fluxo e
evitaria o entupimento, o que ocorreu diversas vezes. Recomenda-
se no processamento de pinhdo-manso, por conter alto teor de
fibra detergente neutro, o uso de matriz com maior didametro de
abertura, cerca de 20% do tamanho da area do cilindro interno da
extrusora. Outro aspecto que deve ser considerado na fabricacao
da matriz é evitar que a mesma possua cavidades restritivas de
fluxo, pois isso pode provocar acimulo de material fibroso.

Figura 7. Diferentes matrizes para
sistema de extrusado dupla rosca Clextral

Evolum HT25 (Firminy, Franca).
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Aspectos de seguranca
considerados no processamento
de torta de mamona e

de pinhdo-manso

Do ponto de vista da saude do trabalhador e dos individuos que tém
contato com materiais toxicos, uma série de estudos para obtencao
de maiores e melhores informacdes toxicolégicas tém sido conduzidos
para o entendimento das complexas relacdes entre produtos téxicos
e os organismos vivos. Os aspectos de seguranca envolvidos nesse
processo sao provenientes dos riscos existentes ao manusear o
equipamento e o material. No que se refere as tortas de mamona

e pinhdao-manso, a matéria prima é téxica, portanto, mais cuidados
devem ser tomados. O uso de 6culos de protecao, mascara para
material particulado, botas, além de jaleco apropriado sdo algumas
das boas praticas laboratoriais aplicadas na Unidade da Embrapa.

A torta de mamona possui ricina e ricinina que sao, respectivamente,
uma proteina e um alcaléide de reconhecida acao téxica. O uso

de mascara é importante, uma vez que no processo de moagem

e de extrusao, sao gerados pods-finos que podem ser inalados.

Além disso, é importante que as demais partes do corpo sejam
cobertas para que se evite o contato do p6é com a pele. Assim,
devem ser usados jaleco de mangas compridas e luvas, para

evitar o desenvolvimento de reacdes alérgicas no operador.

A torta de pinhdo-manso apresenta curcina e ésteres de forbol
e os cuidados devem ser semelhantes aos da mamona. J& os
ésteres de forbol podem estar presentes no aerossol ou nas
particulas e podem ser liberados junto ao vapor na saida da
matriz durante o processo. Logo, o uso de mdascara apropriada
deve ser reforcado (GONCALVES et al., 2009) (Figura 8).
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No Brasil, as empresas privadas e publicas, além de outros érgaos
publicos que possuem empregados regidos pela Consolidacao

das Leis do Trabalho (CLT), seguem as normas regulamentadoras
relativas a seguranca e medicina do trabalho. Além destas, devem
ser obedecidas também disposicdes que sejam incluidas em cédigos
de obras ou regulamentos sanitarios dos Estados ou Municipios e
outras, oriundas de convencoes e acordos coletivos de trabalho.

A Norma de Regulamentacao (NR) 06 estabelece como sendo

o Equipamento de Protecao Individual (EPI), todo dispositivo ou
produto, de uso individual utilizado pelo trabalhador, destinado a
protecdo de riscos suscetiveis de ameacar a seguranca e a saude no
trabalho. Os principais EPI's recomendados no processamento de
materiais toxicos estao apresentados na Tabela 1 (BRASIL, 1984).

Figura 8. Uso de equipamento de protecédo individual (EPI) recomendado para o

processamento das tortas de mamona e de pinhdo-manso.
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Tabela 1. Principais EPI's recomendados pela NR 6 para uso durante o processo

de extrusdo termoplastica de material toxico

B.1 a Olhos

C.1a Ouvidos

D.1d (P3) Vias
respiratorias

F.1e Membros
superiores

G. 1g Membros
inferiores

Oculos para protecdo contra

impactos de particulas volantes
Protetor auditivo circum-auricular para
protecao contra niveis de pressao sonora
Peca um quarto facial, semifacial ou
facial inteira com filtros para material
particulado P3 (protecdo contra poeiras,
névoas, fumos e radionuclideos)

Luvas para protecdo de maos

contra agentes bioldgicos

Calcado para protecado dos pés e pernas
contra respingos de produtos quimicos

Processamento das tortas
de pinhdo-manso

As tortas foram trituradas em um moinho de faca martelo

TREU (Rio de Janeiro), equipado com uma peneira de
1T mm de abertura e foram obtidas as farinhas.

Foram realizados trés experimentos na extrusora de rosca
simples de laboratério 19/20DN acoplada ao reébmetro de torque
DCE 330 Brabender (Duisburg, Alemanha), o qual possui trés
zonas de aquecimento e equipado com uma matriz circular com
4 mm de didmetro. Foram estudados os efeitos de trés variaveis
independentes: concentracdo do agente quimico, temperatura

da dltima zona de aquecimento e umidade da mistura.
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Os trés agentes quimicos usados e sua respectiva faixa
de concentracao foram hidréxido de sédio (NaOH)

de 0,3 a 3,7%, 6xido de célcio (CaO) de 6 a 8,4% e
peréxido de hidrogénio (H,0,) de 1,5 a 4,5%.

O perfil de temperatura estabelecido nas duas primeiras
zonas de aquecimento foi mantido constante a 60 e 80°C,
sendo a de menor temperatura relativo a primeira zona

onde a extrusora € alimentada e a segunda de temperatura
intermediéria. Por fim, a terceira zona de aquecimento variou
de 120 a 173°C, conforme o delineamento experimental.

Estudo preliminar para
destoxificacao de torta de mamona

Em um estudo preliminar, realizado em uma extrusora de rosca simples
comercial de parafuso curto (200 mm) Inbra RX 50 (Ribeirdo Preto,
SP) e descrito no trabalho de Ascheri e colaboradores (2007) concluiu-
se que a extrusdo reativa utilizando como reagente quimico CaO na
concentracado de 1 e 2% foram eficientes na destoxificacdo da torta
de mamona semi-desengordurada obtida por esmagamento mecénico.

Quanto a alergenicidade, na concentracao de 2% de CaO, houve
reducao dos niveis de alergenicidade quando comparado ao nivel
de CaO de menor concentracdo. E importante notar que este
processamento especifico, apesar de apresentar éxito quanto a
destoxificacdo das tortas, ndo foi estavel e apds certo periodo de
processamento houve entupimento na saida da matriz. Isso ocorre
normalmente em funcao do acumulo de material fibroso nos furos
da matriz que nao fundem facilmente sob o efeito combinado da
temperatura (cerca de 120°C) e do cisalhamento. Este tipo de
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extrusora foi projetada para processamento de grits de milho e,
portanto, o seu uso é limitado para outros materiais. Como resultado
deste teste preliminar, um segundo teste em escala industrial foi
realizado em uma extrusora de dupla rosca comercial, sendo possivel
0 processamento nesta extrusora da torta de mamona em presenca de
20% de grits de milho, com os mesmos resultados de destoxificacédo
apresentados no respectivo trabalho (ASCHERI et al., 2007).

Analise de ésteres de forbol para a
torta extrudada de pinhdo-manso

Os ésteres de forbol sao derivados diterpénicos considerados como
as substancias mais téxicas do pinhao-manso, por serem indutores
da formacao de tumores e de resposta inflamatéria, ndao sendo
possivel destrui-los apenas com tratamento térmico (MAKKAR

et al., 1997). Devido a caracteristica de lipossolubilidade, grande
parte dos ésteres de forbol é extraida juntamente com o 6leo. No
entanto, mesmo em amostras de torta com baixo teor de 6leo (0,6 %)
a concentracao de éster de forbol encontrada foi de 3,85 mg/g

torta desengordurada (MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

Para avaliar o efeito dos processos de extrusdao acompanhados de
diferentes tratamentos quimicos sobre o conteldo de ésteres de forbol
de amostras de torta de pinhdo-manso, foi utilizada cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos
(DAD), utilizando coluna de fase reversa de C,, (150 x 4,6 mm, 5 um)
e como fase moével gradiente de acetonitrila e solucdo aquosa de

acido féormico a 0,4%, de acordo com o método descrito por Pires e
colaboradores (2011; 2012), a partir do método proposto por Makkar
et al. (1998). Os picos cromatograficos referentes aos ésteres de forbol
foram identificados por meio dos espectros de absorcao no ultravioleta
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(UV), considerando dados da literatura (HASS et al., 2002; HASS;
MITTELBACH, 2000; MAKKAR et al., 1998; RAKSHIT et al., 2008).

Foram conduzidos ensaios com torta desengordurada (por solvente)

e parcialmente desengordurada (por prensagem) adicionados de
hidréxido de sédio (NaOH) para avaliar a reducao da concentracao

de ésteres de forbol presentes nas tortas. Trés varidveis do processo
foram avaliadas, conforme apresentado na Tabela 2, com as
respectivas faixas de variacao obtidas para a de reducao no contetdo
do principal isdbmero de éster de forbol das amostras avaliadas.

Tabela 2. Varidveis do processo estudadas para destoxificacdo de torta de

pinhdo-manso com adicdo de NaOH e seu efeito na reducéo do principal
isdbmero de éster de forbol (PE) das amostras.

Torta parcialmente

106 a 173 14 a 21 0,3 a 3,68 20 a 99
desengordurada
Torta

106 a 173 20,5 a 25,5 0,3 a 3,68 10 a 96
desengordurada

Dos 20 ensaios realizados, avaliando as combinacdes das variaveis
mostradas na Tabela 2, destaca-se o efeito da adicao de NaOH em
concentracoes de 0,3 e 3,7% em comparacao as outras variaveis.

Os tratamentos com essas concentracdes apresentaram percentuais
de reducédo maiores que 97% no conteldo do principal isbmero de
éster de forbol, em relacao a torta parcialmente desengordurada nao
processada. Os ensaios com as 20 combinacdes das varidveis também
foram realizados para a torta desengordurada, sendo que resultados
promissores foram encontrados nas mesmas concentracdoes de NaOH,
diferindo na umidade inicial da mistura, que teve que ser aumentada
em funcao da extrudabilidade, pois a reducao de gordura nesta

torta dificulta o processo ao reduzir a extrudabilidade do material.

Nas condicdes cromatograficas utilizadas, os picos dos ésteres de
forbol das amostras de pinhdo-manso eluem entre 27 e 31 minutos
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(PIRES et al., 2011; 2012). Convém mencionar que, apds o tratamento
com NaOH seguido de extrusao, o pico com tempo de retencdo em
30,6 min apresentou um incremento apds o tratamento e teve seu
espectro de absorcao no UV alterado, deslocando o comprimento

de onda de maxima absorcéo (A_, ) de 280 nm (regido de absorgé&o
caracteristica do éster de forbol que elui nesse tempo) para 323 nm.
Essas caracteristicas indicam a formacao de artefatos e/ou produtos de
degradacao durante o tratamento, com consequente co-eluicdo desses
compostos com os ésteres de forbol. Esses produtos gerados com o
tratamento podem ou nao apresentar toxidez, sendo que a confirmacao
da presenca de nucleo forbol nesses compostos estd sendo estudada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS). Para efeito de avaliacao dos processos optou-se pelo
célculo de reducao baseado no pico de éster de forbol principal, que é a
substancia de maior contribuicdo para o célculo de éster de forbol total.

Buscando efeitos semelhantes ao NaOH, outros ensaios

com torta de pinhdao-manso, desengordurada e parcialmente
desengordurada, adicionadas de cal (CaO), foram conduzidos
para avaliar a reducao da concentracédo de ésteres de forbol
presentes nas tortas. De maneira similar ao processamento com
NaOH, trés varidveis do processo foram avaliadas, conforme
mostrado na Tabela 3, onde também sao apresentadas as
faixas de variacao obtidas para a porcentagem de reducao no
conteldo do principal éster de forbol das amostras avaliadas.

Tabela 3. Varidveis do processo estudadas para destoxificacdo de torta de
pinhdo-manso com adicdo de CaO e seu efeito na reducéo do principal éster de
forbol (PE) das amostras.

Torta 106 a 173 14 a 21 1,6 2 8,3 10 a 21
parcialmente
L] 106 a 173 14 a 21 1,6 28,3 21 a 59

desengordurada
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Dos 20 ensaios realizados, avaliando as combinacdes das variaveis
mostradas na Tabela 3 destaca-se o efeito da adicdo de CaO nas
concentracdes de 5 e 7% em comparacao as outras variaveis. Os
tratamentos com essas concentracdes apresentaram percentuais
de reducédo baixos, de 26 a 29% no conteudo do principal éster
de forbol para a torta parcialmente desengordurada extrudada,

em relacao a respectiva matéria-prima nao processada. Por outro
lado, para a torta desengordurada, resultados promissores foram
encontrados em concentracoes de 7 a 8% de CaO, diminuindo as
concentracdes iniciais do principal éster de forbol em até 59%.
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Recent Developments
in Detoxification of
Castor Cake-scope
and its Limitation

Anandan Samireddypalle

Introduction

Growing demand for livestock products brought by the rapid increase in
the population and urbanization has resulted in an increased demand for
feed resources to fulfill the demand. The existing protein supplements
are not sufficient to cater to the growing demand of the livestock
sector and also the high costs of the conventional protein supplements
has necessitated the options for exploring unconventional protein
supplements. Most of them have one or other limitation and there is a
need to evolve suitable processing methods that not only takes care of
the toxic or incriminating factors effectively, but they are economical
enough to be adopted by the industry/end users for its inclusion in

the livestock rations. Among the various unconventional oil cakes,
castor cake is one of the important resources that can be potentially
applied as feed resource provided it is detoxified as it is highly toxic.
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Castor production and uses

Globally the area under castor production is around 1.5 million
hectares and the total production is around 1.8 million tons for the
year 2010 as per the statistical reports of FAO. India is the single
largest producer of castor seeds accounting for 59 and 77% of the
global area and production, respectively. China and Brazil are the
other major producer of castor seeds accounting for 10 and 5% of
the global production, respectively. The oil content of castor seed
on an average varies from 46-55% by weight (OGUNNIYI, 20086).
The residual castor cake obtained after oil extraction would be half
of the seed approximately. The protein content of residual cake
would vary from 29 to 60% depending upon whether decorticated
or corticated seeds are used for extraction (MOTTOLA et al.,
1968; OKORIE; ANUGWA, 1987; ANANDAN et al., 2005).

In terms of the protein quality, the castor protein is deficient in

lysine, methionine and tryptophan and these amino acids have to be
supplemented in monogastric diets for obtaining optimum performance
(VILHJALMSDOTTIR; FISHER, 1971; SOUZA 1979). In India, the castor
seeds are not dehulled and the whole seeds are used for oil extraction.
The hulls constitute 29-31% of the whole seeds and are rich in fiber
and lignin, which adversely affect the quality of cake especially in
monogastric like poultry and pigs that have limited ability to digest
fibrous feeds. The dehulling can improve the oil extraction capacity

by 15-20% besides improving the oil quality (SHASHIKALA; SINGH,
1992). Due to its toxicity, it is not used for feeding livestock in India,
and is currently being used as organic fertilizer due to high N, P and

K content (PARNERKAR et al., 2001). Use of castor cake as livestock
feed would improve the economical value of cake and help the castor
producers, processing industry and the biofuel value chain substantially.
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Castor cake toxicity

The seed contains highly toxic and allergenic compounds, which
severely limit or prevent its use as feed after oil extraction (THORPE
et al., 1988; AUDI et al., 2005) and none of these toxicants are
found in oil. The toxic factors in castor cake comprises of i) highly
toxic heat labile protein called ricin, ii) a toxic alkaloid ricinine and iii)
a powerful and very stable allergen known as Castor bean 1 allergen
(CB-1A) (COULSON et al., 1960; HORTON; WILLIAMS, 1989).

The ricin is heat labile and reported to vary widely from 3.5 to
32.3 g/kg of the seed and the accessions with low ricin contents
have been used to develop low ricin content cultivar - Brigham
(AULD et al., 2009). During solvent extraction process, part of the
ricin gets inactivated due to the heating that follows the extraction.
The ricinine presents no problem in animal feeds provided the
feeds do not contain high levels of castor meal and it is present

at very low levels, 0.23% of cake (HINKSON et al., 1972).

Ricinine is also reported to have goitrogenic activity (PAHUJA

et al., 1979), but ricinine or its hydrolysates even up to

100 mg/kg body weight were found to be harmless (RAO, 1970).
The castor bean allergen is a nontoxic unusually stable protein
that exhibits an extraordinary capacity to sensitize individuals
exposed to small concentrations of the dust from castor beans or
the castor cake. Castor bean allergen-1A is the principal allergen
of the castor bean and is a polysaccharidic protein factor. The
allergen contents of decorticated defatted castor beans ranged
from 6.1 to 9.0 % while the commercial castor cake contained
0.09 - 4.2 % of the same (COULSON et al., 1960). The allergen
CB-1A requires a special processing step to deactivate it.

Ricin is a 62-66 kDa protein consisting of two polypeptide chains A &

B, approximately 32 kDa and 34 kDa in size, linked by a disulfide bond
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(AUDI et al., 2005). Ricin (RCA60) is a class Il ribosome-inactivating
protein: a heterodimeric protein. The A-chain is the effective toxin
and it works by depurinating specific residues on the rRNA of the 28
s subunit of the ribosome, halting translation (ENDO et al., 1987).
The B-chain is responsible for cell entry. The disulfide link between
the chains is not essential for the enzymatic activity of the A-chain,
but it is necessary for toxicity since the A-chain cannot enter the cell
without the B-chain (HARLEY; BEEVERS, 1982; LORD et al., 2003).

The allergen consists of ricin agglutinin (RCA120), a potentially
harmful allergen. Ricin and ricin agglutinin share around 90%
homology within the A-chain of the proteins, meaning that detection
of the ricin A-chain is directly linked to detection of the agglutinin
when using A-chain specific antibodies (PINKERTON et al., 1999).
The allergens set is composed of albumins 2S, formed by heavy

and light subunits with molecular mass of 9 and 4 kDa, respectively
(THOYTS et al., 1996). Biochemical and immunological data relative
of nine different fractions of albumins 2S, resulted in identification of
seven fractions exhibiting allergenic potential (MACHADO, 2003).

Any effective processing method should be able to inactivate the
toxin ricin that is toxic to livestock and deallergenate the cake for
the safety of the handlers although the animals are not affected

by the allergens (UNITED NATIONAL INDUSTRIAL DEVELOPMENT
ORGANIZATION, 1989). Allergens are an important concern for all
the people handling castor seed or meal in storage and oil extraction
facilities and can lead to health problems such as conjunctivitis,
rhinitis, and urticaria (GARCIA-GONZALEZ et al., 1999).
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Animal studies using castor cake

A number of studies have been carried out using different processing
methods for detoxification of castor cake with varying results.

While some studies have assessed the efficacy of detoxification
based on the post treatment toxin reduction some studies

have evaluated the efficacy based on the animal response to
detoxification approaches. Animal response studies are always a
better method of determining the efficacy of detoxification, but

even in animals studies a number of factors have to be considered

in arriving at the most effective detoxification method.

The efficacy of detoxification is influenced by a number of factors
like species, age of the animal, level of incorporation, duration of
the study, and the parameters used for assessing efficacy. The
detoxification methods adopted by different workers can be broadly
classified into physical, chemical, biological and a combination of
two or more methods. Besides these approaches, plant breeders are

exploring the possibility of breeding plants with low toxin levels or use

modern tools of biotechnology to knock down the genes responsible
for ricin production. Animal response to differently processed
castor cake in different species is summarized in the Table 1.

Based on the results of Table 1, certain generalizations can be drawn:
i) Monogastrics cannot tolerate higher levels due to fibrous content
of the cake; ii) With proper detoxification methods, there is scope

of utilizing the cake in livestock rations without compromising the
production performance and iii) In addition to effective detoxification
methods there are methods to effectively deallergenate the cake.
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Conclusions

Although a lot of research has been carried out by different workers
with positive results and the existing of patented technology
approved by the United Nations Industrial Development Organization
for commercialization of the technology for production of detoxified
and deallergenated castor cake, the technology has not been very
successful and widely adapted. This is evident from the fact that, in
India the largest castor producer with a large livestock population and
huge demand for cheaper protein supplements, the cake continues
to be used as organic fertilizer and none of it is being used as feed.
In the present scenario of shortage and high costs of feed resources,
diminishing profit margins in livestock sector it becomes inevitable
to promote the use of alternate feed resources that are available in
abundance locally and priced lower. This is so relevant when we
have proven technologies for effective detoxification which can be
very well integrated into the existing processing facilities allowing
the use of detoxified castor cake. This can be made feasible by

an integrated approach involving the castor processing industries,
researchers, feed industry and livestock producers by pooling their
resources and experience in successfully up-scaling the process,
ensuring safety of the products and large scale animal trials
demonstrating the value of detoxified cake as valuable feed resource.
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Introducao

A alta crescente no preco de matérias-primas de combustiveis,
como o petréleo, identificada no inicio deste século,

aliada ao aumento na preocupacao com o meio ambiente,
provocada, muitas vezes, pela emissdao de gases oriundos

da queima de combustiveis fésseis, desencadeou um forte
interesse por fontes alternativas de energia renovaveis.

Dentre essas, pode-se destacar a utilizacao dos biocombustiveis,
que se faz presente nas matrizes energéticas de paises de todo

o mundo. A geracao de energia renovavel é considerada uma
prioridade do governo brasileiro. Desde o ano de 2008, se tornou
obrigatéria a adicao de 2% de biodiesel ao diesel mineral. Em breve,
esse percentual serd elevado para 7 a 8% e, consequentemente,
acarretara em maiores necessidades de pesquisas e investimentos
na producao de biocombustiveis e de seus subprodutos.
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Ao biodiesel, foi dada uma atencao especial, pelo seu potencial de
producao de energia, como também pela possibilidade de geracéao
de emprego e renda para pequenos agricultores necessitados

de atividades rentaveis. Estes beneficios ndo estao ligados
somente a agricultura, mas também a pecudria, que pode se
beneficiar com os subprodutos resultantes do processamento

da matéria-prima em especial no semidrido brasileiro.

Grande parte do territério semiarido apresenta limitacdes para

o desenvolvimento da agricultura. Encontra-se nessa regiao, a
maior populacado de caprinos do Brasil, altamente dependente da
importacao de fontes proteicas de outras regioes. Tal aspecto, em
muitos casos, acaba por inviabilizar a atividade pecuéria regional.

O projeto de implantacdo do biodiesel no Brasil tem como

base a utilizacdo de oleaginosas como fonte de matéria-prima.
Dentre elas, destacam-se a soja na regido centro-sul, o dendé e
o babacu na regido norte e a mamona na regiao nordeste. Esta
ultima merece maior énfase, uma vez que sua producao esta
adaptada a regides semiaridas, como o Nordeste brasileiro.

A mamona é abundante em climas tropicais e vem sendo largamente
produzida. Grande interesse tem sido despertado frente a sua semente,
para a extracao do 6leo, posteriormente utilizado nas industrias de
alimentacao, téxtil, papéis, plasticos, borrachas, farméacia, perfumaria,
tintas, lubrificantes, entre outros. Apds a extracao do 6leo, a mamona
gera como subprodutos a torta e o farelo de mamona. Sdo compostos
ricos em nitrogénio e utilizados, principalmente, como fertilizantes
para a agricultura. Apesar do alto valor em proteina, os subprodutos
da mamona possuem uma proteina téxica, a ricina, que necessita
passar por processo de destoxificacdo, para possibilitar a utilizacao

na dieta animal. Tal processo pode se tornar dispendioso e, entao,
dificultar o seu uso como fonte de alimento para os ruminantes.
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Existe uma grande demanda quanto a necessidade de se
obter uma técnica que inative a ricina e permita a utilizacao
dos subprodutos da mamona na nutricao animal, de forma
a nao onerar os custos de producao. A disponibilizacao de
fontes alternativas de proteina para a alimentacao animal
se faz necessaria, em virtude da ascensao na utilizacao dos
produtos provenientes da soja para a alimentacao humana.

Desta forma, este trabalho tem como proposta abordar os aspectos
relacionados ao processo de destoxificacdo da torta de mamona, com
tecnologias acessiveis para a producdo em pequena e grande escala.

Caracteristicas da mamona

A mamona (Ricinus communis L.) é uma planta da familia das
euforbiaceas, de origem asidtica, introduzida no Brasil pelos
portugueses (BELTRAO et al., 2003; ROCHA et al., 2003; COSTA
et al., 2004; PINA et al., 2005). Devido a grande adaptabilidade

a temperaturas compreendidas entre 20°C e 30°C e forte
insolacao, é encontrada em grande parte do territério brasileiro.
Nas regidoes semidridas do Brasil, esse vegetal ocupa um lugar
especial entre as oleaginosas, sobretudo pela tolerdncia a seca

e facilidade de manejo, vantagem importante quando se trata

de agricultura em exploracao familiar (PINA et al., 2005).

