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RESUMO

A planta oleaginosa conhecida como pinhdo-manso (Jatropha curcas) é uma espécie apontada
como altamente promissora, para a producdo de 6leo para biodiesel, no entanto a toxicidade
dos coprodutos (torta ou farelo) torna o seu cultivo e processo de industrializagdo menos
rentavel. Estes coprodutos, tortas e farelos apresentam composi¢cdo altamente nutritiva que
atende a composicdo de formulados de ra¢Ges para animais monosgatricos ou ruminantes, desde
que devidamente destoxificadas e validadas. Os ésteres de forbol séo as principais substancias
toxicas presentes na torta de pinhdo-manso (TSPM). A destoxificacao por degradacdo dos
ésteres de forbol pode ser por processos fisicos, quimicos, biolégicos ou, ainda, combinados.
Deste modo, este trabalho teve como objetivo avaliar um processo de destoxificacdo de TSPM,
por meio de enzimas extracelulares, obtidas de cultivo de macrofungos por fermentacédo
submersa (FSM) e em estado solido (FES). Os resultados de degradagéo utilizando os extratos
enzimaticos (EBE) das FSM e FES pelos macrofungos foram diferentes. O EBE-FSM de F17
e 0s EBE-FES de F3 e F10 conseguiram reduzir os ésteres de forbol para niveis considerados
ndo toxicos, ou seja, abaixo 0,09 mg de éster de forbol por grama de torta. O EBE-FSM de F17
foi o Unico capaz de degradar 100% dos ésteres de forbol. Algumas atividades enzimaticas
foram determinadas junto aos extratos. As atividades de lipases e esterases ndo foram
detectadas. O EBE-FSM do F17 apresentou 583,99 U/mL, 64,09 U/mL, 43,64 U/mL, 0,144
U/mL para lacase, peroxidases totais, protease e manganés peroxidase, respectivamente. Outro
fungo cujo EBE da FSM se destacou foi o F2, com degradacdo de 88% dos ésteres de forbol.
O extrato deste fungo apresenta elevada atividade de protease (336,67 U/mL) e atividades de
lacase, peroxidases totais e manganés peroxidases de 101, 89 U/mL, 25,57 U/mL e 0,05 U/mL,
respectivamente. Os resultados apontam o tratamento enzimatico da TSPM como uma
alternativa promissora de destoxificacdo de éster de forbol, em torta de pinhdo-manso, visto
que a atividade destoxificadora dos macrofungos pode estar associada ao aumento da atividade
de lacase.

Palavras-chave: Torta de pinhdo-manso. Enzimas fdngicas. Biodiesel. Macrofungos.
Destoxificagdo. Nutrigdo animal.



ABSTRACT

The oleaginous plant Jatropha curcas is a highly promising species for producing biodiesel oil,
however, a toxicity of co-products (seed cake or bran) makes its cultivation and industrialization
process less profitable. These co-products, seed cake and bran, have highly nutritious
composition containing formulations of feed formulations for monogastric or ruminant animals,
provided they are suitably detoxified and validated. Phorbol esthers are the main toxic
substances present in Jatropha curcas seeds cake(JCSC). The detoxification by phorbol esthers
degradation may be by physical, chemical, biological or even combined processes. Thus, this
work aimed at a detoxification of JCSCby means of extracellular enzymes obtained from
macrofungal culture by submerged fermentation (FSM) and solid state fermentation (FES). The
degradation results using the enzymatic extracts (EBE) of the FSM and FES by the macrofungs
were different. The EBE-FSM of F17 and the EBE-FES of F3 and F10 were able to reduce the
phorbol esters to non-toxic levels, i.e. 0.09 mg of phorbol ester per gram of cake. F17's EBE-
FSM was the only one capable of degrading 100% of phorbol esthers. Some enzymatic
activities were determined with crude extracts. Lipase and esterase activity were not detected.
F17 EBE-FSM showed 583.99 U / mL, 64.09 U / mL, 43.64 U/ mL, 0.144 U / mL for laccase,
total peroxidases, protease, and manganese peroxidase, respectively. Another FSM EBE fungus
was highlighted for F2, with degradation of 88% of phorbol esthers. The extract of this fungus
showed high protease activity (336.67 U / mL) and activities of laccase, total peroxidases and
manganese peroxidase of 101.89 U / mL, 25.57 U / mL and 0.05 U / mL, respectively. The
results point to the enzymatic treatment of JCSCas a promising alternative for phorbol esther
detoxification, and a detoxifying activity of macrofungus may be associated with an increase in
laccase activity.

Keywords: Jatropha cake. Fungal enzymes. Biodiesel. Macrofungi. Detoxification. Animal
nutrition.
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1 INTRODUCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é a oleaginosa com maior potencial para a
producdo de biodiesel pelo seu alto teor de 6leo (GOMES, 2015; LAVIOLA et al., 2012),
porém o0s coprodutos resultantes de seu processo de industrializagdo, tortas ou farelos,
resultantes da extracdo do 6leo de suas sementes possuem substancias toxicas/antinutricionais,
como os ésteres de forbol, que limitam seu uso pelo fato de poderem causar inflamacgdes agudas
e a inducéo de tumores (MENDONCA, 2010; BELEWU et al., 2010).

A torta de semente de pinhdo-manso é utilizada como adubo organico, por ser rica em
minerais como nitrogénio, fosforo e potassio (GOMES, 2015). Apesar da sua toxidez, seria
possivel a utilizacao deste coproduto, na formacéo de produtos com alto valor agregado, como
no desenvolvimento de formulagdes para a nutricdo animal, por exemplo, em razéo de seu
excelente teor proteico, que varia de 46 a 63% (LAVIOLA et al., 2012; MENDONCA, 2010),
ou de no minimo 16%, dependendo do método de extracdo do 6leo (MAKKAR; BECKER,
2009).

Diversas estratégias quimicas e biolégicas tém sido abordadas na tentativa de resolver
o0 problema da toxicidade desses residuos, no entanto algumas delas ndo sdo economicamente
viaveis, ou resolvem apenas parcialmente o problema da contaminacdo (GOMES, 2015).

Trabalhos na literatura comprovam que ésteres de forbol, curcina, lectina, saponina,
tripsina e inibidores de tripsina podem ser degradados por agentes bioldgicos, principalmente,
os fungos de podriddo-branca (AREGHEORE et al., 2003; BELUWE; SAM, 2010; KASUYA
etal., 2012; LUZ et al., 2013). Estes tratamentos sdo considerados eficientes e economicamente
viaveis e podem representar uma alternativa a utilizacdo dos coprodutos da extracdo de 6leo
das sementes de pinh&o-manso.

Os fungos de podriddo branca, tais como Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor,
Phanerochaete chrysosporium e Pycnoporus sanguineus sdo capazes de degradar varios
poluentes e substancias recalcitrantes, como substdncias aromaticas, policiclicas,
hidrocarbonetos, tinitrotoluenose fitatos, provavelmente, em fungéo de enzimas extracelulares
produzidas por estes microrganismos tais como: lacase, manganés peroxidase (MnP), celulase
e xilanase (KASUYA et al.,, 2012; LUZ et al.