O objetivo principal da producao de mamona é o
beneficiamento das sementes para a extracdo do 6leo, usado,
principalmente, em lubrificantes utilizados na engenharia,

em automoveis de alta velocidade, maquinas industriais
(BRUGSCH, 1960) e atualmente como biodiesel.
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A semente de mamona contém duas lectinas: a hemaglutinina
(RCA | ou RCA 120) e aricina (RCA Il ou RCA 60). Ambas
lectinas sao glicoproteinas e tém afinidade por galactosideos
(NICOLSON; BLAUSTEIN, 1972; OLSNES; PIHL, 1972).

A ricina é uma proteina heterodimérica com massa molecular de

65 kDa. Composta por duas subunidades distintas: cadeias A e B
(FULTON et al., 1986). A cadeia A é uma cadeia polipeptidica com
267 aminoacidos e massa molecular de 32 kDa, enquanto a cadeia

B é um polipeptidio de 262 aminoacidos e massa molecular de 33
kDa. Ambas as subunidades sdo glicosiladas e a heterogeneidade

de glicosilacao da cadeia A pode variar a estrutura da ricina entre
plantas de diferentes variedades de mamona, bem como entre plantas
da mesma variedade (FOXWELL et al., 1985). Em um levantamento
realizado no banco de germoplasma dos Estados Unidos, foram
detectados niveis de ricina nas sementes de mamona que variavam
de 1,5 a 9,7 mg/g (PINKERTON et al., 1999). As diferentes formas e
quantidade de ricina podem resultar em diferentes niveis de toxicidade.

As subunidades A e B da ricina sao unidas por uma ligacao
dissulfidica entre a cisteina,,, da cadeia A e a cisteina, da cadeia B
(MONTFORT et al., 1987). Essas cadeias possuem papéis especificos
que culminam em efeitos téxicos. A cadeia B da ricina contém

dois sitios de ligacao com alta afinidade por residuos de galactose,
os quais se ligam a glicoproteinas e glicolipidios na parede das
células eucaridticas. Facilitada pelo receptor, a ricina entra na célula
eucariodtica e, a partir dai, a cadeia B se dissocia da cadeia A. A
cadeia A nado é capaz de entrar na célula eucariética sozinha (KIM
et al., 2006). O papel da cadeia B consiste em conseguir entrar nas
células eucariéticas, enquanto o da cadeia A, em virtude de sua
atividade RNA N-glicosidase, é que exerce a acao téxica real.

A cadeia A inativa os ribossomos que participam do mecanismo
de sintese de proteina no interior da célula. Uma Unica molécula
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de ricina A que entra no citosol pode inativar, aproximadamente,

1,7 milhdes de ribossomos por minuto, provocando a morte celular
(ENDO; TSURUG, 1988). Em adicao a inibicao da sintese proteica e a
apoptose, outros mecanismos também sao percebidos, como alteracao
na estrutura e funcao da membrana celular e liberacdo de mediadores
de citocinas (DAY et al., 2002; MORLON-GUYOT et al., 2003).

A outra lectina glicoproteica da mamona, a aglutinina, diferentemente
da ricina, ndo é diretamente citotéxica, mas tem afinidade por células
vermelhas do sangue, levando a aglutinacao e, posteriormente,

a hemdlise. A aglutinina ndo é significativamente absorvida no
intestino, mas causa problemas clinicos de hemélise, quando
administrada por via endovenosa (HEGDE; PODDER, 1992).

A ricinina é um alcaloide téxico encontrado nas folhas e no
pericarpo da mamona. Ainda que pequenas quantidades de
ricinina sejam encontradas na planta da mamona e que esta
possa ser coextraida junto com a ricina, ndao existem casos de
envenenamento humano por ricinina (DARBY et al., 2001).

O teor de ricinina é bastante variavel entre as partes da planta:
1,3% nas folhas, 0,03% no endosperma da semente e 0,15%
na casca da semente. O teor de alcaloides nas sementes é
influenciado tanto por caracteristicas genéticas, como por
estresse ambiental, estando correlacionado negativamente
com o teor de ricina nas sementes (MOSHKIN, 1986).

Em modelos experimentais com ratos, a ricinina foi responséavel
pela ocorréncia de convulsao e morte subsequente. O mecanismo
de acao é hipotético, mas pode estar relacionado com o

aumento do glutamato e a inibicao da pés-sinapse do receptor

de acido amino-butirico no cérebro (WALLER et al., 1965).
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Torta e farelo de mamona
como fonte de proteina na
dieta de ruminantes

A torta de mamona é definida como o residuo da extracao
mecéanica do 6leo das sementes da mamoneira, por meio do
processo de prensagem. Possui elevado teor de proteina e para
cada 1 tonelada de 6leo produzida. E gerada aproximadamente
1,2 tonelada de torta, correspondendo a cerca de 55% do
peso total das sementes. Este valor pode oscilar em virtude

da variedade de mamona, bem como do processo industrial
utilizado para a extracado do 6leo (AZEVEDO; LIMA, 2001).

Quando a extracao do 6leo da mamona é realizada por meio de
solvente, o produto obtido é o farelo de mamona. A principal
diferenca entre o farelo e a torta de mamona esta relacionada
a quantidade de extrato etéreo no composto (Tabela 1). Esse
ultimo é maior na torta de mamona, devido a extracdo do 6leo
por meio de solvente ser um processo mais eficiente.

Tabela 1. Composicao quimica do farelo e torta de mamona

Matéria seca (MS, %) 88,09 89,00
Extrato etéreo (% da MS) 3,14 7,98
Proteina bruta (PB, % da MS) 37,32 33,70
Nitrogénio nédo proteico (% do NT) 22,27 29,61
Nitrogénio insoltvel em 17,60 12,49
detergente neutro (% do NT)

Nitrogénio insoltvel em 4,85 6,77
detergente acido (% do NT)

FDNcp (% da MS) 46,50 48,30
Cutina (% da MS) 25,26 27,39
Lignina (% da MS) 4,52 4,29
Cinzas (% da MS) 9,82 6,92
Célcio (% da MS) 0,78 0,72
Fésforo (% da MS) 0,68 0,84

Fonte: Oliveira et al. (2010).
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A torta é predominantemente utilizada como fertilizante orgénico
na restauracao de terras esgotadas (ANANDAN et al., 2005),
podendo ainda ser empregada como matéria-prima para a
producao de aminoacidos, plasticos biodegradaveis, colas,
inseticidas, entre outros produtos (COSTA et al., 2004).

Mesmo com baixos teores de triptofano e de lisina, o elevado
teor de proteina total na torta de mamona torna o uso

da mesma na alimentacao de ruminantes uma alternativa
bastante atraente, jd que esses animais pouco dependem do
balanco aminoacidico da racdo. Por possuirem microrganismos
ruminais, que participam do processo digestivo, sdao capazes
de sintetizar os aminoéacidos essenciais (SEVERINO, 2005).

Robb et al. (1974) avaliaram a inclusao de farelo de mamona na
dieta de vacas em lactacao e mesmo concluindo que esse ingrediente
pode ser utilizado como fonte de proteina na dieta dos animais,
detectaram pequenas quantidades de ricina no leite. Diante disso, os
autores ressaltaram a necessidade da realizacao de maiores estudos
para garantir a seguranca do produto frente ao consumo humano.

Wanderley e Bose (1988) avaliaram a adicao do farelo de mamona
destoxificado ao feno de alfafa na dieta de ovinos e concluiram que
a adicao de farelo de mamona aumentou a digestibilidade da proteina
sem qualquer relato de problemas com intoxicacdo dos animais.

Menezes et al. (2009) fizeram a substituicdo parcial do farelo de soja
pela torta de mamona na dieta de ovinos e avaliaram os coeficientes
de digestibilidade dos nutrientes. Os valores de substituicdo foram

0; 15; 30 e 45% e os resultados dos coeficientes de digestibilidade
dos nutrientes ndao apresentaram efeito da substituicao parcial.
Assim, os autores sugeriram que o farelo de soja pode ser
substituido pela torta de mamona, nas percentagens avaliadas.
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Vieira et al. (2010) avaliaram o efeito da inclusao de farelo de
mamona destoxificado nas racdes de ovinos mesticos da raca
Morada Nova, sobre as caracteristicas de carcaca. Os animais
foram mantidos confinados por 70 dias e, ao final do experimento,
nao foram observadas diferencas entre os tratamentos para as
variaveis de peso vivo ao abate, peso de carcaca quente, peso

de carcaca fria, comprimento de carcaca e grau de conformacao.
Como conclusao, os autores recomendaram a substituicdo de

até 40% do farelo de soja pelo farelo de mamona na dieta.

Avaliando a substituicdo de 100% do farelo de soja pelo farelo
de mamona, tratado com cal (fonte de hidréxido de célcio) e

nao tratado, Oliveira et al. (2010) nao verificaram diferenca

no consumo e na digestibilidade dos nutrientes. Ocorreu, na
verdade, um maior aproveitamento do farelo de mamona tratado,
em funcao da hidrélise alcalina pelo hidréxido de célcio.

Pompeu et al. (2012) avaliaram a influéncia de quatro niveis de
substituicdo em racdes (0; 33; 67 e 100%) do farelo de soja pela
torta de mamona destoxificada pelo método da autoclavagem
sobre o desempenho produtivo e as caracteristicas de carcaca

de ovinos mesticos de Morada Nova. Os autores observaram

uma reducao no ganho de peso médio didrio com o aumento da
substituicao do farelo de soja pela torta de mamona, recomendando
que a torta de mamona destoxificada possa ser adicionada até
niveis de 67% de substituicdo ao farelo de soja, de forma a

nao influenciar as caracteristicas das carcacas de ovinos.

Baseado nos trabalhados relatados, a viabilidade de utilizacdo do
farelo e da torta de mamona na alimentacado de ruminantes esta
diretamente relacionada com a destoxificacdo desses materiais por
meio de métodos rapidos, baratos e suficientemente eficazes.



Destoxificacdo da Torta e Farelo de Mamona para Uso na Alimentacéo de ... 191

Apesar de alguns trabalhos terem demonstrado que a torta sem
tratamento ndo ocasionou morte dos animais (FURTADO et

al., 2011; 2012), é vasta a literatura sobre o potencial téxico
da ricina nesse material. Dessa forma, a destoxificacao torna-
se necesséria ja que ndo ha garantia de que esse material

seja de fato seguro, uma vez que nao foram realizados
experimentos a longo prazo seguidos de acompanhamentos
clinicos e avaliacdo patolégica apdés abate dos animais.

Destoxificacdo da torta de mamona

Como os teores de ricina na mamona estao diretamente relacionados
as variaveis genéticas das plantas, seria interessante que os estudos
de melhoramento genético dessas espécies visassem a producao de
gendtipos com teores reduzidos ou nulos de ricina, mas esse nao

é um objetivo de selecdo na mamona no momento. Dessa forma,

a reducdo ou a eliminacao da ricina estd mais dependente dos
tratamentos de destoxificacdo dos subprodutos do que da producao
de materiais com baixa concentragcdo ou auséncia da toxina.

Os tratamentos testados para destoxificacdo da ricina incluem
desnaturacao térmica, extrusao, efeito do armazenamento e
tratamentos quimicos, biolégicos e enzimaticos (MACHADO, 2008).

Vérias alternativas ja foram testadas para destoxificar a mamona.
A autoclavagem, associacdo de pressao e temperatura, foi uma
das primeiras propostas tida como eficaz para a destoxificacao.
Ap0ds a realizacado desses testes, foram propostos métodos
utilizando NaOH, KOH, Ca(OH),, NH,, ureia, permanganato de
potassio e a fermentacdo aerébica (GARDNER et al., 1960).
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Diversos trabalhos foram realizados na tentativa de transformar

a torta de mamona em um produto atéxico para que pudesse ser
utilizado na nutricdo animal. No entanto, os processos desenvolvidos
geralmente sdao onerosos e comprometem, consequentemente, o
sistema de producdo. Na tentativa de destoxificacdo, podem ser
destacados os trabalhos realizados por Gardner et al. (1960), Perrone
et al. (1966) e Freitas (1974), revisados por Severino (2005), Hinkson
et al. (1972), Frénoy (1986), Gandhi et al. (1994), Mackinnon e
Alderton (2000) e Anandan et al. (2005). Nesse ultimo trabalho,
resultados positivos foram obtidos com a autoclavagem (100% de
destoxificacao), cloreto de sédio (91% de destoxificacao) e fervura
por 30 minutos (90% de destoxificacao). Esses resultados de
destoxificacdo, apesar de parecerem satisfatdrios, ainda exigem maior
detalhamento para que seja comprovada a sua eficacia e seu potencial
para utilizacdo como fonte de proteina na alimentacao animal.

Além da utilizagao de métodos individuais de destoxificacao, a
associacao de mais de um método como, por exemplo, a extrusao
e uso de alcalinizantes, parece desencadear bons resultados.

A utilizacdo de extrusoras no processo de destoxificacdao aparenta

ser uma alternativa eficiente e necesséria para a producao em escala
comercial. No entanto, a utilizacdo de métodos mais acessiveis a
agricultura em pequena escala é necessaria para viabilizacao da cadeia
produtiva da mamona. A Embrapa Caprinos e Ovinos em colaboracao
com instituicdes como a Universidade Federal do Ceard, Universidade
Federal da Paraiba, Embrapa Agroindustria de Alimentos, Embrapa
Agroindustria Tropical e Embrapa Algodao tem gerado esforco

em desenvolver tecnologias vidveis para obter metodologias de
destoxificacao através de agentes alcalinizante e acidificantes, extrusao
associada a tratamentos quimicos e enzimaticos. Além da identificacao
de metodologias para determinar a inocuidade da torta de mamona e
estudar a influéncia desse residuo na nutricdao de pequenos ruminantes.
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Baseado nessa necessidade, recentemente foi identificada e
patenteada pela Embrapa Caprinos e Ovinos uma metodologia
para destoxificar o farelo utilizando NaOH, podendo ser utilizada
tanto de forma artesanal como industrial. O “residuo tratado”
mostrou grande potencial para alimentacado de cabras leiteiras,
uma vez que nao afetou a producao, bem como a qualidade do
leite dos animais submetidos a dieta (FERNANDES, 2011).

Novas alternativas para destoxificacdo da torta de mamona proveniente
da extracao de 6leos para a producao de biodiesel estao sendo
avaliadas no Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
Embrapa Caprinos e Ovinos, dentre elas o uso de extratos enzimaticos
de vegetais da biodiversidade brasileira. Na Figura 1 é apresentado

um screening de varios extratos enzimaticos vegetais sobre o perfil
proteico da torta de mamona, mostrando os extratos 2 e 9 capacidade
de hidrolisar a ricina. Esses resultados sao bastante promissores, uma
vez que a torta poderia ser destoxificada na fazenda sem os cuidados e
precaucdes que demandam a manipulacdo com agentes alcalinizantes.

MSMTM TM + Extratos
12 3 4 5 6 7 8 9

MSMTM__ TM* Extrates Figura 1. Caracterizacéo eletroforética das proteinas
de sementes e torta da mamona (A) Coloracdo com
azul de Coomassie, (B) Revelacdo com Prata. M:
Marcador de massa molecular (KDa), SM: Sementes
de mamona, TM: Torta de mamona, TM + Extratos:
Torta de mamona adicionada de extratos
enziméticos apos 24 h (1 a 9 = diferentes extratos

enziméticos), R: Ricina
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Identificacdo da ricina
apos destoxificacao

A presenca da ricina pode ser detectada por métodos como
eletroforese, western-blotting, elisa, cromatografias, radioimunoensaios,
biosensores (CRESPO NETO; MACHADO, 2010; LUBELLI et al.,
2006). A metodologia mais utilizada é a de eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) onde se identificam as duas
bandas correspondentes as cadeias A e B da ricina baseada na
massa molecular, apés coloracao com azul de Coomassie. No
entanto, em experimentos realizados na Embrapa Caprinos e Ovinos
verificou-se que a coloracdo de Coomassie pode ocasionar resultados
falsos uma vez que a auséncia da proteina (ricina) no gel pode ser
identificada apds coloracédo de prata (FERNADES, 2011). Portanto,

a ndo deteccao da proteina por Coomassie necessita da confirmacéao
por revelacdo com prata. Na Figura 1A, observa-se fracamente a
presenca de ricina nas amostras 4 e 5 apés coloragdo com o azul de
Coomassie, sendo esta proteina melhor evidenciada quando o gel foi
submetido a revelacdao com prata conforme observado na Figura1B.

Este método nao radioativo (prata) chega a ser 100 vezes mais
sensivel, se comparado a utilizacdo de azul de Coomassie, ja
gque o0 mesmo consegue detectar nanogramas de proteinas
(RABILLOUD, 1990; RABILLOUD et al., 1994; CANDIANO et al.,
2004). A utilizacao dessa metodologia na deteccao de proteinas
téxicas pode ser uma ferramenta valiosa quando se trabalha
com alimentos que poderao ser utilizados tanto na alimentacao
animal quanto na humana, devido a seguranca dos resultados.

Como se pode perceber, as técnicas de deteccdo e quantificacéo
de ricina na torta de mamona sao técnicas sofisticadas,

que necessitam de equipamentos e materiais de consumo

de preco elevado e pessoal técnico especializado.
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No entanto, detectar a presenca de ricina na torta de mamona apés
destoxificacdo, assim como quantifica-la, ndo indicam que a torta seja
ou nao téxica, poisa proteina detectada pode estar em quantidade
passivel de metabolizacado pelo animal, ndo chegando a desencadear
intoxicacao, ou mesmo em uma quantidade expressiva, a proteina
pode estar inativa. Dessa forma, é necessario determinar se a proteina
continua ativa ap6s os tratamentos. E é através dos ensaios biolégicos
que se chega a essa informacao de presenca de toxicidade.

Os ensaios biolégicos podem ser realizados in vivo, mas diante do
alto custo e tempo despendido para os mesmos, a melhor alternativa
é fazer uso dos ensaios de toxicidade /in vitro. Esses ensaios devem
ser utilizados para controle de qualidade do processamento, bem
como para avaliar a eficiéncia de novos métodos de destoxificagao.

Dentre as técnicas disponiveis, ou seja, ja testadas para esse
fim, é relatado o uso de células Vero em ensaio de citotoxicidade
capaz de detectar até 10 ng de ricina/mL (FERNANDES et

al., 2010). Entretanto, ainda é um ensaio caro, necessitando

de equipamentos sofisticados e ambiente controlado para

evitar contaminacoes. Demant (2008) propds um ensaio mais
acessivel utilizando como modelo para o teste de toxicidade de
sementes o nematoide de vida livre Caenorhabditis elegan.

Recentemente, na Embrapa Caprinos e Ovinos, em projeto
financiado pelo Banco do Nordeste, trabalhando com extratos

de semente de mamona como fonte de moléculas ativas para o
controle da fase de vida livre de nematoides gastrintestinais de
pequenos ruminantes, se observou a alta sensibilidade das larvas
L, aos extratos obtidos com o diluente a base de NaCl 150 mM. O
bioensaio proposto foi capaz de detectar toxicidade em até 1 pug
de proteina de extratos brutos de mamona (NASCIMENTO et al.
2012), podendo-se elevar essa acuracia ao se testar a ricina pura.

1956
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Diante da facilidade de se obter larvas de nematoides gastrintestinais
de pequenos ruminantes nas varias regioes do Brasil, em especial

no Nordeste, regido onde se concentra a cultura da mamona, a

técnica utilizando essas larvas constitui uma nova alternativa de
metodologia para se verificar a toxicidade de extratos de mamona e
nao simplesmente a presenca ou auséncia de determinado componente
na amostra, tendo como vantagem a simplicidade e o baixo custo.

Consideracodes finais

Os estudos realizados até o momento demonstram ser viavel a
utilizacdo da torta de mamona na dieta de ruminantes, desde que
destoxificada, por exemplo, pelo método de destoxificagcdo com
NaOH patenteado pela Embrapa Caprinos e Ovinos. E necessério,
antes de ofertar a torta aos animais, associar o processo de
destoxificacao a utilizacao de um bioensaio rapido e de baixo
custo para controle de qualidade da torta destoxificada.
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Analytical Methods for the
Determination of Phorbol
Esters in Jatropha Plant
Parts and Their Products
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Introduction

Biofuel plays a key role in future energy supply. Recently, Jatropha
curcas has gained considerable interest for its high quality seed

oil for biodiesel production. The Jatropha seed oil (27 - 40%) can

be transesterified into high quality biodiesel meeting European and
American biodiesel standards. The global biodiesel production is
projected to grow at a rate of ~ 6%/annum by 2020 (OECD, 2011).
During the past two decades, there has been interest in commercial
cultivation of J. curcas plant in many tropical and subtropical countries.
Among the many Jatropha species, J. curcas is the most studied

one as a biodiesel feedstock. This plant belongs to Euphorbiaceae
family. All parts of J. curcas have been used in traditional human
medicine and for veterinary purposes for a long time. Several
attempts are also being made to use biodiesel byproducts/co-products
(e.g., cake or meal, acid gum and glycerol) as livestock feed.
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The seeds contain anti-nutritional factors (tannin, phytate, saponin,
curcin and trypsin inhibitor) and toxic phytochemicals (phorbol esters;
PEs). The extracts / oil / seeds / leaves are toxic to many animal
species including rat, mice, fish, chicken, goats, sheep and cattle. The
toxicity is attributed to the presence of PEs. In J. curcas, six PEs have
been reported (DEVAPPA, 2012a). Due to environment and human
health issues, there is a need to detect and quantify the PEs present
in Jatropha based products. In the following sections, analytical
methods and bioassays used to detect and quantify PEs are presented.

Chromatographic methods for
the analyses of phorbol esters

Phorbol esters from Jatropha oil / seed or other matrices can be easily
extracted in methanol using a ball mill or a homogenizer, followed by
ultra-sonication and centrifugation to collect oily methanol extract
containing Jatropha PEs. The methanol extract can be analyzed for PEs
both by qualitative and quantitative methods (MAKKAR et al., 2007).

Thin layer chromatography (TLC) and UV-spectrophotometric
methods offer a simple tool for the determination of PEs. In the
TLC method, 65% ethyl acetate in pentane is used as a solvent
and detection is done at 254 nm. The Jatropha PEs (factor C, to
factor C,) have retention factors (R) values ranging from 0.4 to 0.5
while that of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) is 0.55. In
the UV-spectrophotometric method the methanol extract is passed
through a solid phase extraction (SPE) column and the resulting
eluate is analyzed for PEs at 280 nm. For raw kernels, SPE eluates
with absorbance >0.056 are considered as toxic and those with
absorbance < 0.032 as non-toxic. For defatted kernel meals, SPE
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eluates with absorbance > 0.059 are considered as toxic and those
with absorbance < 0.043 as non-toxic (DEVAPPA et al., 2012b).

The HPLC based method offers accurate determination of PEs. In

the HPLC system, C,, reverse phase column is used. Test sample is
eluted with acetonitrile and water containing 0.175% ortho-phosphoric
acid. The Jatropha PEs (sum of 4 peaks) appears between 25 and 31
min. The sensitivity of the method is 3 yg. The concentrations are
expressed equivalent to PMA or factor C, equivalent (MAKKAR et
al., 1997; MAKKAR et al., 2007; ROACH et al., 2012). The PEs are
further confirmed by observing absorption spectrum (200 to 400 nm)
for 4 peaks of Jatropha PEs. The PEs are present in Jatropha seed
cake (0.5-1.5 mg/g), kernel meal (1-3 mg/g), oil (3—-7 mg/g), kernels
(3-6 mg/g), roots (0.55 mg/g), bark (outer brown skin) (0.39 mg/g),
bark (inner green skin) (3.08 mg/g), wood (0.09 mg/g), stems (0.78
- 0.99 mg/g), leaves (1.83-2.75 mg/g), buds (1.18-2.10 mg/g),
flowers (1.39-1.83 mg/g) and kernels (2.0-6.0 mg/g). However,
PEs are not present in the latex (MAKKAR; BECKER, 2009).

Biological assays for phorbol esters

The biological test systems/bioassays provide useful and rapid
screening methods for measuring potency or biological activities of
toxic phytochemicals either in purified form or in mixture/extracts.

In the Artemia salina bioassay, approximately 10 nauplii (48 h)

are placed in each well (96 well plate) containing test sample. The
mortality (EC,.) is observed after 24 h. In the snail (Physa fontinalis)
bioassay, 10 snails are placed in a beaker containing water dissolved
with test sample. After 24 h, the treated snails are transferred to
fresh water and mortality (EC, ) is recorded after 48 h. In the Daphnia
magna bioassay, 20 animals (24 h age) are placed in reconstituted
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water containing test sample. The mortality (EC,,) is measured after
24 h and 48 h. In all the bioassays tested, increase in concentration
of PEs increased mortality with an EC50 (48 h) of 0.33, 26.48

and 0.95 mg/L PEs for snail, Artemia and Daphnia, respectively
(DEVAPPA et al., 2012c). Microorganisms are also considered to

be an option for bench-top bioassay. Among the many bacterial
species, Streptococcus pyogenes and Proteus mirabilis are highly
susceptible to PEs present in methanol extract with a minimum
inhibitory concentration (MIC) of 215 ppm PEs; and Pseudomonas
putida is sensitive with an MIC of 251 ppm PEs. Similarly, Fusarium
species of fungi has an EC,  of 58 ppm PEs, while Aspergillus niger
and Curvularia lunata has EC_  of 70 ppm (DEVAPPA et al., 2012c¢).

Insect larvae such as Spodoptera frugiperda (third instar larvae), a
common pest in corn field across the tropical and subtropical areas,
can be used as bioassay models to screen PEs. Insecticidal activity
or contact toxicity (24 h) can be assessed after topical application
of methanol extract (dissolved in acetone) to the dorsal region of the
thorax of larvae. The methanol extract exhibits contact toxicity with
an LC,, of 0.83 mg/mL (w/v). Antifeedant bioassay (no choice leaf
disc method) measures insect development and survival. Larvae are
placed in a Petri dish and fed on corn leaves treated with different
concentrations of PEs (n = 10). Antifeedant activity is measured
after 24 h for 10 days. Corn leaves treated with methanol extract
declined the food consumption (33%), relative growth (42%)

and food conversion efficiency (38%) at a concentration of 0.25
mg/mL (w/v). Higher reduction (39% and 45%) in the relative
consumption rate was observed at 0.625 and 0.125 mg PEs/

mL (w/v) of the methanol extract (DEVAPPA et al., 2012d).

In vivo models, such as mice model offers predictive toxicity for PEs.
Purified PEs (or methanol extract) are administered intra gastrically
to Swiss Hauschka mice and acute toxicity is measured. The LD,
and 95% confidence limits for male mice was 27.34 mg/kg body
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mass; and the LD, and LD_, were 18.87 and 39.62 mg/kg body
mass, respectively. Prominent lesions were mainly found in lung and
kidney, with diffused hemorrhages in lung, and glomerular sclerosis
and atrophy in kidney at doses >32.40 g/kg body mass. At 36.0
mg/kg body mass, multiple abruption of cardiac muscle fibers and
anachromasis of cortical neurons was observed (LI et al., 2010).

The biological activity of PEs can also be determined /n vitro using
reconstituted human epithelium (RHE) and human corneal epithelium
(HCE). The assay involves topical application of PEs or methanol
extract to surface of the epidermis and subsequent assessment of
their effects on histology and inflammatory substances. The Jatropha
oil and methanol extract containing 2.42 ng of PEs (Jatropha factor
C, equivalent) or purified individual PEs: factor C, (1.3 ng), factor
C, (0.5 ng), factor C, .. (0.4 ng) and factor C, + C, (0.25 ng)
(these are the amounts of individual PEs in 2.42 ng of a mixture

of PEs as present in the oil) exhibited severe cellular alterations
such as marked edema, presence of less viable cell layers, necrosis
and/or partial tissue disintegration in epithelium and expression

of inflammatory response (interleukin-1a and prostaglandin E2
release) by several fold both in RHE and HCE (DEVAPPA, 2012a).

Phorbol esters (e.g., Jatropha factor C, to C,) are considered to be
potent tumor promoters. The tumor promotion properties can be
assessed using Bhas 42 cells. The advantage of using this assay is
that it does not require initiator treatment like other assays (e.g. SHE
and Balbct3 cells) and it involves two stage carcinogenesis steps
(initiation and promotion) as in the in vivo models. The assay involves
application of Jatropha PEs to wells containing cultured Bhas 42

cells (SAKALI et al., 2010). The endpoint measures cell viability and
formation of transformed foci (dense multi layering of cells, spindle-
shaped cells different from the contact-inhibited monolayer cells and
dense multi layering of cells and invasive growth into the monolayer of
surrounding contact-inhibited cells). The foci in each well is counted
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and statistically evaluated for the increase in transformed foci as
affected by different concentrations of PEs. The concentration of
Jatropha PEs in this study is expressed equivalent to factor C,. In this
assay, similar to PMA, the methanol extract (0.00005 - 2 ug/mL)
and individual purified Jatropha PEs (factor C,, factor C,, factor C,
mixture and factor (C4 + C5); 0.0005 - 1 pug/mL factor C1 equivalent)
exhibited tumor promoting properties. The order of transformed foci/
well formation was: PMA > methanol extract > factor (C, + C,)

> factor C > factor C1 > factor Cz. However, none of the

3mixture

Jatropha PEs exhibited tumor initiation properties (DEVAPPA, 2012a).

Phorbol esters (analogue of diacylglycerol) are potent activators of
protein kinase C. Activation of protein kinase C can be assessed using
nonradioactive peptag assay (Promega). The assay uses brightly pink
colored fluorescent peptide (P-L-S-R-T-L-S-V-A-A-K), which are highly
specific for protein kinase C (PKC). The phosphorylation by PKC alters
the peptides charge (+ 1 to -1), which can be separated by horizontal
agarose gel electrophoresis. The phosphorylated species migrate
towards the positive electrode, while the non-phosphorylated substrate
migrates toward the negative electrode. The presence of activators
such as PEs, activates PKC which in turn phosphorylates the peptide. In
the assay, phosphorylated fluorescent peptide obtained as an enzymatic
reaction product indicates the PKC activity. The presence of PKC
activators increases the PKC activity. In this assay, positive control
(cAMP as a PKC activator), PMA (1 ng), methanol extract (2 ng), factor
C, (1 ng), factor C, (1 pg), factor C, . (1 pg) and factor (C, + C,) (1
ng) induce phosphorylation of fluorescent peptide, which is visualized
in an agarose gel indicating the PKC activity (DEVAPPA, 2012a).

The aforementioned analytical methods and bioassays can be
applied in (a) evaluation of the PEs concentration in Jatropha
samples (seeds, kernels, kernel meal, seedcake, seed meal or
different parts of Jatropha plant) aimed at animal feed applications,
especially following detoxification, (b) differentiating toxic and
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non-toxic genotypes (free of PEs) of J. curcas seeds, (c) agronomical
and eco-toxicological studies, (d) screening PE contamination

in biological/food samples, (e) evaluation of the occupational
exposure towards toxic oil used for biodiesel production, and (f)
evaluation and development of material data safety sheet.
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Introducao

O 6leo de mamona é um produto para uso industrial com excelentes
propriedades quimicas que o faz unico, principalmente por ser
composto de um 4acido graxo hidroxilado. Este 6leo vem sendo usado
pela humanidade ha pelo menos 6.000 anos como medicamento e
para iluminacao (BARNES et al., 2009; SANTOS et al., 2001).

O principal coproduto gerado a partir da extracédo de 6leo de
mamona é a torta. Esse produto tem elevado teor de proteinas e

por isso é muito atraente para a composicdo de alimento animal. Na
producao de 1 kg de 6leo de mamona, é produzido aproximadamente
1,2 kg de torta de mamona. A producdao mundial de torta de
mamona é estimada em torno de 730 mil toneladas por ano
(SEVERINO et al., 2012). A torta possui aproximadamente 42% de
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proteinas, compostas por 60% de globulinas, 16% de albuminas,
4% de proteoses e 20% de glutelinas (SEVERINO, 2005).

A maior parte da torta de mamona produzida no mundo esté sendo
utilizada como fertilizante organico, aproveitando-se as propriedades de
rapida disponibilizacdo de nitrogénio as plantas, aliadas a capacidade
de controlar nematoides parasitas (SEVERINO et al., 2012). Essa torta
teria um valor muito maior se usada como alimento animal, mas essa
opcao nao esta sendo adequadamente explorada por causa da presenca
da ricina, que é uma proteina muito téxica encontrada na semente

de mamona e que permanece na torta apds a extracao do 6leo.

A destoxificacado da torta de mamona nao é um processo dificil,
e existem diversos métodos comprovados para destoxificacéo,
tais como autoclavagem e adicao de calcéario. No entanto,

o que mais dificulta o avanco desse processo é a caréncia

de métodos para medicdo dessa proteina. Esses métodos
precisam ser confidveis, rdpidos e com baixos custos.

Durante o processo de extracao do 6leo, a torta é submetida a altas
temperaturas e pressao, que causam inativacdao da maior parte da
ricina. No entanto, essa destoxificacdo nao é completa, e o uso desse
produto na alimentacao animal sé poderéa ser feito em larga escala

se a toxicidade da torta puder ser monitorada em todas as etapas

de producao: pela indUstria que produz a torta, pelas pessoas que
fardao o comércio e pelos criadores que fornecerdo a torta para seus
animais. Diversas metodologias disponiveis no momento dependem
do uso de laboratérios bem equipados e de pessoal adequadamente
qualificado, o que inviabiliza seu uso pelos atores da cadeia produtiva.

Neste capitulo, sdo propostas algumas técnicas eletroanaliticas que
podem atender as demandas acima citadas e, assim, agregar valor
a esse importante coproduto da cadeia produtiva da mamona.
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Analise screening

A andlise screening é um procedimento qualitativo baseado em
respostas bindrias, como positivo/negativo ou sim/nao. Este
método é utilizado na tomada de decisGes ou na classificacdo de
amostras quando se trabalha com grande nimero de medigoes.
Na analise screening, o resultado é obtido estabelecendo-

se um limite, ou um ponto de corte que facilite a deciséao.
Somente em um momento posterior, utiliza-se um procedimento
analitico quantitativo mais detalhado que analisard a amostra

em detalhes (Figura 1). Esse processo minimiza os custos

e agiliza as respostas analiticas (GAIAO et al., 2008).

Figura 1. Fluxograma de decisdes em uma andlise screening.
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Apesar dos efeitos de interacao serem importantes, as andlises
dos efeitos principais podem, geralmente, fornecer informacoes
valiosas sobre um determinado modelo. Ou seja, ndo é necessario
o conhecimento individual de cada elemento presente em

uma andlise de composicao, nem em cada interacao realizada

por esses elementos entre si. Assim, existem varios modelos
matematicos que possibilitam o célculo rédpido dos pardmetros
globais, por meio de agregacdes (representacdes simplificadas dos
sistemas reais) e exclusdes (omissao de partes nao consideradas
importantes) de dados (FREY; PATIL, 2002; MATOTT, 2012).

O método de screening possui nimero reduzido de passos e pouca
manipulacdo da amostra, mas o resultado apenas compara a
amostra a um valor pré-determinado (PONTES et al., 2011). Outra
vantagem da analise screening é que um resultado preliminar pode
ser obtido rapidamente, reduzindo-se os erros que acontecem
quando as amostras demoram muito tempo para serem analisadas,
como erros provocados por alteracées quimicas no préprio
material (NASCIMENTO et al., 2010; PONTES et al., 2011).

A andlise screening geralmente utiliza modelos simples que auxiliam
a tomada de decisOes de rotina com efeito de escala. No entanto,
por ser rapida e simples, essa andlise nao é apropriada para situacoes
em que um resultado preciso é critico para o processo. Nesses
casos, a andlise deve ser feita por métodos de referéncia oficiais

ou validados, os quais sdo mais caros e demorados, mas fornecem
resultados precisos e confidveis. A andlise do tipo screening nao
substitui os métodos de referéncia, mas é uma pré-selecao para
escolha das amostras que devem ser submetidas a andlise refinada.
Como descrito na Tabela 1, ha duas formas de erros em resultados
de andlises: o falso negativo e o falso positivo. Os métodos de
referéncia devem possuir taxas baixas de ambos os tipos de erro.



Abordagens Eletroanaliticas para Torta e Sementes de Mamona

Tabela 1. Exemplo de resultados possiveis para uma determinada
andlise com uma amostra negativa e uma amostra positiva.

Resultado analitico positivo  Falso positivo  Analise correta

Resultado analitico negativo Andlise correta Falso negativo

Um método para analise screening seria muito Util no controle de
qualidade das tortas de mamona e pinhdao-manso. Um procedimento
rapido, simples e de baixo custo pode servir de base para o
processamento industrial, comercializacao e uso desses produtos em
larga escala. Embora esse procedimento ndo seja uma comprovacao
da seguranca do produto, ele podera ser empregado em grande
numero de amostras, o que aumenta a possibilidade de deteccao
dos casos em que uma analise detalhada seja necessaria.

Determinacao eletroquimica
da ricina

A ricina é uma proteina toxica presente no endosperma das
sementes da mamona, considerada uma das substancias mais
téxicas extraidas da natureza, é solivel em meio aquoso (AUDI
et al., 2005; CHAKRAVARTULA; GUTTARLA, 2008; HOFFMAN
et al., 2007). Os principais métodos analiticos para a deteccéao
dessa proteina com o maior equilibrio entre confiabilidade,
praticidade e sensibilidade sdo aqueles que empregam separacdes
cromatograficas e eletroforéticas, biossensores e ensaios
imunoquimicos, sobretudo as anélises screening (ELISA - Enzyme

Linked Immunosorbent Assay) (HOFFMAN et al., 2007). Esses métodos

apresentam alguns inconvenientes: sao laboriosos, dispendiosos,
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requerem mao-de-obra especializada, envolvem diversas etapas
e provas bioquimicas, além de equipamentos sofisticados.

As técnicas eletroanaliticas estdo sendo utilizadas para estudos

que englobam as diversas areas do conhecimento como medicina,
bioquimica, biologia molecular, quimica ambiental e fisico-quimica
objetivando-se a obtencao de informacdes fundamentais sobre
propriedades intrinsecas das substancias (SOUZA et al., 2003).
Uma grande vantagem dessas técnicas consiste na possibilidade da
medicao ser realizada diretamente na amostra sem necessidade de
etapas de pré-purificacdes ou de separacoes prévias, além de tornar
possivel a andlise de materiais coloridos ou amostras contendo
particulas sélidas dispersas. Essas vantagens, aliadas ao curto tempo
para realizacdo das andlises, ao baixo custo da instrumentacéao e
dos materiais utilizados e a alta imunidade em relacdo a presenca
de interferentes, fazem com que sejam cada vez mais utilizadas,
quando comparadas as demais técnicas citadas inicialmente.

Um método eletroanalitico que utiliza a oxidacao eletroquimica foi
proposto por Ribeiro (2012). Nesse método, a ricina foi oxidada
sobre um eletrodo de carbono vitreo (CV) em uma ampla faixa de
pH, usando-se voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de
onda quadrada (VOQ). Essas técnicas sao rapidas, de baixo custo e
apresentam alta sensibilidade analitica. As amostras de ricina foram
extraidas de trés cultivares distintas de mamoneira (BRS Paraguacu,
BRS Nordestina e BRS Energia) desenvolvidas pela Embrapa Algodao.

As condicOes operacionais foram: amplitude de pulso 50 mV,

tempo de modulacdo do pulso 70 ms e velocidade de varredura

5 mV s (VPD) e frequéncia de aplicacdo de pulso 50 Hz, incremento
de potencial 2 mV e amplitude de pulso 50 mV (VOQ). Antes de
cada medicéao eletroquimica, o CV foi submetido a limpeza mecanica
e eletroquimica (RIBEIRO, 2012). Para os estudos eletroquimicos
apresentados a seguir, utilizou-se a ricina extraida da cultivar BRS
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Paraguacu, sendo registrados também voltamogramas comparativos
em VOQ para as demais cultivares. Essa técnica voltamétrica

faz a medicao especificamente de alguns aminoacidos que estao
presentes na molécula da ricina, principalmente a cisteina (presente
na ponte dissulfeto ligando as cadeias A e B), a metionina (ENACHE;
OLIVEIRA-BRETT, 2011a) e o triptofano (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT,
2011b). Esses aminoéacidos sofrem oxidacao eletroquimica sobre
eletrodo de carbono vitreo. Os resultados obtidos sdo a média da
oxidacdo de 18 aminoéacidos presentes nas duas cadeias da ricina.

A eletroatividade de uma solucdo 200 ymol L' de ricina em
tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) foi confirmada por VOQ em
diferentes eletrodos de trabalho: ouro (p= 2 mm), CV (¢= 2 mm),
pasta de carbono (p = 3 mm) e platina (p = 2 mm). Os eletrodos
testados apresentam variabilidade consideravel para corrente

de fundo, sendo o eletrodo de CV melhor com relacao a

esse parametro. Além disso, ele tem um bom equilibrio entre
sensibilidade e seletividade. Dois processos de oxidacao foram
identificados como potenciais: os picos Ep,1 = + 0,367 Ve

Ep,z = + 0,751 V (Figura 2A) cujos centros eletroativos advém
possivelmente dos aminoéacidos cisteina (ENACHE; OLIVEIRA-
BRETT, 2011a) e triptofano (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011b).

Por apresentarem os componentes de corrente direta e reversa, os
picos indicaram que a reacao eletrédica corresponde a um processo
quase reversivel (Figura 2A). A reducao da &rea superficial do eletrodo
de CV para varreduras sucessivas, provavelmente decorrente de
processos de adsorcao de ricina e/ou de seus produtos de oxidacao
(eletroativos ou nao) na superficie do CV, impbés uma etapa de
polimento do eletrodo antes do registro de cada voltamograma.

A influéncia do pH sobre a oxidacao eletroquimica da ricina foi estudada

por VPD variando o pH de 2,0 a 12,0 (Figura 2A). Para valores de
pH entre 2,0 e 10,0, os potenciais Ep,1 e Ep’2 tiveram relacao linear

217



218

Abordagens Eletroanaliticas para Torta e Sementes de Mamona

com o pH, resultando nas equacdes Em(V) = 0,689-0,0562xpHe

Ep2 (V) = 1,133 -0,062 x pH. A relacao linear (Ep vs. pH) revelou uma
inclinacéo de -52 mV/pH para o P, e -61 mV/pH para o P,, apontando
um mecanismo de reacao quase-reversivel, envolvendo o mesmo
numero de prdétons e elétrons para ambos os processos, ja que esses
valores aproximam-se do valor de referéncia de 60 mV (SMITH, 2006).

Levando-se em consideracdo que a largura do pico a meia altura
(sz) ¢ 57,3 mV e 104,6 mV, o processo de oxidacao envolve
a transferéncia de 2H*/2e" (P,) e TH*/1e" (P,), (BRETT; BRETT,
1996). Para pH > 10,0, Ep’1 e Epl2independem do pH, indicando
que nessa faixa de pH o mecanismo de reacao envolveria a
transferéncia de 2e (P,) e 1e (P,), e seus produtos de oxidagéo
poderiam sofrer desprotonacado quimica em meio alcalino. Assim,
um valor de pKa ~ 10,0 foi determinado para ambos os picos

de oxidacao da proteina alergénica RCA 60. Um terceiro pico de
oxidacao da RCA 60, E.= + 1,204 V, somente foi identificado
em pH &cido (2,2 < pH £ 5,4) e diminuiu com o aumento do pH.

0:2 Il:l D:G 0.8
E 1V va AglagCl

04 05 06 07 08 0%
EIV va AglAgCl

Figura 2. (A) Voltamogramas de onda quadrada de 200 ymol L' de ricina em tampé&o fosfato

0,1 mol L' pH 7,0: (==) corrente total, (*®®) corrente direta e (==+==) corrente reversa. (B) Voltamo-
gramas de pulso diferencial com linha de base corrigida de 100 ymol/L de ricina em diferentes eletréli-
tos 0,1 mol/L (HCI/KCI; HAc/NaAc; NaH,PO,/Na,HPO,; NaOH/KCI e bérax/NaOH) em funcéo do pH.
(C) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida em tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH
7.0): Ricina extraida de: (==) BRS Paraguacu (100 umol L"), (eee) BRS Nordestina (100 yumol L") e
(==e==) BRS Energia (200 umol L").



Abordagens Eletroanaliticas para Torta e Sementes de Mamona

Apesar da complexidade da molécula, comportamento eletroquimico
similar foi observado ao registrar VOQ em tampao fosfato (pH 7,0)
para amostras de ricina extraidas das cultivares de mamoneira

(BRS Paraguacu, BRS Nordestina e BRS Energia) (Figura 2C), o

que aponta a possibilidade para a implementacdo de um método
voltamétrico para medicao de ricina em amostras oriundas de
diferentes cultivares, sobretudo, em amostras contendo baixas
concentracoes do composto, como em anélises ambientais

ou de contaminacao de alimentos, racdes e bebidas.

Além do suporte para comercializacdo da torta de mamona, esse
método serd uma ferramenta importante para o desenvolvimento
de cultivares de mamona com menor teor de ricina. Atualmente,
os programas de melhoramento genético de mamona tém

muita dificuldade em medir o teor de ricina em uma grande
quantidade de acessos, porque os métodos disponiveis sao
caros, complicados e as respostas sao demoradas.

Melhoramento genético para
reducao de toxicidade em mamona

A ricina é encontrada somente no endosperma das sementes de
mamona. O 6leo de mamona nao contém ricina, porque ela é
insoluvel em 6leo, e qualquer residuo é eliminado no processo de
refino. O contelido de ricina na torta de mamona varia de 1% a
5% do peso apds a extracao do 6leo (GREENFIELD et al., 2002).

O gene que codifica a ricina ndo contém introns, e o mesmo faz

parte de uma familia multigénica. Estima-se que seis cépias do gene
codificado da ricina estdo presentes no genoma da mamona (HALLING
et al., 1985). O conteudo de ricina varia entre gendétipos. Em uma
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avaliacao feita em acessos do Banco de Germoplasma do Departamento
de Agricultura dos EUA (USDA), Pinkerton e colaboradores (1999)
verificaram que o conteldo de ricina variou de 1,9 g kg”' a 16 g kg™’
entre 263 acessos; enquanto Auld e colaboradores (2003), estudando
uma populacdo de mamoneira, encontraram concentracdes de ricina
variando entre 0,10 g kg' a 5,60 g kg de ricina por semente.

Baldoni e colaboradores (2011) avaliaram a concentracdo de
ricina em sementes de mamona de 20 acessos do Banco de
Germoplasma de Mamona da Embrapa, por meio de ensaio
imunoabsorvente de ligacao de enzimas. Esses autores verificaram
diferencas significativas entre os acessos. O acesso BRA

3271 apresentou a maior concentracao de ricina nas sementes
(32,18 g kg"), e a cultivar BRS Paraguacu, a menor (3,53 g kg™).

Muitos métodos, variando em precisao e facilidade de uso, podem ser
utilizados para detectar e quantificar a ricina (GARBER et al., 2005;
LUBELLI et al., 2006). O método mais comum para detectar a ricina é
por meio de sorologia, com uso do teste ELISA, o qual pode detectar
uma proteina misturada em preparacdes de outras proteinas, em
preparacdes cruas ou semipurificadas. E uma metodologia sensivel

e capaz de gerar resultados com boa reprodutibilidade. Sabendo-se
que hé variacado de contelido de ricina entre diferentes gendétipos,

hé possibilidade de se realizar a selecao de genétipos com baixo
conteldo de ricina, os quais poderao ser utilizados dependendo do
interesse dos programas de melhoramento. Por meio de melhoramento
convencional, foi desenvolvida a cultivar BRIGHAM (1967), um
gendtipo com baixo nivel de ricina (AULD et al., 2001; AULD et al.,
2003; PINKERTON et al., 1999). Os mesmo autores verificaram

que materiais com baixos niveis de ricina também nao sdo mais
suscetiveis ao ataque de pragas e doencas, visto que a ricina é

um metabdlito secundério responsavel pela defesa da semente.
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Realizar a selecdo para menores conteudos de ricina é possivel
desde que seja feita a devida caracterizacdo dos gendtipos iniciais
quanto ao conteldo da mesma. Essa é uma linha de pesquisa que
estd sendo agregada ao escopo do programa de melhoramento da
Embrapa, na qual se pretende avaliar o comportamento de producéao
de ricina em varios materiais genéticos e sob diferentes condicdes
ambientais, sujeitas a diferentes estresses bidticos e abidticos, e
que pode ser beneficiada por métodos mais rapidos, que permitam a
andlise screening, por exemplo, de um banco ativo de germoplasma.

Além disso, tendo-se em vista que os melhoristas buscam variedades
com menores niveis de ricina, as abordagens eletroanaliticas

devem caminhar em paralelo a esse desenvolvimento, para que

os métodos que hoje sao eficientes em determinar as diferencas
entre materiais com alto teor de ricina e materiais destoxificados
continuem detectando as diferencas entre os materiais com

baixo teor de ricina e seus equivalentes destoxificados.

Conclusoes

Um novo método estd sendo proposto para a medicdo do

teor de ricina. A técnica se baseia em voltametria, na qual a
proteina é submetida a corrente elétrica na presenca de um
eletrodo que, sob determinadas condicdes, resulta em um sinal
elétrico especifico para essa proteina. O método podera ser
utilizado para outras proteinas téxicas, como a curcina, que é
encontrada nas sementes de pinhdo-manso e é similar a ricina.

Esse método analitico pode ser executado de forma simples, com
custo muito baixo e resultado instantadneo. Por essa razao, acredita-
se que ele podera ser utilizado em programas de melhoramento
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genético e na cadeia produtiva da torta de mamona (indudstria,
comerciantes, usudarios e 6rgaos de fiscalizacdo), os quais disporao de
uma ferramenta simples para monitorar a qualidade desse produto.

O método voltamétrico proposto serd uma andlise rapida

em comparacao aos métodos tradicionais (cromatografias,
imunoensaios, bioensaios), j& que o tempo entre o preparo da
amostra e a obtencao do resultado dessa voltametria pode ser
conseguido em até 1 hora, enquanto na cromatografia de exclusao
molecular, podem ser necessérias até 4 horas. Além disso, a
instrumentacao eletroanalitica pode ser facilmente miniaturizada,
ao contrario de ensaios animais ou por cromatografias.
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Introducao

A torta é o principal produto da cadeia produtiva da mamona e do
pinhdo-manso, corresponde até 55% de peso das sementes, valor que
pode variar de acordo com o teor de 6leo da semente e do processo
industrial de extracao do 6leo. Tanto a torta de mamona, quanto a de
pinhdao-manso, sao utilizadas como fertilizantes por serem excelentes
fontes de nitrogénio e apresentarem propriedades inseticidas e
nematicidas (KONNUR; SUBBARAO, 2004). Além disso, a torta pode
ser usada como matéria-prima para a producao de aminoacidos,
plasticos, em especial os biodegradaveis, colas e outros produtos
(CHIERICE; NETO, 2007). Este material por apresentar alto teor de
proteinas também poderia ser empregado para a alimentacao animal,
porém fatores téxicos e alergénicos impedem essa ampla aplicacao.

De acordo com a importancia econémica apresentada acima, a
compreensao dos mecanismos de acao e possiveis tecnologias para
inativacao de toxinas e alérgenos presentes nessas oleaginosas se
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faz necessério. Esta revisdo se propde a apresentar esses compostos
e as metodologias envolvidas na deteccao de toxinas e alérgenos
de acordo com as pesquisas cientificas desenvolvidas na éarea.

Primeiramente, as toxinas e os alérgenos encontrados nas sementes
de mamona e de pinhdo-manso sao apresentados, com destaque
para suas estruturas e funcdes biolégicas. Posteriormente, estédo
descritos os principais métodos atualmente disponiveis para deteccao
de cada toxina, destacando os pontos positivos e negativos de

cada um deles. Ao final desta revisao estdo apresentados os
alérgenos encontrados em mamona e em pinhao-manso, além de
uma metodologia eficaz para avaliar a atividade bioldgica, por meio
de ensaio de desgranulacao de mastdécitos e resultados positivos
observados em tratamentos para inativacao desses alérgenos.

Compostos téxicos e
alergénicos da mamona

Os compostos toéxicos encontrados nas sementes de mamona

e, também encontrados na torta, referem-se a proteina ricina
(toxoalbumina) e ao alcaléide volatil ricinina, e, aos componentes
alergénicos constituindo-se de uma fracao alergénica que

se trata de um conjunto de glicoproteinas denominado

CB-1A - Castor-bean allergen (BEWLEY; BLACK, 1994).

Ricina

A ricina é uma proteina encontrada exclusivamente no endosperma
das sementes de mamona, nado sendo detectada em outras partes
da planta, como raizes, folhas ou caules. Representa de 1,5 a
4,0% do contelido proteico total da semente (FERNANDES, 2008).
Ela é a principal responsavel pela toxidez da torta de mamona e
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estd entre as proteinas de maior toxidez conhecida pelo homem
(MOSHKIN, 19886). A ricina é o principal empecilho para uso
alimentar da torta da mamona para animais (NA et al., 2004).

A ricina é uma proteina heterodimérica com massa molecular
de aproximadamente 66 kDa. Ela consiste de uma cadeia

A, de 32 kDa (RTA) que exibe atividade catalitica unida por
uma Unica ponte dissulfeto a uma cadeia B, de 34 kDa (RTB).
Esta proteina é capaz de inibir a sintese de proteinas, sendo
classificada como RIP (Proteina Inativa Ribossomos) do tipo Il
por apresentar as duas cadeias descritas anteriormente.

A cadeia B da ricina pode se ligar a superficie de glicoproteinas
contendo residuos de galactose e N-acetil-galactosamina, uma
atividade similar a algumas lectinas e, dessa forma, permite a
internalizacdo da cadeia A (BRANDT et al., 2001). Tal atividade
lectina permite que a cadeia B ligada a cadeia A interaja com
glicoproteinas e glicolipidos presentes na superficie da célula e do
citosol, permitindo, desta forma, a internalizacao e translocacao

intracelular da cadeia A (YOULE et al., 1981; STIRPE; BATELLI, 2006).

Dentro da célula, a cadeia A exibe atividade enzimatica do tipo
N-glicosidase pela remocédo de uma adenina especifica (depurinacao),
o residuo A4324, a partir de uma regiao do RNA ribossémico (rRNA)
conhecido como o loop a-sarcina/ricina (SRL) (Figura 1).

A auséncia desse residuo de adenina no rRNA impede a ligacao do fator
de alongamento inibindo, assim, a sintese de proteinas. A ricina é muito

eficiente, e uma Unica molécula pode inativar 2.000 ribossomos por
minuto (OLSNES et al., 1975). Devido a essa alta toxicidade, a ricina
poderia ser usada como um agente de bioterrorismo (ATLAS, 2002).

A dose letal da ricina por inalacdo ou por injecao intramuscular
ou venosa, segundo Bradberry e colaboradores (2003) é de
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aproximadamente 5-10 ug/kg, o que corresponde a 350-700 ug para
um individuo adulto de 70 kg. A morte ocorre em poucas horas.

O estabelecimento de uma correlacao entre a quantidade de
semente ingerida de forma acidental e a morte de um animal
ndo é tao simples de ser estabelecida. O teor de ricina por
semente varia entre cultivares. Além disso, Sehgal e coautores
(2010) demonstraram que existem isoformas de ricina, com
diferentes niveis de toxicidades, em uma mesma cultivar.

Métodos de deteccao da ricina

A escolha do método de identificacao e quantificacao da ricina deve
levar em conta o que se pretende: avaliar a presenca do componente
téxico como prevencao de atentados bioterroristas ou avaliar processos
de destoxificacdo da torta para a inclusdo desta em racdes animais.

Antes da depurinagéo

N u
H, . by
N7 A
k« | \> Cu € Depois da depurinagéo
NN - '

C—-G
G—-C —
¢ S CH, OH
pP—CH, e N o
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0: | o 5' ¥
"Loop" a-sarcinaficina do rRMNA
OHOH
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Sitio Adenina (A4324)

Figura 1. O ‘Joop’ o -sarcin/ricin e o ponto de depurinacéo pela atividade N-glicosidase
da RTA. O sitio A
sequéncias de nucleotideos intactas estdo presentes. A direita, o sitio de depurinacéo

4324 @Ntes da depurinagdo por RTA é mostrado a esquerda, onde as

sem a adenina é mostrado.
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Existem diversos processos para inativar a toxina presente na torta
ou farelo de mamona. No entanto é cada vez mais necesséria a
definicao de qual método devera ser empregado, como padrao e,
como técnica universal para ser aceito para avaliar os processos
de destoxificacao para a inclusdo desse coproduto em racoes.

Com o objetivo de direcionar o leitor, serdao apresentados diversos
métodos, fisicos, quimicos ou imunoquimicos, que detectam a
presenca da proteina. Em geral, estes métodos sdao muito sensiveis,
mas nao avaliam a atividade téxica, portanto métodos biolégicos que
avaliam, com seguranca, essa atividade também serao abordados.

Deteccédo da ricina por eletroforese

Anandan e colaboradores (2005) utilizaram diferentes tratamentos
fisicos e quimicos para destoxificar a torta de mamona, e o conteltido
de ricina foi determinado com base na andlise eletroforética,
presenca ou auséncia da banda correspondente a ricina.

Os métodos de destoxificacao/deteccao propostos por Anandan
vém sendo empregados por diversos pesquisadores devido a
simplicidade e rapidez. A deteccao da ricina por eletroforese serve
como rastreamento preliminar para investigar a presenca de ricina
e a possivel degradacao por diversos processos de destoxificacao.
A Figura 2 exemplifica o perfil eletroforético de tortas de mamona
submetidas a diferentes tratamentos para inativacao da ricina.

Ressalta-se que o emprego desta técnica de deteccao da ricina
somente através de eletroforese deve levar em conta que
alguns processos de destoxificacao empregados implicam na
formacao de agregados protéicos, que ndo eliminam a ricina,
mas que impedem que esta entre e percorra o gel. Assim, uma
torta toxica, pode ser considerada adequada para a inclusdao em
racoes, pela auséncia de visualizacao das bandas de ricina, que
por terem formado agregados, nao teriam entrado no gel.

231



232

Métodos para Deteccdo de Toxinas e Alérgenos de Mamona e de Pinhdo-manso

Por outro lado, apds processos de destoxificacao que modifiquem
quimicamente a ricina, seria observada a banda de ricina em

local similiar aquele antes da destoxificacdo. Assim, essa torta,
quimicamente modificada e adequada para a alimentacao animal,
poderia ser considerada, por este ensaio, uma torta ainda téxica,
resultado falso positivo. Na Figura 2 somente a torta in natura e a
torta autoclavada por 10 minutos seriam téxicas. Estes dados nao
foram corroborados pelos ensaios bioldgicos de viabilidade das células
Vero. Estes ensaios serao posteriormente descritos neste capitulo.

M IN EX 4% 6% 7% AUT FER

tl

35 kDa

cadeiaB =p
cadeia A =9

I

25 kDa e

Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil-sulfato de
sédio (SDS-PAGE) para o extrato proteico de torta e rejeito de mamona, submetidos a
diferentes tipos de tratamentos. As setas indicam as duas cadeias da ricina (Cadeia A
e Cadeia B). M — Marcador; IN - Torta in natura; EX — Torta Extrusada; 4%, 6%, 7%-
Torta Extrusada com 4%, 6% ou 7% de CaO; AUT - Torta Autoclavada; FER — Torta
Fermentada por 72 horas. (FERNANDES, 2010).
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Deteccdo da ricina por eletroforese capilar

A Eletroforese capilar (CE) pode ser uma alternativa viavel para
os imunoensaios tradicionais, quando acopladas a sistemas
com deteccao de fluorescéncia induzida por laser.

Haes e coautores (2006) demonstraram que a eletroforese capilar
pode ser usada para detectar a ricina, monitorando a interacao da
mesma com um aptamero fluorescentemente marcado sob condicdes
de ndo-equilibrio. A resposta quantitativa revelou um limite de
deteccdo tao baixo como 14 ng/mL. Esse estudo também revelou

que a presenca de nucleases na amostra acarreta na degradacao dos
aptameros diminuindo a capacidade para detectar a ricina. No entanto,
ainda é possivel detectar a toxina em concentragdes muito baixas.

As vantagens deste ensaio descrito por Haes e colaboradores
(2006) sao que o mesmo pode ser realizado em menos

de 10 minutos, consome quantidades minimas de

material, e gera baixa quantidade de residuos.

Deteccao da ricina por Espectrometria de Massas

A deteccédo da ricina por espectrometria de massas vem sendo
amplamente estudada nos ultimos anos. Comumente essa
metodologia utiliza uma das duas abordagens: deteccao de ricina
intacta, por identificacdo de picos com massa molecular referente
as bandas A ou B; ou por mapeamento dos peptideos tripiticos
(fingerprinting) associado com a determinacao da sequéncia de
alguns peptideos selecionados (sequenciamento “de novo”).

Um problema apontado para o uso da espectrometria de massas,
como método de confirmacao da presenca de ricina, foi a relativa
falta de sensibilidade dessa técnica em comparacao com os ensaios
biolégicos. Para resolver este problema, Craig e coautores melhoraram
o preparo da amostra permitindo que os limites de deteccao fossem
diminuidos. Na metodologia proposta, 0,01% do detergente Tween
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80 é adicionado durante o processo de extracao de proteinas da
semente. De um modo geral, o sinal da ricina € mascarado pela
presenca de oligdmeros de proteinas de reserva presentes na semente.
Os autores afirmam que, a adicdo do detergente Tween 80 reduz esta
interferéncia, intensificando o sinal da ricina. Usando este processo de
extracdo e obtendo espectros MALDI-TOF/TOF foi possivel detectar
com confianca, 31 fmol de ricina, ou seja, 4 ug de ricina/mL de extrato.

Para melhorar a deteccao da ricina em solugdes diluidas, um método
que combina a imunocaptura da ricina, usando anticorpos monoclonais,
seguido da anélise por MALDI-TOF foi descrita (DURIEZ et al., 2008).
Nesse ensaio, esferas magnéticas revestidas com um anticorpo anti-
cadeia B da ricina foram preparadas. Estas esferas foram colocadas

em contato com solucdes diluidas de ricina. Apds imunocaptura, as
amostras foram digeridas com tripsina na presenca de acetonitrila

para acelerar a hidrélise. Apds eluicdo acida, trés dos 20 peptideos
obtidos foram utilizados para a deteccao de ricina por MALDI-TOF.

A imunocaptura associada a analise por MALDI-TOF descrita
anteriormente permitiu o limite de detecg¢ao da ricina de 50 ng/mL.
O resultado pdde ser obtido em cerca de 5 horas. Essa metodologia
de ensaio foi ajustada para a deteccado nao s6 da ricina, mas de
outras toxinas que poderiam estar presentes em uma mesma
solucao. Para tanto, anticorpos contra diversas toxinas foram
imobilizadas na mesma esfera (KULL et al., 2010). As toxinas
foram subsequentemente identificadas por sequenciamento

dos peptideos tripticos eluidos das imuno-esferas, por MALDI-
TOF. A ricina péde ser detectada em matrizes complexas,

tais como leite e sucos (FREDRIKSSON et al., 2005).

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Um dos métodos mais antigos que foi empregado para a deteccao
da ricina foi o ensaio imunoenzimatico denominado ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) (KOJA et al., 1980). Nesse ensaio,
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anticorpos (lgG) e fragmentos Fab anti-ricina, produzidos em coelho
e conjugados com [B-D-galactosidase foram usados. Dessa forma, foi
possivel detectar concentracdes baixas de ricina, préximas a 4 ng/mL.

Na busca de ensaios mais sensiveis, o radioimunoensaio foi empregado
e o limite de deteccao foi de 50-100 pg para RTA e 500 pg para

RTB (GODAL et al., 1981). No entanto, a sensibilidade foi reduzida
para a ricina intacta. Limitacdes deste ensaio incluiam as dificuldades
em trabalhar com radioisétopos e longo periodo de incubacao. Tais
inconvenientes tornaram este ensaio menos preferivel que ELISA.

Em 1994, Poli e colaboradores desenvolveram um imunoensaio
ELISA-quimioluminescente para detectar a ricina em fluidos
biolégicos. Nesse ensaio, anticorpos policlonais (pAb) produzidos
em cabra foram utilizados em um sistema ELISA-sanduiche
empregando a deteccao avidina-fosfatase alcalina. Para esse
ensaio, o limite de deteccao de ricina foi de 100 pg/mL em tampao
fosfato salino (PBS), em urina humana e em soro humano.

Ocorreram muito desenvolvimento na area de detecgao da toxina

ricina e, desta forma, kits comerciais de ELISA para dosagem de ricina
foram apresentados no mercado. No entanto, esses testes tém vérias
desvantagens que impedem que ele seja o melhor método para detectar
ricina: consomem muito tempo, necessitam de pessoal especializado,
apresentam rendimento limitado e podem subestimar o contetddo

real de ricina em situagcdes onde as concentracdes de antigenos sao
elevadas. Além disto, ndo avaliam a atividade biolégica téxica.

Imunoensaio usando um sensor de fibra éptica

Para reduzir o tempo necessério para ensaio de deteccao da ricina,
um método baseado em um sensor de fibra 6ptica foi desenvolvido
(OGERT et al., 1992; OGERT et al., 1993; NARANG et al.,

1997). Ogert e coautores (1992) descrevem um imunoensaio em
sanduiche, no qual o anticorpo IgG anti-ricina foi imobilizado sobre
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a superficie de uma fibra éptica. O limite de deteccao para a ricina
por fluorescéncia induzida por laser, em uma solucdo tampao, foi de
100 pg/mL. O ensaio completo pode ser realizado em 20 minutos.

Imunoensaio acoplado com Reacao em

Cadeia de Polimerase (Imuno-PCR)

Ensaios utilizando a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)
permitem aumentar imensamente as quantidades de uma
molécula especifica de DNA presente numa mistura complexa
até quantidades detectaveis por métodos simples como a
coloracao com brometo de etideo em gel de agarose.

Sano e colaboradores (1992) desenvolveram um método para detectar
antigenos combinando a especificidade da anélise imunoldgica

com a amplificacdo exponencial de PCR (IPCR ou Imuno PCR). A
ligacdo entre essas duas técnicas ocorre mediante a formacao de

um complexo anticorpo-biotina-esteptavidina-DNA, que vincula o
antigeno a deteccao com uma molécula de DNA utilizada como
substrato da PCR in situ. A interacao biotina-estreptavidina
desempenha o papel de ponte entre o anticorpo secundario e o

DNA reporter, que é amplificado pela PCR. Uma representacao
esquematica do presente método é mostrada na Figura 3.

O limite de deteccédo para ricina dissolvida em diferentes
concentracoes em PBS foi de 10 fg/mL e para a ricina dissolvida em
soro humano foi de 0,5 fg/mL (LUBELLI et al., 2006). Este método
foi 8 milhdes de vezes mais sensivel do que ELISA convencional,
sendo considerado, até o momento, o método mais sensivel para a
deteccao de ricina, principalmente, em processos pdés-intoxicacao.

As anélises por Imuno PCR, em ratos alimentados com a ricina,
mostraram que esta toxina foi rapidamente isolada a partir do
soro (30 min.) e o tempo necessario para completar o processo de
IPCR foi de 9 horas. Comparado com os métodos convencionais
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Figura 3. Representacdo esquematica da deteccdo de ricina por IPCR utilizando ELISA

direto e sanduiche, para capturar e reportar a toxina.

imunolégicos, o IPCR requer mais tempo por causa da PCR em

si e da andlise pds-PCR. Além disso, a utilizacdo de reagentes
dispendiosos torna essa técnica menos atraente para reacdes de rotina
do que os métodos imunoldgicos convencionais. No entanto, tais
limitacdes sdo compensadas pela maior sensibilidade do método.

Métodos para deteccao da atividade da ricina

O primeiro método para a deteccao de atividade bioldgica da
ricina baseou-se na medida da inibicdo da sintese proteica em
lisado de reticulécitos de coelho (LUGNIER et al., 1974). H&
relatos, que semelhante a proteina nativa, alguns peptideos
derivados da ricina sao téxicos e poderiam inibir a sintese proteica
em lisados celulares. Esta informacao reforca a necessidade

de avaliar a atividade bioldgica da ricina depois de submeter

a torta de mamona aos processos de destoxificacao.
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A capacidade das proteinas inibidoras de ribossomos (RIP) em
inibir a sintese de proteinas pode ser monitorada em ensaios de
traducao /in vitro utilizando o sistema de lisado de reticulécitos

de coelho (BARBIERI et al., 1989; MEI et al., 2006). Uma
desvantagem desse ensaio é a utilizacdo de um procedimento de
multiplos passos para determinar a atividade da RIP pela medicao
da incorporacao de aminoacidos radioativos, ap6s a adicao de
mRNA ou polissomas no sistema. Para contornar essa dificuldade,
um ensaio in vitro traducao, baseado na deteccao da luciferase por
bioluminescéncia foi descrito por Mei e colaboradores (20086).

Mei e colaboradores (2006) utilizaram um lisado celular, que
fornece ribossomos e outros componentes necessarios para a
sintese protéica, associando as reacoes de traducao em dois
passos acoplados: (1) uma sequéncia de DNA para luciferase é
transcrita em RNA mensageiro, e (2) o RNA é entao traduzido

em luciferase. Quando a luciferase é sintetizada, a fluorescéncia
atua como um indicador de sintese de proteinas, e a auséncia de
fluorescéncia indica que a sintese de proteina foi inibida (Figura 4).

Novo Fluorecéncia
%pemideo
> . . —  ( LUCIferase
Traducdo Ribossomo intacto

Fita dupla de DNA
o

¥ o
TTT0Lt L LM —Manscricio
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mRNA

CITTTTTTTTTITTTITIY
GCCG GUAGUCGAAUC

5

Sintese protéica

Traducdo inibida
g - X

Ribossomo depurinado

Figura 4. Representacdo do ensaio de inibicdo da traducdo. Na auséncia da ricina ocorre
sintese proteica, e esta pode ser medida facilmente no caso de proteinas que emitem
fluorescéncia, como a luciferase. A ricina inibe a sintese da proteina, e a falta ou

diminuicdo da fluorescéncia serve como indicador da presenca da toxina.
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A inibicdo da sintese de luciferase por ricina foi alcancada
quando a toxina foi utilizada em concentracao minima de
30,2 pM (~ 800 pg/mL). A especificidade RIP no presente
ensaio descrito por Mei e colaboradores (2006) foi provada
usando formicina 5'-monofosfato (FMP) como um inibidor
especifico da atividade de RIP. O limite de deteccéo é
compardavel aos obtidos com outras metodologias, e o
ensaio também comprovou a atividade téxica da ricina.

Deteccdo da atividade enzimatica - Depurinacao

Como mencionado anteriormente, a ricina catalisa reacoes de
depurinacao, ou seja, a remocao de um residuo de adenina no /oop
a-sarcina/ricina do RNA ribossomal. Existem diversos trabalhos que
associam a depurinacao com a inibicao da sintese protéica, tendo
como consequéncia a morte celular. Assim, a determinacao da
atividade enzimatica poderia refletir a atividade téxica da ricina.

Como substrato para a ricina, aptameros (fragmentos de RNA ou
de DNA) foram construidos. Esses aptameros foram isolados a
partir de bibliotecas complexas de acidos nucleicos sintéticos por
um processo interativo de adsorcao, recuperacao e reamplificacao.
Um exemplo de um aptamero, mimetizando o /oop onde a

cadeia A da ricina (RTA) atua, é apresentado na Figura 5.

A atividade enzimatica de depurinacdo pode entdo ser medida pelo
decréscimo na concentracao do aptamero ou pela quantificacao da
adenina liberada. Com uma primeira estratégia para dosar a adenina
liberada, Heisler e coautores (2002) desenvolveram um ensaio
colorimétrico no qual acoplaram reacoes de fosforilacao. Assim,

a base liberada reagiria com fosfato formando adenina-fosfato,

o qual pela acdo de uma fosfatase liberaria este fosfato, que em
contato com o para-nitro-fenol, formaria para-nitro-fenol-fosfato.
Esse dltimo composto pode ser quantificado por colorimetria.
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Figura 5. Exemplo de um aptédmero derivado de RNA. A

Figura ilustra a perda da base Adenina pela acéo da ricina.

Em 2004, Hines e colaboradores introduziram um ensaio, onde

a adenina liberada poderia ser diretamente quantificada apdés
cromatografia liquida de fase reversa, usando sistema Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (RP-HPLC), e com software adequado.

O limite de deteccdo da adenina neste ensaio foi de 0.02 yM

(2.4 ng/mL). Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método,
Becher e coautores (2007), ainda usando a cromatografia para
detectar adenina, propuseram uma concentragao prévia da ricina
empregando um sistema de imunocaptura, onde a ricina seria
sequestrada por esferas magnéticas previamente acopladas

com anticorpos antirricina, conforme proposto na Figura 6.

Um avanco para deteccdo da atividade enzimatica da ricina foi
proposto por Antoine e colaboradores (2011). Nesse ensaio, o qual
denominou “espectrometria de massas biolégica”, hd um acoplamento
de trés estratégias para deteccao da ricina: i) concentracao da ricina,
usando imunocaptura; ii) uso de aptameros de RNA como substrato
para a ricina: iii) quantificacao da reducado do aptdmero contendo
adenina e a formacao do aptadmero apdés depurinacdao, ambos por
determinacao da massa molecular por espectrometria de massas. Um
esquema desta abordagem experimental é apresentado na Figura 7.
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Figura 6. Imunocaptura da ricina por esferas magnéticas acopladas com anticorpo Anti-
RTB e deteccdo da Adenina liberada por Cromatografia.

Figura 7. Esquema
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Deteccdo da atividade biolégica da ricina

Os métodos empregados para a determinacao da atividade
biolégica descritos anteriormente sdo focados na determinacao
da atividade enzimatica (depurinacado) ou na inibicdo da sintese
protéica em lisados celulares. Estas determinacoes podem

nao refletir a total atividade da ricina, ou seja, a internalizacao
da ricina pela célula e a sua posterior acéo téxica.
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Em 2005, Audi e colaboradores escreveram uma revisao sobre o
envenenamento provocado pela ricina. Os autores associaram a

acao toéxica exclusivamente a atividade de depurinagado. Assim, a
medida da atividade enzimatica permitiria uma correlacao direta ao
processo de toxicidade. Em 2007, Li e coautores demonstraram

que a depurinacao do ribossomo nao é suficiente para avaliar a
atividade t6xica. Os autores desenharam uma molécula de ricina,
contendo mutacdes que conservam a atividade enzimética, ou seja, a
depurinacdo, mas que ndo sdo téxicas para Saccharomyces cerevisiae.
Assim, entende-se a necessidade de desenvolver um ensaio que
avalie a toxicidade por completo, ou seja, a internalizacdo da toxina
e a sua posterior atividade enzimatica, seguida da morte celular.

A fim de aprimorar os métodos de deteccao da atividade biolégica da
ricina Fernandes e colaboradores (2012) propuseram o uso de células
Vero, uma linhagem celular derivada de rins de macaco (Chlorocebus
sabaeus), com algumas caracteristicas de células epiteliais para avaliar
a toxicidade provocada pela ricina. Nesse ensaio, os autores avaliaram
a morfologia das células antes e apds a incubacado com ricina, e a
atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) citoplasmatica,
liberada para o meio extracelular em funcao da morte celular. A
sensilbilidade desse método é de 10 ng/mL (FERNANDES et al.,
2012). O esquema dessa abordagem é mostrado na Figura 8.

A Tabela 1 mostra um estudo comparativo entre a avaliacdo de
toxicidade empregando as técnicas SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), proposto por Anandan

e colaboradores em 2005 (Figura 2); e o ensaio de viabilidade
usando células Vero, descrito por Fernandes e coautores em 2012.
Como pode ser verificado a partir da observacao da tabela, caso

a anélise fosse feita usando somente a técnica eletroforética, as
tortas extrusadas na auséncia ou na presenca de CaO 4 e 6% seriam
liberadas para a racao animal. O que sé é possivel apds a inclusdo
de Ca0O a 7%, resultado referente ao ensaio de citotoxidade.
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Figura 8. Ensaio de citotoxicidade utilizando células Vero. A monocamada de células
numa placa de 24 pocos foi incubada com a ricina durante 24 horas. Uma aliquota
de cada poco foi removida e misturada com a solucdo de ensaio para determinacao
da atividade da LDH. O formazano forma um sal que causa a coloracao vermelha. A

citotoxicidade é medida com base na intensidade da presente coloracéao.

Tabela 1. Comparativo entre os diferentes métodos utilizados para detec-
cao da ricina na torta e no rejeito de mamona. (FERNANDES, 2010)

Torta in natura +
Torta extrusada -
Torta extrusada + 4% CaO -

+ o+ o+ o+

Torta extrusada + 6% CaO -
Torta extrusada + 7% CaO - -
Rejeito autoclavado + +
Rejeito fermentado 72h - -

+ Presenca de ricina - Auséncia de ricina
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Toxinas de Jatrophas curcas

Os dois principais componentes toxicos que estdo presentes em pinhao-
manso sao a proteina inibidora de ribossomos, curcina, e os ésteres de
forbol. Os ésteres de forbol sdo os componentes téxicos mais perigosos
e limitam a utilizacao da torta de pinhdo-manso na alimentacao animal.

Curcina

A curcina (28,2 kDa) é téxica por inibir a sintese de proteinas,
assim como a ricina, porém, ela possui somente a cadeia
responsavel pela atividade enzimatica, sendo, desta forma,
classificada como RIP (Proteina Inativadora de Ribossomos)

do tipo I, sendo encontrada em sementes e folhas de pinhao-
manso (STIRPE et al., 1976; QIN et al., 2005). A curcina é uma
proteina monomeérica com atividade N-glicosidase, mas nao possui
a cadeia lectina (LIN et al., 2003). Portanto, essa proteina é
muito menos citotdéxica do que a ricina (RIP Il) porque ndo pode
entrar nas células por meio da ligacdo aos residuos de aculcar.

Apesar do fato de a curcina ser menos téxica do que os ésteres de
forbol, existem relatos da toxicidade da curcina para alguns animais,
incluindo ovelhas, cabras, galinhas e bezerros e também para os
seres humanos (AHMED; ADAM, 1979; ABDU-AGUYE et al., 1986;
EL BADWI et al., 1992; EL BADWI et al., 1995). Devido a baixa
toxicidade da curcina, nao existem muitos métodos de deteccao
especificos para essa toxina. Os métodos de deteccao mais comuns
sdo a inibicao da sintese proteica (traducao) em lisados de reticulécitos
de coelho e a medicao da atividade N-glicosidase (LIN et al., 2003).
Embora existam poucas publicacoes que descrevam os diferentes
métodos para detectd-la, muitos dos métodos j& descritos para a
ricina poderiam ser aplicados a outras RIPs, incluindo a curcina.
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Esteres de forbol

Esteres de forbol (EF) sdo compostos policiclicos nos quais dois
grupos hidroxila em carbonos vizinhos sao esterificados a acidos
graxos. Estas substancias estdao presentes em muitas plantas
diferentes, incluindo Jatropha curcas (BEUTLER et al., 1989).

As moléculas de EF sédo derivadas de uma estrutura carbdnica
“diterpeno tetraciclico” denominado tigliano. Os diferentes pontos
de hidroxilacao do tigliano determinam as diferentes isoformas

de EF e suas diferentes toxicidades (GOEL et al., 2007).

Os EF e seus diferentes derivados sdao conhecidos pela sua
atividade de inducao de tumor. Eles ativam a proteina quinase C
(PKC) que desempenha um papel critico em vias de transducao de
sinal e regulam a proliferacao celular (CLEMENS et al., 1992). Em
contraste, foi relatado que alguns tipos de EF poderiam induzir a
morte celular programada (apoptose) (BRODIE; BLUMBERG, 2003).

Varios processos de destoxificacao utilizados para eliminar EF de torta
de pinhdo-manso foram previamente descritos (DEUS-DE-OLIVEIRA;
MACHADO, 2011b), e alguns dos métodos de deteccao existentes
foram utilizados para confirmar a eficacia destes processos.

Métodos de deteccao de ésteres de forbol (EF)

Muitos dos métodos de deteccao de ésteres de forbol, diferente da
ricina, sdo empregados visando a utilizacdo da torta de pinhdo-manso
como matéria-prima na alimentacao animal, e ndo para investigar
possiveis ataques bioterroristas. Existem poucas técnicas para deteccao
de EF em comparacdo com os métodos de deteccao de ricina.

A determinacao da atividade irritante causada por ésteres de
forbol foi demonstrada pela primeira vez por Adolf e colaboradores
(1984). Essa atividade foi avaliada em orelhas de rato, sendo a
dose irritante de 0,02 ug EF/orelha. Mais de duas décadas depois,
estudos in vivo da toxicidade de EF continuam a ser realizados
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em ratos e camundongos (RAKSHIT et al., 2008; LI et al., 2010).
Varios aspectos clinicos, assim como a taxa de mortalidade de

ratos alimentados com torta bruta de pinhdo-manso e com tortas
submetidas a tratamentos alcalinos e ao calor, para reduzir o nivel de
EF, foram avaliados (RAKSHIT et al., 2008). Baixos niveis de EF (8,1
mg %) causaram mortalidade de ratos 11 dias apds a alimentacao.
A toxicidade aguda dos EF foi determinada em camundongos suicos
Hauschika pela administracao intragastrica (LI et al., 2010). A dose
letal (LD) LD, e LD, foram 18,87 e 39,62 mg de massa corporal/
kg, respectivamente. Estes ensaios de toxicidade séo eficientes

para detectar a toxicidade de EF, contudo, eles sdo problematicos,
em funcao da manutencao e sacrificio de muitos animais.

Deteccdo de ésteres de forbol por RP-HPLC

O método mais comumente usado para detectar e quantificar

EF é a cromatografia liquida de alta eficiéncia com separacéao
em fase reversa (RP-HPLC). Esse método foi padronizado para
detectar EF em diferentes acessos de pinhao-manso. Foi através
deste método que a auséncia dos ésteres de forbol foi detectada
em um acesso nao téxico, em sementes do acesso mexicano,
Papantla (MAKKAR et al., 1997; MAKKAR et al., 1998).

O limite de deteccao de EF por RP-HPLC é de aproximadamente 4
Mg, como descrito por Devappa e colaboradores (2012a). A deteccao
de EF por RP-HPLC tem sido utilizada por pesquisadores para
determinar a eficacia dos processos de destoxificacao da torta de
pinhao-manso, incluindo técnicas de processamento hidrotérmico,
extracao com solvente, extracao com solvente mais tratamento

com NaHCOB, radiacao ionizante, aquecimento, bio-destoxificacao

e extracdes com solucdo de surfactante (MARTINEZ-HERRERA

et al., 2006; DEVAPPA; SWAMYLINGAPPA, 2008; JOSHI et al.,
2011; BARROS et al., 2011; PHASUKARRATCHAI et al., 2012).



Métodos para Deteccdo de Toxinas e Alérgenos de Mamona e de Pinhao-manso

A técnica de deteccao de EF por RP-HPLC pode também ser
utilizada para identificar as diferentes espécies de EF presentes
em J. curcas, assim como a diferenca na composicao de EF
entre as sementes de pinhdo-manso de diferentes regides (HAAS
et al., 2002; BASHA et al., 2009; HE et al., 2011; DEVAPPA

et al., 2012a). Esse método pode também ser empregado para
determinar o teor de EF no dleo extraido das sementes (MAKKAR
et al., 2009; DEVAPPA et al., 2010; ICHIHASHI et al., 2011).

Avaliacdo da toxicidade contra seres vivos
Semelhante aos métodos de deteccdo de ricina, a atividade biolégica
de ésteres de forbol deve ser testada para garantir a eficiéncia dos
processos de destoxificacdo da torta de pinhdo-manso. A avaliacao
dos processos de destoxificacao tem sido feita frequentemente

em animais vivos, tais como ratos (ADOLF et al., 1984; Ll et al.,
2010), ovinos (KATOLE et al., 2011), porcos (WANG et al., 2011)
e peixes (BECKER; MAKKAR., 1998; KUMAR et al., 2012). Com
poucas excecoes, esse tipo de controle da atividade bioldgica

é geralmente precedido da detecgao e quantificacdo de EF por
RP-HPLC. Portanto, animais continuam sendo sacrificados.

Liu e coautores (1997) estabeleceram ensaios moluscicida usando
100) foi de
10 mg de EF/mL. Uma desvantagem deste método é a exigéncia

caramujos. A dose letal contra 100% dos moluscos (LC

de um elevado volume de substancias teste, porque este ensaio
deve ser realizado em placas de Petri de 100 mL. Além do teste de
atividade toéxica dos EF contra lesmas hospedeiras, a susceptibilidade
do parasita Schistosoma mansoni foi também ensaiada (RUG;
RUPPEL, 2000). Esse teste tem a vantagem de requerer um

pequeno volume de extrato metandlico rico em EF. Um extrato de
sementes foi capaz de matar todas as larvas adultas, cercarias, do

Schistosoma mansoni (LC,_ ), a uma concentracdo de 25 mg/mL.

100
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A eficacia dos EF contra insetos foi também demonstrada. Cupins
(Odontotermes obesus) foram utilizados como um alvo para testar
a toxicidade de EF (VERMA et al., 2011). Esses autores testaram
diferentes concentracdes de EF (500-5 mg/mL) ao longo de um
periodo de 1 a 72 horas. A LC, .
tratamento com 5 mg/ml de EF. No entanto, para reduzir o tempo de
ensaio, foi necesséria a utilizacao de concentracdes mais elevadas
de EF. Para obter a LC,,
500 mg/mL de EF. Devappa e colaboradores (2012b) testaram a
susceptibilidade dos insetos. Eles alimentaram os insetos com uma
fracdo enriquecida em EF (Fracdo Enriquecida com Esteres de Forbol -
FEEF) e avaliaram a mortalidade apds 24 horas. A mortalidade minima
(20%) foi obtida utilizando 0,5 mg FEEF/mL e um maximo de 80%

de mortalidade foi observada com 2 mg FEEF/mL. A sensibilidade de
ambas as espécies de insetos avaliados O. obesus e S. frugiperda

aos EF nado foi muito diferente. Os autores demonstraram que os

EF podem ser utilizados como um insecticida e que estes insetos

sao bons modelos para detectar a atividade téxica de EF.

foi determinada apés 72 horas de

apds 12 horas de tratamento, utilizaram

Os crustaceos Artemia salina e Daphnia magna sao também utilizados
como indicadores de toxicidade aos EF (DEVAPPA et al., 2012a). A
melhor taxa de mortalidade em A. salina induzida pelos EF (72%) foi
observada com uma concentracado de 47 ug/mL (DEVAPPA et al.,
2012a). O aumento da concentracdo ndo melhorou efetivamente a
taxa de mortalidade. Para atingir 100% de mortalidade 6000 ug/mL
de EF foram necessarios. Diferentes tipos de EF foram previamente
testados contra A. salina (KINGHOM et al., 1977) e houve variacao
nas taxas de mortalidade para cada EF. Isto reforca o papel da
estrutura quimica e pureza dos EF no que diz respeito a toxicidade.

O primeiro ensaio toxicolégico de EF utilizando Daphnia magna
mostrou que esses crustaceos sdao mais sensiveis do que A. salina
(DEVAPPA et al., 2012a). A LC100 foi de apenas 3 mg/mL, e a menor
concentracao eficaz, o que induziu a mortalidade de 26%, foi de
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0,5 mg/mL. As vantagens da utilizacdo de A. salina em ensaios
toxicolégicos foram demonstradas por Ruebhart e coautores (2008).
Essas vantagens incluem a disponibilidade comercial dos cistos,

o facil armazenamento e manutencao de eclosdo dos cistos. O
ensaio é de baixo custo, simples, radpido e sensivel. Sado necessarias
menores quantidades de amostra e os ensaios podem ser realizados
em microplacas de 96 pocos. O uso de crustaceos satisfaz as
diretrizes éticas de tratamento de animais de muitos paises.

Semelhante a atividade moluscicida, inseticida e antiparasitaria,

a toxicidade dos EF contra microrganismos também foi relatada.
Chumkaew e colaboradores (2003) demonstraram que os ésteres

de forbol tinham atividade antibacteriana. Seis géneros de bactérias
foram recentemente utilizados para avaliar esta toxicidade. A
concentracao maxima de extrato rico em EF para cada bactéria
testada foi 537 ug/mL para o Bacillus subtillis, 250,7 ug/mL para
Pseudomonas putida, 215 ug/mL de Proteus mirabilis, 394 ug/mL

de Staphylococcus aureus, 215 ug/mL de Streptococcus pyogenes
e 465,7 ug/mL de Escherichia coli (DEVAPPA et al., 2012a). Em
comparacao com os outros ensaios biolégicos aqui apresentados, a
utilizacdo de bactérias para detectar a atividade téxica do EF nao é
muito eficaz, porque a sensibilidade é muito menor do que o relatado,
por exemplo, para D. magna. A atividade antifingica de EF extraido
da torta também foi avaliada (SAETAE; SANTORNSUK, 2010;
DEVAPPA et al., 2012a). Os ésteres de forbol foram téxicos para os
fungos Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, Lasiodiplodia
theobromae, Curvularia lunata, Fusarium semitectum, Colletotrichum
capsici e Colletotrichum gloeosporioides. As concentracdes que
inibiram 100% do crescimento micelial foram de 6, 3, 6, 5, 3, 4

e 10 ug/mL, respectivamente. Testes antimicrobianos utilizando
bactérias e fungos podem, dentro dos limites apresentados, serem
utilizados para acompanhar processos de destoxificacdo de tortas.
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Avaliacado da atividade proteina quinase C (PKC)

Como descrito anteriormente, os ésteres de forbol sao ativadores
da proteina quinase C (PKC). Wink e coautores (2000) propuseram
um ensaio bioquimico para detectar a atividade dos ésteres de
forbol (EF) com base nessa propriedade. Neste ensaio, a PKC é
incubada com Mg-ATP e um peptideo sintético € marcado com

uma substancia fluorescente. Quando um ativador da PKC esta
presente, na presenca de ésters de forbol, a enzima ativa é capaz
de fosforilar o peptideo. Quando a mistura da reacédo é separada por
eletroforese, o peptideo fosforilado torna-se carregado negativamente
e migra para o polo positivo. O peptideo marcado por fluorescéncia
pode entao ser quantificado por anélise densitométrica.

Alérgenos de mamona
e de pinhao-manso

Sementes e pélen de mamoneira e de pinhdo-manso apresentam
proteinas alergénicas pertencentes a classe das albuminas 2S. Os
principais alérgenos de Ricinus communis sao denominados Ric c

1 e Ric ¢ 3 (SHARIEF; LI, 1982; SILVA JUNIOR et al., 1996), e o
Unico isolado, até o momento, de Jatropha curcas é denominado

Jat ¢ 1 (MACIEL et al., 2009). Todos estes alérgenos séo proteinas
heterodiméricas com massa molecular entre 10 e 14 kDa. Possuem
duas cadeias polipeptidicas, unidas por pontes de enxofre. A atividade
alergénica destas albuminas 2S é resistente a desnaturacao térmica e
quimica, podendo, mesmo apds alguns tratamentos de destoxificagao,
desencadear alergia por contato bem como por inalacdo (MACHADO;
SILVA, 1992; SILVA JUNIOR et al., 1996). Estas proteinas possuem
como caracteristica a presenca de um esqueleto conservado de oito
residuos de cisteinas, além de apresentarem baixo peso molecular

e estruturas tridimensionais semelhantes e ricas em a-hélice.
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Devido ao crescente interesse na producao de biodiesel é de se
esperar que o plantio e o processamento de oleaginosas crescam
de forma exponencial, aumentando enormemente o risco de
sensibilizacdo da populacdo exposta as substancias alergénicas
de mamona e de pinhao-manso. Sabe-se que para cada tonelada
de semente processada, aproximadamente 12 quilos de proteinas
alergénicas sdo produzidos (FORNAZIERI JUNIOR, 1986).

Alergia desencadeada por albumina 2S

A alergia desencadeada pelas albuminas 2S é classificada como
do tipo | ou imediata. O tipo | de hipersensibilidade, também
conhecida como hipersensibilidade anafilatica, depende da reacao
entre um antigeno com o anticorpo especifico IgE ligado na
superficie dos mastécitos e/ou baséfilos e da posterior liberacao do
conteudo dos granulos (histamina, leucotrienos e fator de ativacao
de plaquetas, fatores quimiotaticos de eosindéfilos e neutréfilos)
(MAINTZ; NOVAK, 2007). As manifestacdes das respostas
alérgicas acontecem de maneira diferente de um individuo para
outro, porém, todas estas respostas se iniciam por um processo
silencioso, conhecido como sensibilizacao (LICHTENSTEIN, 1993).

A sensibilizacdo de um organismo se inicia com um primeiro
contato com um antigeno, normalmente uma proteina, que

induz a alergia, sendo denominado alérgeno. Essa substancia, ao
penetrar no organismo por vias respiratorias ou por outros tecidos
como a pele, entra em contato com as células apresentadoras de
antigenos (APCs = Antigen Presenting Cells), como macréfagos e/
ou células dendriticas, que internalizam essa substancia estranha
e a hidrolisam. Os peptideos gerados sdao expostos para o
exterior da célula em associacao a moléculas do MHC de classe

Il (Complexo Principal de Histocompatibilidade) podendo ser
reconhecidos por linfécitos T CD4* (auxiliares) que estimulam a
sintese de anticorpos especificos (imunoglobulinas E - IgE) pelos
linfocitos B. As IgEs especificas se associam aos mastécitos que
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se tonam “sensibilizados” ou “armados” contra este alérgeno.
(Figura 9 — parte A — sensibilizacdao dos mastécitos).

Numa subsequente exposicdo ao mesmo antigeno, conhecida como
segunda sensibilizacdo, expressiva resposta alérgica é observada.
Apds a interacao do alérgeno com o tecido humano, ocorrera ligacao
cruzada entre os segmentos especificos do antigeno (epitopo de IgE) e
as IgEs anteriormente ligadas aos mastécitos e/ou baséfilos (mastécitos
armados), promovendo a liberacdo de mediadores celulares, como
histaminas e prostaglandinas. Estes, por sua vez, induzirdo mudancas
fisiolégicas e anatémicas que desencadeardo os sintomas alérgicos

da hipersensibilidade imediata (KAMBAYASHI; KORETZKY, 2007;
ABBAS et al., 2002). Um esquema do processo de sensibilizacao

e deflagracao da alergia é apresentado na Figura 9- parte B.

A alergia desencadeada por albumina 2S de mamona ou de pinhao-
manso é causada principalmente pela inalacdo da poeira da torta,
representando um problema tanto para os trabalhadores das usinas
de extracao quanto para a populacdo que habita as proximidades
da fébrica (GARCIA-GONZALEZ, et al., 1999). Cabe salientar
também que Thorpe e colaboradores (1988) demonstraram que

os alérgenos de mamona poderiam estar presentes também no
pélen, uma vez que as pessoas que moravam proximo as areas de
plantio, mas, que nao tinham contato com as sementes de mamona
apresentavam anticorpos especificos contra estas proteinas.

Entendendo os riscos de exposicao a poeira destas oleaginosas,
a proposta desta revisao é apresentar metodologias para avaliar
a atividade alergénica em tortas, antes e apds processos de
inativacao/destoxificacao, para que este importante coproduto
possa ser manipulado com seguranca pelos diversos membros
que atuam na cadeia produtiva destas oleaginosas.
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Sensibilizacéo pelo primeiro contato com a substéncia que provoca alergia

(alérgeno)
A
L
s ¥
+ 2
T
j i
Individuo Allergeno Liberacao de Mastocito
(1° contato) IgE especifica sensibilizado
Desencadeamento da alergia - Liberacdo de Histamina

B

—
Mastécito Allergeno Liberacédo de
sensibilizado (2° contato) histamina

Figura 9. Esquema de reacéo alérgica. A - Sensibilizacdo de mastdécitos: o
individuo entra em contato com o alérgeno. Apés processamento do alérgeno,
as imunoglobulinas E (IgE) sdo produzidas. As IgE se ligam aos mastécitos
sensibilizando-os. B — Desencadeamento da alergia. Apés um segundo contato
com os alérgenos, os mastdcitos armados sofrem desgranulacéo e liberam

conteudo de seus granulos como a histamina.

Existem diversos ensaios para a deteccao dos alérgenos que avaliam

somente a interacao destes com IgE especifica, usando ensaios

imunoenzimaticos (ELISA). Esses ensaios nao avaliam a desgranulacao
celular mediada por IgE e, desse modo, podem demonstrar resultados
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falso positivos, ou seja, avalia-se somente a ligacdo entre o alérgeno e
a IgE, sendo caracterizado como ensaio de reconhecimento antigeno-
anticorpo, nao correspondendo aos eventos biolédgicos de transducao
de sinal e, consequente liberacdo dos granulos observados nos
mastécitos ou baséfilos. O ensaio descrito abaixo foi testado para
alérgenos de mamona purificados e para torta bruta ou submetida a
processos de destoxificacdo. O teste proposto por Deus-de-Oliveira

e colaboradores (2011a) avalia a desgranulacao de mastécidos,
mediada por IgE, e a subseqliente liberacdo de histamina dos granulos
destas células. E importante lembrar que os ensaios propostos sdo
baseados na interacao dos alérgenos com IgE produzida em animais
previamente sensibilizados pelos alérgenos Ric 1, Ricc 3 ou Jatc 1.

Métodos de avaliacao da alergenicidade - Ensaio de
desgranulacdao de mastécitos de rato

Para avaliacao da alergenicidade é necessério a obtencao

de extratos ricos nas proteinas alergénicas e a obtencao

de soros, contendo IgE anti-albuminas 2S.

As albuminas 2S podem ser extraidas de sementes ou de tortas
de mamona ou de pinhdo-manso empregando a metodologia
descrita por Thorpe e coautores (1988), com adaptacdes
propostas por Maciel e colaboradores (2009). O soro policlonal
de rato anti-albumina 2S visando condi¢cdes que favorecam a
producao de IgE podem ser obtidos em ratos RA-Thor, segundo
metodologia descrita por Maciel e colaboradores (2009).

Mastécitos da cavidade peritoneal de ratos sao obtidos para avaliacao
da alergenicidade das albuminas 2S presentes nas amostras a serem
testadas. Ratos da linhagem wistar, de aproximadamente 250 g

cada, podem ser utilizados como fonte de mastécitos apds lavagem
peritoneal utilizando meio de cultura (DMEM), segundo técnica descrita
por Félix e colaboradores (2008) e Deus-de-Oliveira et al. (2011a).
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Para avaliar a resposta biolégica dos mastécitos frente aos
alérgenos, suspensoes de células obtidas do lavado peritoneal de
rato (100 uL) devem ser incubadas/armadas com 5 uL de soro
anti-albumina 2S contendo IgEs especificas, durante 60 minutos
em estufa a 37°C. A seguir, aliquotas de 10 yL do volume celular
submetido a prévia incubacao devem ser incubadas durante 15
minutos com 10 uL de solucdo aquosa contendo 0,1% de azul de
toluidina, 10% de formaldeido e 1% de &cido acético, pH 2,8 para
evidenciar a desgranulacdo. A contagem diferencial das células
integras e desgranuladas é feita em camara de Neubauer utilizando
um aumento de 400X por meio da observacao em microscépio
o6ptico Zeiss Axioplan, com aliquotas de 10 uL de cada tubo. A
Figura 10 ilustra mastécitos integros e mastdécitos desgranulados
observados ap6s o contato com alérgenos de mamona.

Figura 10. A - Fotos
obtidas por Microscopia
otica: A - Mastécitos
integros; B- Mastécitos
desgranulados. Ambos
corados com azul de
toluidina. (DEUS-DE-

Conclusoes

Nesta revisao diversos métodos de deteccdao de compostos

téxicos e alergénicos foram apresentados. As necessidades do uso
de ensaios biolégicos para a deteccao de ricina e de ésteres de
forbol foram enfatizadas, assim como, os principais componentes
limitantes das tortas de mamona e de pinhao-manso, para a
liberacdo destes coprodutos para uso em alimentagao animal.
Foram apresentados ensaios biolégicos para avaliar a alergenicidade

OLIVEIRA et al., 2011a).
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de tortas antes e apdés a inativacao dos alérgenos nas tortas,
mostrando que é possivel obter tortas seguras para a manipulacao
por diferentes profissionais da cadeia produtiva de oleaginosas.

Embora muitos métodos tenham sido descritos para a deteccéao

da atividade téxica de pinhdao-manso, os testes biolédgicos nado sao
especificos para ésteres de forbol. Em contraste com os ensaios
de deteccdo de ricina, nos quais podem ser combinados os ensaios
biolédgicos com o reconhecimento pelo anticorpo especifico, os
ésteres de forbol ndo podem ser testados com esta metodologia.
Até o presente momento, o melhor método para avaliar esses
compostos é por meio da combinacao de dosagens realizadas por
RP-HPLC com um ensaio biolégico, sendo que o ensaio biolégico
melhor estabelecido é o ensaio que emprega caramujos.

Devido a elevada sensibilidade e a disponibilidade de kits de
ensaio comerciais para a atividade de PKC, acredita-se que
a adequacao desse ensaio em extratos de torta de pinhao-
manso possa tornar-se uma forma de deteccao rapida e
eficiente para avaliar processos de destoxificacao.
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Opportunities for Utilization
of Jatropha curcas
Products as Livestock

Feed and Other Value-
Added Products

Harinder P.S. Makkar

Introduction

A comparison of 75 non-edible oilseed plants revealed Jatropha
curcas L. to outmatch all the others as a source of biodiesel (AZAN
et al., 2005). This plant has the capacity to survive and grow in a
large variety of soil conditions. A temperature range of 25-35°C
is optimum for its growth, but can tolerate elevated temperatures
to far above 40°C. Its drought tolerance and adaption to long,
severe dry seasons is well developed, to a degree that established
plants have been reported to grow even where there is no rain
for 2-3 years (MUNCH; KIEFER, 1989). Jatropha on the other
hand, appears to tolerate humid conditions equally well, showing
good growth with high rainfall. It is not grazed by animals. It is a
plant having multiple uses and yields high quality oil that is easily
converted into biodiesel by the conventional, proven processes.
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Jatropha products as animal feed

The demand for dietary products of animal origin is increasing at a
high pace, mainly due to the increase in purchasing power in the
emerging countries and urbanisation. The assurance of availability of
high quality protein, minerals and vitamins through animal products
is the most important way to reduce malnutrition in many areas

of the developing world. Today’s global production of J. curcas
seeds from plantations is still negligible. However, its cultivation as
an energy plant is increasing in many countries. One ton of seeds
(35% shell mass and 58% oil in kernel) yields 270 kg Jatropha
kernel meal containing roughly 60% crude protein in dry matter
(MAKKAR et al., 2008). The protein rich kernel meal is, however,
toxic due to presence of phorbol esters (tetracyclic diterpenes).

The kernel meal, if detoxified, could be a good substitute for
soybean meal in diets of farm animals and aquaculture species.

Comparative evaluation of toxic
and non-toxic jatropha genotypes

There was no significant difference in the contents of oil and protein
in the seeds of the toxic and non-toxic genotypes (MAKKAR et al.,
1997, 1998a, b; MARTINEZ-HERRERA et al.,, 2006). The Jatropha
kernels (kernels being inner white material left after removal

of shells) from toxic and non-toxic genotypes contain almost

similar oil content of approx. 57.1 and 56.7%, respectively.
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Chemical composition and digestibility of Jatropha ker-
nel meal

The contents of crude protein, ash, gross energy and neutral
detergent fibre of kernel meal for both the genotypes are similar.
Sugar and starch contents and the amino acid composition of toxic
and non-toxic genotypes are almost similar. The levels of all essential
amino acids except lysine are comparable with the FAO reference
protein for a growing child of 2 to 5 years of age. A comparison
between the amino acid composition of Jatropha meal and soybeans
(VASCONCELOS et al.,, 1997) showed an almost similar pattern for all
essential amino acids, except lysine and sulphur amino acids; lysine

is lower and sulphur amino acids higher in the Jatropha meals. The
high protein efficiency in rats and the rapid growth observed in fish
fed non-toxic Jatropha meal (MAKKAR; BECKER, 1999) suggested
that the protein quality of Jatropha kernel meal is very high.

Digestibility and metabolizable energy of heat treated (121°C, 66%
moisture, 30 min) kernel meal, using the in vitro gas method (MENKE
et al., 1979), were similar for the toxic and non-toxic genotypes, but
were lower compared to those for soybean meal by 10% units and
by 2.5 MJ/kg dry matter. Digestibility of the Jatropha kernel meal
protein determined by treatment with pepsin followed by trypsin
was similar to that of toasted soybean meal, whereas in vitro rumen
digestibility of nitrogen was lower by approx. 50% (MAKKAR et al.,
1998a). This suggests that Jatropha kernel meal has a high level of
rumen undegradable protein which might be available post-ruminally
in the intestine. These results imply that Jatropha kernel meal from
the non-toxic genotype could be an excellent protein source for
high-yielding animals. This would also be expected for the Jatropha
kernel meal from the toxic genotype once it has been detoxified.

Antinutritional and toxic factors in kernel meal
Trypsin inhibitor activity and lectin activity have been found to be
similar in the toxic and non-toxic genotypes. Phytate is present
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at high level (approximately 9%) in both the genotypes. Phytate

is known to decrease absorption of minerals, particularly calcium,
zinc and iron. Therefore, the addition of phytase enzyme should

be considered for feeds containing kernel meal from the non-toxic
Jatropha genotype to mitigate adverse effects of phytate. Tannins,
cyanogens, glucosinolates and amylase inhibitors have not been
detected in any of the Jatropha meals. Saponins were present in
kernel meal of both the genotypes (2.6 to 3.4%), however these
saponins did not possess haemolytic activity. The level of non-
starch polysaccharides was also similar in both the genotypes.

Phorbol esters were absent in kernel meal from the non-toxic
genotype but were present in high concentration in the kernel

meal from the toxic genotype. Phorbol esters cause severe toxic
symptoms in livestock. At least six phorbol esters are present in
Jatropha seeds and oil. Trypsin inhibitor and lectins are heat labile
and can be destroyed by moist heating. However, phorbol esters
are heat stable and hence heat treatment is not effective to detoxify
kernel meal from the toxic genotype. For detailed discussion on this
topic, readers are directed to Devappa and coauthors (2012).

Heated non-toxic Jatropha kernel meal as fish feed
The common carp (Cyprinus carpio) when fed heat treated kernel meal
at a level of 75% replacement of fish meal protein in diet containing
500 IU of phytase grew at the same level as the fish fed fish meal.
These results suggest that the kernel meal obtained from the non-
toxic genotype is an excellent fish feed, and is also expected to be an
excellent protein source for other high yielding farm animal species.

Detoxification of kernel meal and protein isolate from
toxic genotype and use as feed

Carp (C. carpio) is highly sensitive to toxins and can detect phorbol
esters at a level of 15 ppm (BECKER; MAKKAR, 1998). Therefore,
we have been using carp as an animal model for development of
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detoxification conditions. Recently, kernel meal from the toxic genotype
has been detoxified and fed to carp, poultry, shrimp and turkey with
excellent growth response and no toxicity (MAKKAR et al., 2012).

Bioactive compounds for
industrial, agricultural and
pharmaceutical applications

Phorbol esters present in Jatropha seeds and oil could form potent
bio-compounds against many plant diseases and probably against
disease vectors in animals as well. Jatropha kernels contain these
esters ranging from less than 1 mg to more than 7 mg per gram.
On average, 70% of all phorbol esters are retained in the oil, the
rest are found in the deoiled kernel meal (MAKKAR et al., 2008).

Jatropha oil or methanol extract of Jatropha oil containing phorbol
esters has been shown to have strong insecticidal effects (MENGUAL,
1997; LI et al., 2004) and pesticidal effects (SOLSOLOY; SOLSOLOQY,
1997). Extracts from J. curcas were found to be toxic to snails
transmitting Schistosoma mansoni and S. haematobium (RUG; RUPPEL,
2002). Phorbol esters at a level of 1 ppm in water also killed all snails
of Physa specie, which are also known to be intermediary hosts of
schistosomes responsible for causing deadly disease schistosomiasis.
Phorbol esters when extracted from oil could have applications as
biopesticides in organic as well as conventional agriculture. In addition,
they could also be used to control diseases such as schistosomiasis
(GOEL et al.,, 2007; MAKKAR et al., 2007). Studies on the fate of
phorbol esters in the environment show that these are degraded
completely in soil within 9 to 12 days depending on the temperature
and humidity. The extracted phorbol esters in methanol are also stable
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at minus 20°C and at 4°C. However storage at room temperature
requires addition of reducing agents (DEVAPPA et al.,, 2013).

Antiflammatory compounds such as flavonoids apigenin and its
glycosides vitexin and isovitexin, the sterols stigmasterol, beta-
D-sitosterol and its beta-D-glucoside (CHHABRA et al.,, 1990) are
known to be present in Jatropha leaves. The Jatropha latex has

a proteolytic enzyme, curcain which has been demonstrated to
have wound healing properties (NATH; DUTTA, 1997). A novel
cyclic octapeptide, curcacycline (Gly-Leu-Leu-Gly-Thr-Val-Leu-Leu-
Gly), present in Jatropha latex has been shown to inhibit classical
pathway activity of human complement, and proliferation of human
T-cells (VAN DEN BERG et al., 1995). Jatropha seeds are good
sources of phytate. Several beneficial effects of phytate including
cancer prevention, reduction in iron-induced oxidative injury and
reversal of initiation of colorectal tumorigenesis, and prevention
of lipid peroxidation have been reported (SINGH et al., 2003).

The oil has been used for decades for production of high-valued
soaps. Antimicrobial activity has been reported in oil, leaves, and
roots. Enzymes such as lipase and proteases have been produced
using solid state fermentation (MAHANTA et al., 2008).

Jatropha products for
energy generation

Besides substituting biofuels for fossil fuel, seed shell of Jatropha
has, approximately, 45% lignin and has a high energy value (~19.5
MJ/kg). Related to the gross energy content, 2.1 kg of shells are
equivalent to 1 kg of fossil oil. Husk (dried fruit encapsulate) of
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Jatropha also has a high energy content (15.6 MJ/kg) and hence both
these materials could be used for generating energy through burning.
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Fracionamento de
tortas de pinhao-manso
e mamona visando a
obtencao de compostos
de alto valor agregado

Roseli Aparecida Ferrari

Introducao

O cultivo de plantas oleaginosas tem sido preconizado nos ultimos
anos, em virtude da necessidade de mudanca na matriz energética,
principalmente no que concerne a substituicao dos combustiveis
fésseis e seus derivados por produtos de fontes renovaveis. No Brasil,
existe uma grande variedade de plantas cujas sementes possuem

6leo com potencial para emprego industrial, inclusive como matéria-
prima para producao de biodiesel. Dentre estas, destacamos o pinhao-
manso (Jatropha curcas L.) e a mamona (Ricinus communis L.), que
apresentam elevado teor de 6leo nao comestivel com excelente
qualidade fisico-quimica para fins industriais, incluindo a producao de
biocombustiveis (SUJATHA; PRABAKARAN, 2003; MARQUES, 2007).

As espécies Jatropha curcas e Ricinus communis pertencem a
familia Euphorbiaceae e se apresentam amplamente distribuidas em
areas tropicais e subtropicais (MARQUES, 2007). Outras espécies
desta mesma familia sdo o tungue, a seringueira e a mandioca,



280 Fracionamento de tortas de pinhdo-manso e mamona visando a obtencao de...

que também apresentam compostos relacionados a toxicidade,
quando utilizadas na alimentacédo animal. Contudo, para algumas
culturas como a mandioca foram desenvolvidas estratégias de
seguranca alimentar, sendo atualmente um dos alimentos mais
consumidos na América Latina e Africa (TELES, 1995).

A expansao dos plantios, tanto da mamona como do pinhdo-manso,
para extracdo de 6leo traz como consequéncia 0 aumento na geracao
de coprodutos. Pesquisas da década de 70 e 80, bem como estudos
mais recentes tém demonstrado resultados promissores no uso de
coprodutos da mamona na agricultura e na alimentacdo animal.

Este documento foi elaborado com o objetivo de discorrer sobre
algumas possibilidades de aproveitamento integral de sementes

de pinhdo-manso e mamona visando a obtencdo de compostos

de maior valor agregado, com dados presentes na literatura.

Mamona

De origem discutida, ja que existem relatos de épocas longinquas
sobre o cultivo na Asia e na Africa, pode-se afirmar que a
mamona ja era utilizada pelos egipcios ha pelo menos 4.000
anos. Na Grécia antiga, alguns filésofos mencionaram em seus
escritos o emprego do 6leo de mamona no Egito para iluminacao
e na producdo de unguentos. No Brasil, a planta foi trazida pelos
portugueses com a finalidade de utilizar o 6leo para iluminacao e
lubrificacdo de eixos de carroca (CHIERICE; CLARO NETO, 2001).

A facilidade de adaptacao da mamona ao clima tropical facilitou

a disseminacao por todo territério brasileiro, sendo considerada
uma oleaginosa de grande importancia social e econdmica (KOURI
et al., 2004; FREIRE, 2001). O Brasil foi durante décadas o
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maior produtor mundial de sementes de mamona, e ainda detém

a posicdo de maior exportador do 6leo. Nos Ultimos anos o pais
apresentou declinio da producao, perdendo a condicao de lider
mundial para a india e a China, que atualmente sdo responsaveis por
aproximadamente 90% da producao mundial (TIRITAN et al., 2010).

O derivado mais importante da mamona é o 6leo, rico em &cido
ricinoleico, com caracteristicas peculiares conferidas pela sua
estrutura quimica, com a presenca de grupo hidroxila no carbono
12 e ligacao dupla. O grupo hidroxila confere ao 6leo estabilidade e
elevada viscosidade, que é mantida em ampla faixa de temperatura,
ao contrario de outros 6leos vegetais, que perdem viscosidade em
temperaturas elevadas e solidificam em temperaturas baixas. Outra
caracteristica em que difere dos demais 6leos é a solubilidade em
etanol, o que possibilita o uso como matéria-prima para varias
aplicacdes: quimica, téxtil, papéis, plasticos, borracha, perfumaria,
cosmeéticos, farmacéutica, eletroeletronica, telecomunicacdes, tintas,
adesivos, lubrificantes, proteses, e outras. O 6leo de sementes de
mamona é utilizado na inddstria oleoquimica, num setor especifico
chamado ricinoquimica. Por muitos autores é considerado um dos
6leos mais versateis encontrados na natureza (WEISS, 1983).

Em relacédo ao rendimento industrial do processamento das sementes de
mamona, segundo Loureiro (1962), para cada tonelada de 6leo extraido
é gerado como coproduto aproximadamente 1,28 tonelada de torta.

De acordo com Azevedo e Lima (2001), a torta apresenta elevado

teor proteico, dependendo das condicdes de cultivo e da semente,

mas é téxica, devido a presenca da proteina ricina, que é uma das

mais potentes fitotoxinas, com dose letal para coelhos de 0,5 mg/kg

e se encontra concentrada no endosperma das sementes. Apresenta
também o alcaloide ricinina, encontrado na concentracao de 87 a 150
mg por 100 g de sementes, sendo considerado de baixa toxicidade, e
também é encontrado o complexo alergénico CB-1A que é uma mistura
de proteinas de baixo peso molecular e polissacarideos (WEISS, 1983).
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A torta de mamona natural, sem ser destoxificada, tem sido utilizada
para o controle de nematoides no solo em diversas culturas. Entre
diversos produtos testados no controle de nematoides, Akhtar e
Mohmood (1996) utilizaram a torta de mamona 15 dias antes do
plantio de guandu, na quantidade de 2.700 kg/ha, ou equivalente
a 110 kg N/ha. A torta promoveu o aumento do Meloidogyne
aquaticus, um predador de vérias espécies de nematoides
causadores de doencas em plantas. Tem sido observado que a
adicao de torta de mamona ao solo, com dosagens variaveis de
acordo com a cultura, tipo de solo e da composicao em nutrientes,
além de suprir as necessidades nutricionais das plantas, aumenta
o pH do solo, eleva o contelido de carbono e promove a melhoria
geral das caracteristicas fisicas do solo (LEAR, 1959).

A torta de mamona destoxificada e sem o alergogénico pode ser
utilizada como complemento em racdes animais devido ao seu elevado
valor proteico, j4 que possui 42,5% de proteina bruta. No Brasil, a torta
vem sendo mais utilizada como adubo organico sem nenhum tipo de
tratamento, por ser excelente fonte de nitrogénio, fésforo, potassio

e célcio quando comparada a outros adubos orgéanicos, além do ja
mencionado controle de nematoides de solo (CANGEMI et al., 2010).

A alergenicidade da torta de mamona é um risco ocupacional
para as pessoas que trabalham nas industrias de extracao de
6leo e para os moradores dos arredores da industria, os quais
estdo expostos a poeira da torta levada pelo vento; até mesmo
0 uso da torta como adubo pode causar reacdoes alérgicas nos
trabalhadores de campo submetidos a poeira (ICOA, 1989).

Os processos de destoxificacdo da mamona foram muito estudados no
Brasil nas décadas de 70 e 80. Viotto (1987) no trabalho de estudo
da destoxificacao do farelo de mamona e seu controle analitico,
concluiu que a autoclavagem a 125°C por 10 min foi suficiente

para inativar a ricina. Verificou também que o teor de arginina na
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proteina soltvel do farelo de mamona aumenta com a intensidade
do tratamento térmico. Quanto ao método analitico de controle de
processo de destoxificacao, relatou que a relacao dos resultados
obtidos pelos métodos de Sakaguchi/10 Biureto (S/10B) > 13
parece indicar que o farelo estd plenamente destoxificado, quando
comparando estes resultados com os testes realizados com cobaias.

O melhoramento genético, que é normalmente um processo de longo
prazo, tem sido uma ferramenta para a obtencao de cultivares de
mamona isenta ou com baixo teor de ricina (PINKERTON et al., 1999).
Neste sentido, o trabalho desenvolvido por Baldoni (2010) visou
avaliar a existéncia de varidveis genéticas para o teor de ricina em
sementes de mamona de 20 acessos do banco de germoplasma da
Embrapa. Nesse trabalho foi acompanhada a distribuicdo e o acimulo
de ricina durante o desenvolvimento da semente de mamona na
cultivar BRS Energia; e a partir desse conhecimento a modificacao
genética visando o silenciamento dos genes que codificam para

a ricina em sementes de mamona geneticamente modificadas.

Pinhdao-manso

O pinhdao-manso, embora seja uma planta conhecida e cultivada na
América desde tempos remotos, disseminada em &reas tropicais e
algumas areas temperadas, é uma cultura que ainda se encontra

em processo de domesticacdo no Brasil. Somente nas ultimas trés
décadas, o pinhdao-manso passou a ser estudado agronomicamente
(SATURNINO et al., 2005). O Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, através da Instrucao Normativa n°. 4, de 14 de janeiro
de 2008, autorizou a inscricao no Registro Nacional de Cultivares

da espécie Jatropha curcas L. (pinhdao-manso), o que abriu caminho
para a respectiva exploracao comercial no Brasil (MAPA, 2013).
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Historicamente, essa oleaginosa tem sido utilizada em cultivo, tanto
para protecao do solo contra erosdo, como para estabelecimento
de cercas vivas, e as folhas, o latex, a casca e o 6leo sao

bem conhecidos da medicina tradicional de outros paises. Na
atualidade, o 6leo vem sendo considerado matéria-prima potencial
para substituicdo dos combustiveis fésseis (OPENSHAW, 2000).

O pinhao-manso é um arbusto de ciclo perene com elevada
producao anual de 6leo e cultura com potencial para a agricultura
familiar. Essa espécie representa matéria-prima alternativa

para compor a matriz de producao de 6leo para biodiesel.

As sementes de pinhdao-manso, embora sejam usadas na medicina
popular, sdo altamente téxicas. A ingestao destas e/ou o uso do 6leo
como purgativo pode causar graves irritacoes e envenenamentos.
Por muito tempo se pensou que a atividade téxica da planta era
causada pela acao da lectina curcina, abundante nas sementes.
Contudo, varios trabalhos vém contribuindo para demonstrar

que a atividade téxica das sementes, bem como do 6leo deve-

se, na verdade, a presenca de ésteres de forbol, com atividade
cocarcinogénica e inflamatéria (EVANS; EDWARDS, 1987).

Grande parte dos ésteres de forbol é extraida juntamente com o
6leo, devido as caracteristicas lipossollveis. No entanto, essas
substancias permanecem residualmente na torta, devido ao fato
da extracao mecanica nao retirar totalmente o éleo dos graos
(residual de aproximadamente 6 - 14%). Considerando que a
DL50, que é o indicador de letalidade mais comumente utilizado
e correspondente a dose capaz de matar 50% dos individuos
de uma populacdo em teste, para o 6leo de pinhdo-manso em
ratos foi de apenas 6 mL/kg de peso do animal (GANDHI et al.,
1995), o 6leo deve ser manipulado com os cuidados de protecao
recomendados por Goncalves e colaboradores (2009).
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Pelas caracteristicas toxicas acima mencionadas, a torta, coproduto
da extracao do 6leo, é utilizada com restricoes. Os melhores
resultados encontrados em escala de laboratério para a reducao

do teor de ésteres de forbol na torta, foram obtidos por meio de
lavagem com metanol (AREGHEORE et al., 1998) que é considerado
um solvente nao adequado para aplicacdo em alimentos. Outro
processo testado foi a extracao da torta com etanol / extrusao /
extracao com hexano / autoclavagem em um complexo processo
testado por Chivandi e colaboradores (2004). Mesmo neste sistema
complexo, a eliminacado dos ésteres de forbol ndo foi completa,
como verificado em trabalho de validacédo posterior (CHIVANDI

et al., 2005) e em experimentacao animal, na qual se verificou

que a torta tratada foi prejudicial em diversos pardmetros quando
adicionada a racdo de suinos. Assim, a questao parece nao ser
apenas o teor de 6leo remanescente na torta, mas o tipo de
solvente empregado no processo de destoxificacdao da mesma.

A torta resultante da extracao do 6leo dos frutos de pinhdo-manso
constitui excelente adubo organico, rico em nitrogénio, fésforo e
potassio. No entanto, poder-se-ia dar esta destinacdo as cascas dos
frutos e das sementes, aproveitando a torta rica em proteina (53-
63%) para uma aplicacao de maior valor agregado (MENDONCA;
LAVIOLA, 2009). O alto teor de proteina da torta a torna atil

como um potencial suplemento proteico, altamente nutritivo para
racdo animal (ruminantes e monogastricos). A proteina é rica em
aminodacidos sulfurados e, exceto pela lisina, os teores de todos
outros aminoacidos essenciais atendem ao padrao sugerido pela
FAO. No entanto, para viabilizar o uso desse coproduto para a
nutricdo animal é imprescindivel que os componentes toxicos sejam
removidos (ADERIBIGBE et al., 1997; MAKKAR et al., 1998).

Makkar e coautores (1998) relataram a existéncia de sementes
nao téxicas de pinhdao-manso oriundas do México e levando em
consideracao esse fato, muitos pesquisadores estao buscando introduzir
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tal caracteristica nas plantas de pinhdo-manso a serem cultivadas
comercialmente no Brasil (FERRARI et al., 2009; MARQUES, 2007).

Composicao centesimal
de sementes de mamona
e pinhdao-manso

A composicao média de 27 amostras de sementes de pinhdo-manso
de diferentes procedéncias (Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,

Sao Paulo e Pernambuco) mostrou que o teor médio de 6leo das
amostras foi de 31,51% (FERRARI et al., 2009). A composicao
centesimal das sementes de pinhdo-manso e mamona pode ser
verificada na Tabela 1, onde se observa que o 6leo é o principal
componente das sementes. O teor de 6leo é ligeiramente maior na
mamona quando comparada com o pinhdo-manso, que apresenta
teor de carboidratos ligeiramente menor. Os demais componentes
aparecem em ambas as sementes com proporcdes aproximadas.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das
sementes de pinhdo-manso e mamona.

Umidade 7,63 5,14
Oleo 31,51 46,65
Proteina 16,11 17,88
Cinzas 4,56 2,73
Fibra 16,00 14,99
Carboidrato 23,83 12,61

* Fonte: Ferrari et al. (2009). ** Fonte Viotto (1987)
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Processamento convencional
de mamona e pinhdo-manso

No processamento convencional de sementes oleaginosas, incluindo
a mamona e o pinhdo-manso, normalmente as sementes inteiras sao
enviadas diretamente para prensas continuas, e as tortas obtidas
apds a extracao mecanica para retirada do 6leo. Posteriormente,
apds a extracdo com solvente do 6leo remanescente na torta,

sdo obtidos os farelos, sendo hexano o solvente mais usado

pelas industrias extratoras. Na extracao por prensagem, o teor de
6leo observado nas tortas depende da espécie processada e das

especificacOes das prensas, tendo sido encontrado teores que variam

de 15 a 27% para grdaos como: algodao, girassol, pinhdo-manso
e nabo-forrageiro (NEIVA JUNIOR, 2007; VAN CLEEF, 2008).

Deve-se salientar que o processo por prensagem com obtencao
de torta, apesar de ser menos eficiente na extracao do 6leo, é o

sistema mais adequado para processamento em pequena escala, por

nao depender das exigéncias de seguranca e instalacdes inerentes
ao processamento para extracdo de 6leo com uso de solvente.

Os farelos, obtidos apés extracao com solvente, apresentam

teor bastante inferior de 6leo, da ordem de 1,5%, o que resulta
consequentemente em maior teor de proteina bruta no farelo em
relacdo a torta (ANDERSON et al., 2000; RAKSHIT et al., 2008).

Com a extracao do 6leo de mamona e de pinhdao-manso pelo
processamento convencional, por meio da prensagem continua de
sementes inteiras, sdo gerados cerca de 50 a 70% de torta, de
aspecto escuro e oleoso, conforme pode ser visualizado na Figura 1.
Esse coproduto apresenta baixo valor comercial pelo fato de conter
compostos téxicos, ter elevado teor de fibras e minerais. As tortas

tém sido predominantemente usadas como fertilizantes para adubacao

de solos, mas mesmo quando usadas como adubo, é aconselhavel

que recebam tratamento de destoxificacdo e desalergenizacao, pois a
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Figura 1. Aspecto da torta obtida apés prensagem

continua de sementes inteiras.

aplicacdo desse produto pode causar alergia aos trabalhadores e aos
moradores do local bem como dos animais domésticos (ICOA, 1989).

A composicao fisico-quimica parcial dos farelos de mamona e
pinhdo-manso pode ser observada na Tabela 2. A proteina é
0 componente que aparece em maior proporcao no farelo de
mamona, sendo que no farelo de pinhdo-manso as proporcoes
entre carboidratos, proteinas e fibras sao aproximadas.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas de farelo de
pinhdo-manso e mamona.

Umidade 8,06 8,72
Oleo 2,78 1,60
Proteina 25,91 43,30
Cinzas 6,36 13,55
Fibra 22,80 16,93
Carboidrato 34,10 15,90

* Fonte: Casarini et al. (2009)** Fonte: Viotto (1987)
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Com relacao a fracao proteica de ambos os farelos, podemos

destacar a presenca de aminoacidos essenciais, que em alguns casos
chega a ser superior ao padrao recomendado pela FAO, conforme
mostrado na Tabela 3. O farelo de pinhdo-manso, obtido por meio

do processamento convencional utilizando-se as sementes inteiras,

foi analisado por Casarini e colaboradores (2009) quanto ao perfil de
minerais e apresentou os resultados indicados na Tabela 4. Observa-

se elevado teor de potdssio, fésforo e magnésio e reduzido teor de
contaminantes inorganicos, como crémio, niquel e zinco, o que é um
aspecto favoravel para sua utilizacdo como ingrediente de racao animal.

Tabela 3. Perfil de aminoacidos do farelo de pinhdo manso e mamona.

Ac. Aspértico 10,80 7,75 -
Treonina 3,80 3,13 3,69
Serina 4,96 5,81 -
Ac. Glutamico 20,44 25,67 -
Prolina 6,34 3,15 -
Glicina 4,63 4,37 -
Alanina 5,01 4,02 -
Cistina 0,61 3,34 1,568
Valina 4,96 4,24 5,30
Metionina 0,99 1,54 1,76
Isoleucina 4,30 4,97 4,85
Leucina 8,15 6,73 7,50
Tirosina 2,75 3,27 3,78
Fenilalanina 5,12 3,45 4,89
Lisina 4,90 4,04 3,40
Histidina 2,42 1,47 3,08
Arginina 7,05 12,98 12,90

* Fonte: Casarini et al. (2009). ** Fonte: Viotto (1987)



290 Fracionamento de tortas de pinhdo-manso e mamona visando a obtencao de...

Tabela 4. Perfil de minerais do farelo de pinhdo-manso.

Chumbo < 0,002 Niquel 0,12 (0,00)
Calcio 526,00 (17,00) Cadmio < 0,002

Cobre 2,08 (0,03) Cobalto 0,01 (0,00)
Ferro 4,65 (0,16) Cromio 0,04 (0,00)
Fésforo 996,00 (35,00) Sédio 1,76 (0,14)
Potéassio 1493,00 (28,00) Zinco 3,93 (0,11)
Magnésio 721,00 (11,00) Manganés 4,42 (0,08)

*Média e estimativa de desvio padrédo. Fonte: Casarini et al. (2009)

Fracionamento de pinhao-
manso e mamona

Visando a agregar valor aos derivados obtidos por meio do
processamento tecnolégico das sementes de mamona e de
pinhao-manso, o processo de fracionamento proposto neste
trabalho abrange o aproveitamento integral de todos os
componentes das sementes. Consiste basicamente em processos
de separacdo de fracoes com diferentes caracteristicas para
destinacOes apropriadas, conforme descrito a seguir.

A primeira etapa do processo de fracionamento, a qual visa a
melhorar as caracteristicas dos produtos obtidos, consiste no
descascamento das sementes antes da extracao do 6leo, com

a remocao e separacido de cascas e améndoas. As cascas de
mamona representam em média 25% do peso e as améndoas os
75% restantes (CANDIDO et al., 2008), enquanto as sementes de
pinhdo-manso contem aproximadamente 40% do peso como cascas
e menor proporcao (60%) de améndoas (FERRARI et al., 2009).
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A composicado centesimal das améndoas e cascas de mamona e
pinhdo-manso é apresentada na Tabela 5, demonstrando a grande
diferenca de composicao destas partes. O principal componente
das améndoas é o 6leo, e o componente predominante das cascas,
tanto da mamona quanto do pinhdo-manso sao as fibras, onde
predominam celulose, hemicelulose e lignina, correspondendo
aproximadamente a 38%, 20% e 8% respectivamente da

matéria seca das cascas (CANDIDO et al., 2008).

Tabela 5. Composicao centesimal das améndoas e cascas de sementes de
mamona e pinhdo-manso.

Umidade 3,60 8,76 3,40 10,30
Oleo 66,02 0,98 57,80 0,81
Proteina 23,43 4,76 25,21 4,31
Cinzas 2,24 3,89 3,61 5,80
Fibra 0,70 48,69 3,01 75,80
Carboidrato 4,01 32,92 6,97 2,98

* Fonte: Viotto (1987)

Apds a separacao das cascas, uma possibilidade para o aproveitamento
das mesmas juntamente com as capsulas que envolvem as sementes,
tanto do pinhdo-manso como da mamona, seria destinar esse material
na forma de briquetes, ou ndo, para a geracao de energia pelo processo
de pirdlise, por exemplo. A palavra pirélise possui origem grega e
significa "decomposicao pelo calor", ou seja, a degradacao de um
material por energia térmica na auséncia de oxigénio (UDEN, 1993).

A pirélise é o processo onde os residuos sao convertidos em carvao,
bio-6leo, extrato aquoso e gases. Dessa forma o carvao obtido podera
ser utilizado na agricultura como condicionador de solos e fertilizante
de liberacdo lenta ou ter aplicacdo na indUstria siderdrgica, assim

como o extrato aquoso podera ter aplicacdo agrondémica, pois possui,
na sua composicao, uma variedade de compostos de valor. O éleo é



292

Fracionamento de tortas de pinhdo-manso e mamona visando a obtencéao de...

um componente renovavel e poderd, de acordo com o processo de
beneficiamento, ser convertido em produtos quimicos e biodiesel. Os
gases nao condensaveis normalmente sdao queimados no processo e
fornecem o calor necessario para outros processos tecnolégicos.

Sendo o 6leo o principal componente das améndoas, tanto de mamona
quanto de pinhdo-manso, a segunda etapa tecnolégica do processo

de fracionamento a ser considerada apdés o descascamento consiste
na prensagem das améndoas, com obtencao de 6leo e torta.

A torta obtida desta forma apresenta as caracteristicas apresentadas
na Figura 2. A etapa seguinte do processo é a remocao do residual
de 6leo pelo processo de extracao por solvente, com consequente
obtencao de farelo. O farelo resultante do processo apresenta
elevado teor de proteinas, e pode ser aproveitado, como ingrediente
em racao animal, desde que devidamente destoxificado.

O farelo de améndoas destoxificado pode ser usado como matéria-prima
em diferentes processos de concentracao e isolamento das proteinas.

O processo de obtencao de isolados proteicos a partir de farelo de
mamona foi realizado por Politi Corral (1975). A ricina foi obtida pela
primeira vez na forma cristalina em 1948, por Kunitz e McDonald, a
partir de uma suspensao aquosa de farelo de mamona. Devidamente

Figura 2. Aspecto da torta de

prensagem de améndoas.
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destoxificadas, as tortas de mamona e pinhdo-manso podem ser
destinadas para diferentes aplicacdes nutricionais, principalmente
como fonte de aminoacidos (BOSE; WANDERLEY, 1988).

No trabalho realizado por WIPO em 2010 hé informacdes que

o farelo obtido de améndoas de pinhdao-manso apresentou teor
de 66% de proteinas, e que o isolado proteico de pinhao-manso
destoxificado foi utilizado como substituto de 75% da fonte
proteica em racao para carpas, sem nenhum comprometimento.
Os mesmos autores possuem uma patente do processo de
destoxificacao de farelo de améndoas de pinhdao-manso e
obtencao de isolado proteico, com varias empresas interessadas
e em fase de licenciamento destes processos (WIPO, 2010).

Outra possibilidade para o uso das proteinas extraidas de farelos

de oleaginosas estd na formulacao de filmes de biopolimeros. Para
isso, o processo mais utilizado com tortas de oleaginosas envolve

a solubilizacao das proteinas, normalmente em meios alcalinos, e
separacao das mesmas por centrifugacao. Evidentemente que o tipo
de base utilizada e o valor do pH pode afetar as fracdes proteicas
extraidas. Proteinas extraidas de torta de mamona tém apresentado
boas propriedades filmogénicas. Dessa forma, uma alternativa

para a valorizacado desse produto pode ser sua utilizacdo como
matéria prima na tecnologia de filmes biodegradaveis (LACERDA

et al., 2011). As proteinas da torta de mamona sao compostas
principalmente por globulinas e albuminas (SEVERINO, 2005),
fracOes peptidicas que sdo amplamente utilizadas em estudos sobre
desenvolvimento de material biodegradavel (THARANATHAN,
2003). Além disso, segundo Beltrao (2002), a proteina da torta de
mamona é relativamente rica nos aminodacidos arginina, histidina,
lisina e metionina, o que a torna interessante para modificacao
quimica, como a reticulacdo com aldeidos bifuncionais (MARQUIE
et al., 1997: MARQUIE, 2001). O reticulante mais usado na
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tecnologia de filmes a base de proteinas é o glutaraldeido, devido a
disponibilidade comercial, baixo custo e reatividade (COSTA, 2011).

Na area médica, a ricina da mamona tem se mostrado
promissora, pois estudos tem destacado a atividade da
mesma entre um grupo de proteinas toéxicas, que vém sendo
usadas com o objetivo de matar células doentes, tais como
as cancerigenas (WOO et al., 1998; LORD et al., 1994).

Consideracodes finais

Embora o principal produto comercial da exploracao dos frutos

de mamona e do pinhdao-manso seja o 6leo, o aproveitamento e a
agregacao de valor dos coprodutos gerados durante o processamento
sdo de fundamental importancia para viabilidade financeira de todos
os integrantes dessas cadeias produtivas. O aproveitamento integral
das sementes de mamona e pinhdo-manso pode gerar melhor
remuneracao, com consequente desenvolvimento social, econémico
e ambiental promovendo, dessa forma, a sustentabilidade.

A remocao e separacao das cascas das sementes de mamona
e pinhdao-manso, com potencial aproveitamento na geracao
de energia, leva como consequéncia, a obtencao de derivados
com melhores caracteristicas e composicao e amplia as
possibilidades de aproveitamento tecnolégico dos mesmos.

Os farelos destoxificados obtidos a partir das améndoas poderao
ser utilizados como ingredientes de racao animal, para obtencao
de isolados, concentrados proteicos, aminoacidos, compostos
bioativos destinados a inumeras finalidades, bem como ser
ingrediente na formulacao de filmes de biopolimeros.
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Introducao

A matriz energética brasileira apresenta mais de 255.000.000
tep de energéticos primarios consumidos em 2010, dos quais
449% sao originarios de fontes renovaveis, que por sua vez sao
provenientes dos recursos hidricos (energia hidraulica) e dos
produtos da biomassa (cana-de-agucar e da lenha) (BRASIL,
2012). Do total de combustiveis renovaveis, 62% séao originarios
da biomassa composta por lenha, bagaco de cana e lixivia,
principalmente, sem considerar os residuos contidos em outras
energias primarias, como residuos madeireiros e casca de arroz.

De acordo com o Balanco Energético Nacional, a biomassa é
utilizada na producao de energia, na forma /in natura para a queima
direta, como ocorre com parte da lenha e praticamente todo
bagaco de cana-de-acucar € a lixivia ou licor negro do processo
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de producao de pasta celulésica; ou transformada em alcool,
como ocorre com o caldo da cana-de-acucar e melaco; ou ainda
transformada em carvao vegetal, como ocorre com parte da lenha.

A geracao de energia de combustiveis fésseis pode tornar-se
insustentavel no futuro. Assim, a utilizacdo da biomassa para
a geracao de energia servird como base para a adocao de um
modelo energético sustentavel, principalmente no Brasil, pais
com grande biodiversidade (ALVES JUNIOR et al., 2004).

Além de energia elétrica a biomassa é utilizada para a producao de
energia mecanica e calor de processo nas indlstrias. Neste contexto,
o0 bagaco de cana-de-acucar é o principal residuo presente no
balanco energético nacional, seguido da lixivia e de outros residuos
com menor participagdo, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Producéo de termeletricidade a partir de residuos de biomassa.

Bagaco de

) 252 4.000
cana-de-acucar
Lixivia 13 944
Residuo de madeira 27 232
Casca de arroz 4 21
Biogas 3 45
Total 287 5.242

Fonte: Agéncia Nacional de Energia Elétrica (2008)

Uma cultura que caminha no sentido de ocupar lugar de destaque

no cenario da producao de energia no Brasil é Jatropha curcas,
conhecida como pinhdao-manso. Para viabilizar a utilizacdo da cultura,
esforcos estao sendo feitos no sentido de domestica-la e de levantar
paradmetros técnicos necessarios para um cultivo em escala comercial.
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O pinhdo-manso vem se tornando uma opcao interessante pela
sua rusticidade e por ndo ser destinada a alimentacao humana.

A producdo de pinhao-manso apresenta outra limitacao, que € a
grande geracao de coprodutos. Na Tabela 2 estao listadas todas as
partes constituintes do pinhdo-manso. Durante o processamento
sdo gerados residuos na forma de epicarpo, com a liberacao das
améndoas; de casca, com a liberacdo do albiumen e da torta ou
farelo apds a prensagem e liberacao do éleo bruto, em um total
aproximado de 70% em relacdo a massa total em base seca.

Tabela 2. Massa e valores percentuais dos componentes do fruto do pinhao-
manso.

Fruto* 86,7 11,0 78,11
1.Epicarpo* 22,7 14,8 19,77
2.Semente* 64,0 9,56 58,45
2.1.Casca* 241 16,2 20,74
2.2.Albumen 39,9 5,6 37,78
2.2.1.0leo** 22,66

2.1.1.Torta 15,12

*CETEC, 1983 Obs.: Valores obtidos a partir de 100 unidades

**Considerando um teor de éleo de 60,8% Penha et al. (2013).

Esses coprodutos podem ser utilizados diretamente como insumo
energético ou transformados em combustiveis liquidos, solidos

ou gasosos ou ainda, como insumo nao energético e nesse caso,
Pinheiro e colaboradores (20086) citam alguns usos para carvao
vegetal, tais como, refino do acucar, ingrediente em racao de gado e
aves, desodorizante e na indUstria quimica, como ingrediente basico
na producao e sintese de compostos organicos e inorganicos.
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O biodiesel, a cultura do
pinhdo-manso e o uso
energético dos coprodutos

Segundo Staisse Pereira (2001), a biomassa pode ser transformada,
pelas diferentes tecnologias de conversdao, em biocombustiveis
sélidos, liquidos ou gasosos, que sao posteriormente transformados
em energia térmica, mecanica e elétrica. O processo é ciclico, pois
a biomassa é composta da combinacao de diéxido de carbono

(CO,) e agua (H,0), e queima produz esses mesmos compostos
quimicos, sendo por isso considerada um recurso renovavel.

Nesse contexto, o biodiesel surge como uma fonte alternativa,
constituindo-se em um combustivel de queima limpa, quando
comparado a queima do 6leo diesel mineral e o aumento na producao
e uso contribui para a reducao da importacao de 6leo diesel mineral.
No entanto, a principal contribuicao da participacdo do pinhao-
manso no balanco energético nacional esta na reducao da emissao de
poluentes na atmosfera e consequentemente do aquecimento global;
e na abertura de oportunidades de desenvolvimento econémico para
diversas regioes do pais, com a inclusdo da agricultura familiar no
processo. Nesse sentido, a producao e o uso do biodiesel vém sendo
incentivado pelo Governo Federal através do Programa Nacional de
Producao e Uso do Biodiesel (PNPB) e o Plano Nacional de Agroenergia.

Devido a dimensao continental e a diversidade de climas e de
solos, estima-se que o Brasil tenha mais de 200 espécies de
oleaginosas com potencial para produzir 6leo para ser fonte de
matéria-prima para a producdo de biodiesel (BELTRAO, 2006).
Dentre as oleaginosas, uma opcao agricola viavel é o pinhao-
manso, uma espécie da familia das Euforbiacea (SANTOS et
al., 2007) com producao aproximada de duas toneladas de d6leo
por hectare/ano (CARNIELLI, 2003; PEREIRA et al., 2010).
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O pinhdo-manso tem sido destacado como uma planta rUstica, perene,
adaptavel a uma vasta gama de ambientes e condicOes edafoclimaticas.
E considerado tolerante & seca e pouco atacado por pragas e doencas
(SATURNINO et al., 2005). Por conta dessas caracteristicas, o cultivo
do pinhdo-manso é interessante nas pequenas propriedades, que

fazem uso da mao-de-obra familiar (PURCINO; DRUMOND, 1986).

Swamy e Singh, (2004) afirmam que o pinhdo-manso, além de
sobreviver sob condi¢cdes de seca extrema, pode adicionar grande
quantidade de matéria organica ao solo no periodo de desfolhamento
que ocorre no inverno e pelo extenso sistema radicular. Dessa
forma, segundo Saleme (2005), melhora o microclima, diminui

a erosao, fertiliza o solo com a queda de suas folhas, além de

poder ser plantado em consorciacdo com outras oleaginosas.

Peixoto (1973) afirma ainda que o fruto do pinhao-manso é
composto de 53 a 62% de sementes (endocarpo + albimen) e de
38 a 47% de epicarpo (casca), sendo que as sementes apresentam
na composicao do albumen teor de até 60,8% em dleo.

Na extracao do 6leo a partir da prensagem das améndoas da semente

é gerada a torta que, segundo Arruda e colaboradores (2004), ainda
contém aproximadamente 8% de 6leo remanescente. A torta é utilizada
como fertilizante natural, em virtude do seu elevado teor de nitrogénio,
fésforo e potassio. Entretanto, ela ndo pode ser utilizada na alimentacao
animal devido as suas propriedades téxicas, referentes a presenca de
curcina, ésteres de forbol, antinutrientes e alergénicos, mas existem
pesquisas que visam estabelecer métodos para destoxificar a torta.

Uma alternativa que se apresenta para a utilizacdo dos coprodutos do
pinhdo-manso, como por exemplo, o epicarpo e a torta, é a geracao
de energia. Para isso, ha a necessidade de caracterizar os materiais,
em particular calculando a densidade energética, que é a relacao
entre a densidade e o poder calorifico. Algumas caracteristicas da
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matéria-prima, como o teor de umidade e composicao quimica (celulose,
lignina, hemiceluloses e extrativos), influenciam o poder calorifico.

O poder calorifico é definido como a quantidade de energia na forma

de calor liberada pela combustao de uma unidade de massa (JARA,
1989). Divide-se em poder calorifico superior (PCS) e inferior (PCl),
sendo que o PCS pode ser definido quando a combustao se efetua a
volume constante e a 4gua formada durante a combustdo é condensada
e o calor que é derivado desta condensacao é recuperado (BRIANE;
DOAT, 1985). Por sua vez, o poder calorifico inferior (PCl) é a energia
efetivamente disponivel por unidade de massa de combustivel apés
deduzir as perdas com a evaporacao de agua (JARA, 1989).

Assim como o poder calorifico é importante, o conhecimento do teor
de umidade é fundamental para a utilizacdo energética da biomassa.

E necessario que o teor de umidade seja reduzido ao méaximo possivel
para facilitar o manejo, reduzir o custo de transporte e agregar valor
ao produto final. Segundo Cunha e coautores (1989), quanto maior o
teor de umidade da madeira, menor é o poder de combustado devido ao
processo de evaporacao da umidade durante a queima, o qual absorve
energia da combustao. A quantidade méaxima de 4gua que a biomassa
pode conter para entrar em combustao é de aproximadamente

65%, em base Umida. Biomassa com umidade acima desse limite
necessita de energia externa para secar e entrar em combustao.

A biomassa pode ser utilizada na forma in natura ou transformada,
por exemplo, em briquetes e carvao vegetal, para producao de
energia. Segundo Andrade e Carvalho (1998), durante a conversao
de biomassa a carvao vegetal, além da concentracdo de carbono,
ocorre uma série de fendbmenos fisicos e quimicos, que resultam em
um residuo sélido carbonoso (carvao) e em uma fracdo gasosa. Parte
dessa fracdo gasosa pode ser condensada, permitindo a obtencao
do chamado licor pirolenhoso, e a outra parte resulta em gases nao-
condenséaveis em parte inflamaveis (CO, H,, CH,, C,H, e outros).
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O licor pirolenhoso é constituido por dgua e outros compostos
quimicos, como 4acido acético, acido férmico, éter, metanol, etanol,
acetona, alcatrdao e outros. Quando diluido em agua e/ou urina bovina,
o licor pirolenhoso encontra uma ampla aplicacdo no campo dos
cultivos orgéanicos e convencionais (INFOTEC, 2000). O alcatrdo, em
virtude da composicao, que apresenta compostos fendlicos, pode ser
utilizado como combustivel e também como preservativo de madeira.

A briguetagem de biomassa é um processo de adensamento no
qual se produz um biocombustivel para utilizacdo em caldeiras,
fornos de restaurantes, lareiras, entre outros. As matérias-primas
para a fabricacao de briquete sdo encontradas nos varios niveis de
processamento da biomassa, tais como, maravalhas, serragem e
pedacos de madeiras do processamento de toras em serrarias; cascas
provenientes do beneficiamento do arroz, café e de frutas em geral;
biomassa residual gerada na indUstria de chds; epicarpo, casca da
améndoa, torta e glicerina da fabricacdo do biodiesel. As vantagens
na utilizagdao do briqguete sdao aumento da densidade energética,
diminuicao de custo de transporte e melhor armazenamento.

Neste capitulo serao discutidos os resultados da caracterizacao
energética do epicarpo e da torta do pinhdao-manso na forma in
natura, ambos transformados em carvao vegetal e do estudo das
variaveis envolvidas no processo de briquetagem da torta.

Biomassa e carvao vegetal de
epicarpo e torta de pinhdao-manso

A carbonizacao foi realizada em forno elétrico de laboratério
a temperatura maxima de 450°C + 10°C, durante 3,5 horas,
com uma taxa de aquecimento de 2,14°C min”'. Foram feitas 5
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repeticoes, sendo cada uma constituida de 0,5 kg de material, na
forma que chegou ao laboratério, ou seja, o epicarpo inteiro e a
torta de pinhdo-manso em pequenos pedacos. As determinacoes
do teor de umidade, segundo Vital (1997), da andlise imediata,
segundo a norma ABNT NBR 8112/1986 e do poder calorifico pela
norma ABNT NBR 8633/1984; foram realizadas em base seca.

Teor de umidade e carbonizacdo do epicarpo e da torta
O teor de umidade, em base seca, encontrado para a casca do
pinhdao-manso em condicao /in natura foi de 18,9% e para a torta
2,41% (Figura 1). Vale e colaboradores (2007), trabalhando com
residuos de grdao de café e de madeira encontraram umidades de
22,33% para a casca de café (Coffea arabica, L) e de 15,66%

para residuos de madeira (Cedre lingacatenaeformis).

O carvao da casca do pinhao-manso apresentou rendimento de 38,1%,
em base seca, enquanto para o carvao de torta o rendimento foi de
32,01% (Figura 1). Vale e coautores (2004), carbonizando coco-da-
baia (Cocos nucifera L.), encontraram valor de 39,6% para a casca

do coco verde em contraste ao coco maduro, cujo rendimento foi de
36,1%, quando foi utilizado apenas o endocarpo para a carbonizacao.

40 38,1
. Ep E 32,01

Torta
30 A
20 1 18,9
10 - Figura 1. Umidade

e rendimento da
241 carbonizacdo de epicarpo e

0 T torta de pinhdo-manso.

Umidade (%) Carvio (%)
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Analise Imediata

Os dados da andlise imediata do epicarpo e da torta do pinhao-
manso /in natura e carbonizada sdo apresentados na Figura 2.

Para que haja combustao da biomassa é necessario que o material
passe inicialmente por um processo de secagem e, em seguida pela
pirélise, que é quando ocorre a degradacao térmica e a formacao
de novos compostos. Durante a pirdlise sao formados os gases
combustiveis que compdem os materiais volateis. Em geral, os
teores de materiais volateis da biomassa /n natura sao elevados

e ficam entre 65 e 83% (CORTEZ; LORA, 1997). Por sua vez,
Vale e colaboradores (2007) encontraram 83,19% para maravalha
deCedrelingacatenaeformis e 75,7% para casca de café.

Para produzir carvao vegetal é necessario interromper o processo
de pirdlise antes da combustao, eliminando-se o suprimento de
oxigénio. Como isto ocorre em um estagio de pirélise avancada, a
maior parte dos materiais volateis ja foi produzida, o que justifica
o baixo teor destes materiais no carvao vegetal remanescente,
como pode ser observado tanto para o epicarpo quanto para

a torta. O carvao vegetal do epicarpo e da torta apresentou

80 77,84
726 71,29
WMaterial voldtil
MCinza

Carbono fixo
60

Figura 2. Valores
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teores de materiais volateis de 29,0 e 18,3%, respectivamente.
Andrade e coautores (2004), trabalhando com madeira de
Eucaliptus urophylla, encontraram 18% de materiais volateis.

Tanto o epicarpo quanto a torta de pinhdo-manso apresentaram
elevados teores de cinzas, para o material /in natura e para o
carvao vegetal. Oliveira Junior e colaboradores (2007), trabalhando
com pinhdo-manso coletado em trés locais distintos; Céssia,
Varginha e Crisolita, encontraram para o epicarpo, teores de
cinzas, respectivamente de 13,8%; 16,8% e 17,1%, com média
de 15,9% e valor médio de 7,4% de cinzas para a torta.

Em trabalho desenvolvido no Centro Tecnolégico de Minas

Gerais — CETEC, Rettore e Martins (1983) encontraram teores

de cinzas para a semente, a casca da améndoa e o albimem de
8,40%, 6,73% e 7,36%, respectivamente. Sousa e colaboradores
(2009) encontraram para a semente e a torta de pinhdao-manso,
respectivamente, 4,95% e 5,94%. Vale e colaboradores (2007)
encontraram para casca de café 13,96% de cinzas, contra

0,34% para maravalha de Cedrelingacatenaeformis (espécies
lenhosas tém elevada capacidade de producao de biomassa).

Os teores de cinzas de espécies lenhosas, em geral, sdo baixos
quando comparados com residuos agricolas, assim como a
producao de biomassa. A madeira de espécies de eucalipto, que
raramente chega a 1% de cinzas, produz 20 t ha'ano™, contra
uma producao de epicarpo de pinhdao-manso que pode ser estimada
em 3t ha'ano, cujo teor de cinzas, como visto anteriormente,
estd muito acima de 1%. Este fato sugere que a alta producéao

de biomassa nas espécies lenhosas torna a distribuicao da cinza,
que estd predominantemente localizada na lamela média, mais
diluida, tornando a concentracdo por unidade de massa menor.
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O teor de cinzas esta relacionado com a quantidade de minerais
presente na biomassa. Neste sentido, minerais como calcio,
potassio, fésforo, magnésio, ferro, sédio, entre outros aumentam
a presenca de cinzas. Rettore e Martins (1983) encontraram
para torta de pinhdo-manso com 44,2% de P,0,, 0,2% de

SiOz, 0,4% de NZO, 32,5% de KZO, 9,3% de CaO e 6,6% de
MgO. Por sua vez, Oliveira Junior (2007) encontrou 60,2 g kg
de potassio para o epicarpo e de 11,4 g kg™ para a torta.

Tienne e coautores (2004), ao carbonizarem casca de laranja e
casca com bagaco de laranja, associaram os altos valores de cinzas
encontrados (9,50 e 10,25%, respectivamente) a presenca de
ferro, zinco, cobre, potassio, célcio, fésforo, sédio e magnésio.

O elevado teor de cinzas nestes residuos nao seria um empecilho
para uso como fonte de energia, uma vez que atualmente, com

a tecnologia de caldeiras autolimpantes, o excesso de cinzas

pode ser removido de forma adequada (VALE et al., 2007).

O teor de carbono fixo esta indiretamente relacionado com os teores de
material volatil e cinzas, o que explica os baixos valores para o epicarpo

e a torta na condicao /n natura. Combustiveis com elevado teor de
carbono fixo tém queima mais lenta, implicando em maior tempo
de residéncia dentro dos aparelhos de queima, em comparagao com

outros que tenham menor teor de carbono fixo (BRITO; BARRICHELLO,

1982). A queima mais lenta pode ser vantajosa para o cozimento,
por exemplo, em fogdes no meio rural, que tém baixa eficiéncia

energética, a taxa de conversdo é de aproximadamente 10% da energia

disponibilizada em energia util para a coccao (GOLDEMBERG, 1998).

O teor de carbono fixo do carvao obtido a partir da torta foi de
71,29%, valor semelhante aos valores encontrados por Santiago
e Andrade (2005) para lenha de Eucalyptus urophylla, 79,4% e
por Andrade e Carvalho (1998) para Eucalyptus grandis, que foi
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de 77,89% o que pode ser associado a altos teores de lignina,
componente complexo, resistente a decomposicao quimica.

Poder calorifico
Na Figura 3 estdo apresentados os poderes calorificos superiores do
epicarpo e da torta do pinhdao-manso in natura e na forma de carvao vegetal.

O epicarpo e a torta de pinhao-manso, na condicao /in natura, produzem
maior quantidade de calor por unidade de massa em base seca quando
comparados com casca de semente de algodao; palha de arroz e
sabugo de milho, cujos poderes calorificos superiores sdo, de 2.800
kcal kg, 3.500 kcal kg' e 2.900 kcal kg, respectivamente (REDE
ENERGIA, 2010A torta também é superior ao bagaco de cana-de-
aclcar que apresenta poder calorifico superior de 3.700 kcal kg’
(QUIRINO et al., 2005), a casca de café com 3.933 kcal kg (VALE

et al., 2007) e a casca de coco de babacu com 4.500 kcal kg' (REDE

8.000 A
Ey
-'g 6.233
6.000 -
< 5.122
E 3954
E 4,000 3641
o
% 2.000 -
Ay 0
"In natura" Carvio "In natura" Carvio
Epicarpo Torta

Figura 3. Poderes calorificos superiores de epicarpo e torta de pinhdo-manso na condi¢cédo

in natura e transformada em carvao vegetal.
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ENERGIA, 2010) e apresenta valores préximos a casca de coco-da-
baia verde (Cocos nucifera) com 5.636 kcal kg (VALE et al., 2004)
e borra de café com 5.500 kcal kg' (REDE ENERGIA, 2010).

Observa-se maior PCS para a torta em relacdo ao epicarpo. Na
condicao /n natura o maior poder calorifico da torta se deve
principalmente a presenca de 6leo residual do processo de
prensagem e na condicdo de carvao vegetal se deve principalmente
ao reduzido teor de cinzas em relacado ao epicarpo.

Segundo Arruda e colaboradores (2004), a torta de pinhdo-manso é
utilizada como fertilizante natural em virtude do seu elevado teor de
nitrogénio, fésforo e potdssio. Os niveis desses minerais, segundo
Oliveira e coautores (2007), sdo de 34,6 g kg de nitrogénio, 7,2

g kg'de fosforo e 11,4 g kg' de potassio. Os autores defendem,
além da torta de pinhdo-manso, o uso da casca como fertilizante,
para ciclagem de nutrientes, uma vez que a casca apresenta elevada
quantidade de potdssio enquanto a torta apresenta altos niveis de
nitrogénio. Por outro lado, a utilizacdo do epicarpo pode atender a
geracao de vapor nas caldeiras e, consequentemente, a necessidade
energética na fase industrial de processamento das sementes.

O epicarpo pode ser utilizado como combustivel, no entanto, apresenta

baixa densidade a granel 100 kg m que, associada ao baixo poder
calorifico util de 2.612 kcal kg, produz a baixa densidade energética

de 261.200 kcal m3, além de elevado teor de cinzas de 14,4%, quando

comparado com a madeira. Uma solucao para a baixa densidade

energética, principalmente para grandes distancias de transporte

até o centro consumidor, é o adensamento na forma de briquetes
ou de pellets. O outro ponto desfavoravel do epicarpo para uso

energético é o teor de cinzas, que indica a necessidade de utilizacdo de
equipamentos adequados para limpeza eficiente do sistema de queima.
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Assim a torta de pinhdo-manso também pode ser utilizada para

fins energéticos com melhores caracteristicas em relagao ao
epicarpo, ou seja, densidade a granel igual a 600 kg m3 e o poder
calorifico util igual a 4.671 kcal kg™, proporcionando a densidade
energética de 2.802.600 kcal m3, além de possuir baixo teor

de cinzas, quando comparado com a madeira. A sugestao de
briguetagem ou adensamento também pode ser proposta para a torta,
melhorando ainda mais a densidade energética desse material.

Com rendimentos gravimétricos em carvao vegetal de 38,1% para a
casca e 32% para a torta, ambos os residuos podem ser utilizados
para a carbonizacao. A torta leva vantagem em relacdo ao epicarpo por
apresentar maior rendimento em carbono fixo e maior poder calorifico.

O carvao de epicarpo e da torta do pinhao-manso possui estrutura
leve, baixa resisténcia mecéanica e elevado teor de cinzas,
caracteristicas que inviabilizam a sua utilizacdo como insumo

em siderurgia, que exige carvoes de boa densidade e resisténcia
mecanica e teor de cinzas entre 1 e 3% (PIMENTA et al., 2012).

Uma opcao de uso estd na fabricacdao de cimento, onde uma

das principais caracteristicas é a producao de calor, e o carvao
vegetal de epicarpo e de torta com poder calorifico de 6.000 kcal
kg leva vantagem sobre o carvao mineral comumente utilizado
e que possui poder calorifico em torno de 3.500 kcal kg™'.
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Briquetagem da torta de
pinhdo-manso: anadlise das
variaveis do processo

A analise a seguir baseia-se em resultados da briquetagem da torta de
pinhdo-manso em laboratério, tendo como variaveis a granulometria
das particulas, a pressao e a temperatura de compactacao.

O residuo coletado foi moido em um moinho de facas tipo Willey

e em sequéncia realizou-se uma classificacdao do p6 obtido do
moinho quanto a granulometria. Para isso foi utilizada uma

peneira com abertura da malha de 0,500 mm em mesa vibratéria,
resultando em dois diferentes materiais moidos: 1- particulas

com granulometria acima de 0,500 mm (denominadas particulas
grossas); 2- particulas com granulometria abaixo de 0,500 mm
(denominadas particulas finas). Determinou-se o teor de umidade dos
materiais moidos pela TAPPI T 257 om - 85/96 (TAPPI, 1996).

Producao dos briquetes

Os briquetes foram produzidos em prensa briquetadeira da marca
Irmaos Lippel modelo LB-32 (Figura 4), no Setor de Energia da
Biomassa do Laboratério de Produtos Florestais (LPF) do Servico
Florestal Brasileiro (SFB). A prensa é composta por dois pistdes
hidraulicos e controladores de pressao e temperatura. O pistao
superior é responsavel pela manutencao da contrapressao,
enquanto que o pistao inferior é responsavel pela compactacao da
biomassa, a qual foi acomodada dentro da matriz de compactacao,
que é um cilindro de aco macico com diametro de 3,2 cm.

Toda a matriz é envolta por uma camisa refrataria para a manutencéao
do calor dentro da matriz de compactacao. Este calor é fornecido
por uma resisténcia elétrica com temperatura maxima de 250°C.
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Figura 4. Prensa briquetadeira da marca Irmaos Lippel, modelo LB-32 onde se

confeccionaram os briquetes. A direita em destaque o sistema de ventilagdo forcada para

resfriamento (Fotos: Frederico Souza).

Para cada briquete produzido, foram utilizados 40 g da biomassa
previamente moida e com teor de umidade, em base seca, aproximado
de 13%. Os briquetes foram produzidos separadamente considerando
duas temperaturas, 130 = 10°C e 200 + 10°C, duas pressodes, 80 kgf
cm? e 120 kgf cm? e um tempo de compactacédo de 5 min, contados
a partir do momento em que se atingiu a pressao estabelecida.

Dessa forma, para a andlise dos parametros de densificacdo dos
residuos, o delineamento experimental estabelecido (Tabela 3) foi de 6
repeticoes/briquetes produzidos para duas temperaturas (130 e 200°C),
duas pressoes (80 e 120 kgf cm2), duas granulometrias (particulas
grossa e fina); resultando em 8 tratamentos e 48 briquetes produzidos.

Apés a compactacao, os briquetes foram expulsos da matriz,
com o auxilio de uma leve contrapressao para que houvesse
uma minima dilatacdo em didmetro provocada pela liberacao
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do vapor de dgua, o que poderia ocasionar rachaduras na
superficie e inviabilizar a utilizacdo das mesmas.

Utilizou-se uma maquina sopradora (ventilador) da marca Makita
e modelo MUB 101 com 500 W de poténcia e velocidade 2, com
o intuito de acelerar o resfriamento dos briquetes produzidos.

O tempo de resfriamento variou entre os tratamentos, pois foi
ajustado para que se obtivessem todos os briquetes com suas
superficies integras, ou seja, sem rachaduras ou trincas.

Tabela 3. Delineamento experimental para a avaliacdo dos parametros de
briquetagem para a biomassa de pinhao-manso

1 80
130

2 120

Grossa

3 80
200

4 120

5 80
130

6 ) 120

Fina

7 80
200

8 120

A torta de pinhdao-manso estava inicialmente com um teor de umidade
aproximado de 18% em base seca, e dessa forma inviavel para a
briguetagem, pois nessas condicdes, pode haver a formacao de
grande quantidade de vapor de agua durante a compactacao. Isso
prejudica a aderéncia entre as particulas e provoca um aumento

da pressao interna do briquete que, apés a expulsdo da maquina,
provocaria trincas e rachaduras na superficie e por fim, reducao

na dimensao do briquete. Entao foi feita uma secagem do material
sobre lona e em ambiente aberto, o que possibilitou a reducado do
teor de umidade para 13% e assim o residuo foi briquetado.
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Na briquetagem a 130°C conseguiu-se produzir todos os 12
briguetes dos tratamentos 1 e 2 sem qualquer dificuldade,
utilizando-se as particulas grossas e alterando-se a pressao de
compactacdo de 80 para 120 kgf cm™2. O tempo de resfriamento
utilizado foi de 5 min com a ventilacao acionada diretamente
sobre o briquete, onde nao foram observadas quaisquer
rachaduras ou trincas nas superficies dos briquetes.

Entretanto, alterando-se a temperatura de 130°C para 200°C, para
os briquetes produzidos com as particulas grossas (tratamentos

3 e 4), foram observadas trincas e rachaduras profundas na
superficie. Tais deformacoes podem ser visualizadas na Figura 5.

A primeira alteracao no processo de briquetagem para que pudessem
ser produzidos os briquetes dos tratamentos 3 e 4 foi no tempo de
resfriamento. Iniciou-se a producao destes briquetes utilizando-se 5
min de resfriamento com a ventilacdo acionada diretamente sobre os
briquetes, entretanto rachaduras e trincas foram observadas. Adaptou-
se o resfriamento para um processo lento: 5 min sem a ventilacédo e
mais 5 min com a ventilacdo acionada. Entretanto, apdés a producao
de cada briquete, as rachaduras e trincas estavam presentes.

Figura 5. Briquete produzido com

particulas grossas (acima de 0,500 mm)
\ da torta de pinhdo-manso a 200°C,
apresentando rachaduras na superficie
(Foto: Frederico Souza, 2012).
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Diminuiu-se o tempo de compactacao, pois foi observado um
ligeiro aumento de pressao apds o primeiro minuto de compactacao
que pode ser explicado por uma possivel formacao de gases

dentro da cadmara de compactacao. Também, os briquetes quando
expulsos da maquina apresentavam aspecto de queimado com

a superficie escurecida e estrutura relativamente quebradica.

Em funcao da presenca de 6leo residual na torta, levantou-se a
hipdtese de que este 6leo residual associado ao teor de umidade

de 13% estaria influenciando o aparecimento das rachaduras e a
deformacdo do briquete, inviabilizando a producédo nessas condicoes.
Entao, a torta foi colocada em estufa a 103 + 2°C até atingir massa
constante, possibilitando um teor de umidade préximo de 0%, em
base seca. No entanto, esta secagem da torta nao surtiu o efeito
desejado e os briquetes produzidos apresentaram-se com defeitos.

Por fim, fez-se a reducao do tempo de compactacao
de minuto a minuto, e desta forma foi possivel produzir
os briquetes com o tempo de apenas 1 minuto de
compactacao, para os tratamentos 3 e 4 (Figura 6).

Figura 6. Briquetes produzidos com particulas grossas (acima de 0,500 mm) da torta de

pinhdo-manso a 200°C com 3 minutos de compactacéo (A), 2 minutos (B) e 1 minuto (C)

(Foto: Frederico Souza, 2012).
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Para as particulas finas dos tratamentos 5 e 6, a reducéao do teor
de umidade de 13% para valores préoximos de 0% de umidade
em base seca foi eficiente, mesmo para o tempo de compactacao
de 5 min, onde os briquetes ndo apresentaram nenhuma trinca
ou rachadura. Adaptou-se o tempo de resfriamento para 5 min
sem ventilacao e mais 5 minutos com a ventilagdo acionada.

Por outro lado, aumentando-se a temperatura para 200°C (tratamentos
7 e 8) nao foi possivel a producao dos briquetes, pois estes eram
esmagados na maquina quando expulsos (Figura 7). Acredita-

se que devido a dimensao da particula (abaixo de 0,500 mm)
associada ao alto teor de umidade e presenca elevada de 6leo, além

da alta temperatura, a formagcao dos briquetes nao foi possivel.

A utilizacado de particulas finas da torta de pinhdo-manso na
fabricacao de briquetes, combinada a temperatura de 200°C, teve por
consequéncia, a adesao de grande quantidade de particulas dentro

da matriz de briquetagem, o que prejudicou a perfeita movimentacao
do pistao hidraulico, comprometendo o uso da prensa briquetadeira.

Figura 7. Briquete produzido com
particulas abaixo de 0,500 mm da torta de
pinhdo-manso a 200°C, apresentando o
esmagamento apds expulsdo do briquete
na maquina briquetadeira (Foto: Frederico
Souza, 2012).
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Para uma posterior utilizacdo do equipamento, fez-se necessaério,
paradas constantes na producdo de briquetes, ainda que em escala
laboratorial, para a limpeza e manutencao. Projetando-se a producao
de briquetes para a escala industrial com essa biomassa e a partir dos
parametros mencionados a viabilidade técnica fica comprometida.

Conclusoes

O epicarpo e a torta de pinhdo-manso na condicdo in natura

e transformada em carvao vegetal possuem potencial para
serem utilizados como insumos energéticos, pois apresentam
caracteristicas favoraveis para esse fim. Em alguns casos,
foram semelhantes as caracteristicas da madeira, considerada
o insumo padrao para a producao de energia.

O epicarpo na forma in natura apresenta, assim como outros residuos
agricolas, baixa densidade energética, necessitando ser adensado para
viabilizar a logistica de transporte e aplicacdes em areas remotas.

A torta e principalmente o epicarpo, tanto na forma /in natura
quanto transformados em carvao vegetal, apresentam elevado
teor de cinzas, em relacdao a madeira, o que, em geral, ocorre
com outros residuos agricolas, sugerindo cuidados em relacao a
retirada das cinzas, com a utilizacao de grelhas apropriadas.

A torta de pinhao-manso mostrou-se briquetavel com o uso de
temperaturas de 80°C, para ambas as granulometrias e para
particulas grossas (acima de 0,500 mm) com temperaturas de
120°C. Para o uso de altas temperaturas sao necessarias alteracoes
nos pardmetros de briquetagem, como a reducao do tempo de
compactacao ou reducao no teor de umidade inicial da biomassa.
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O uso de particulas finas de torta de pinhao-manso provoca
um emplastamento na cadmara de briguetagem e nos pistoes
ocasionando maior tempo para manutencao da briquetadeira.
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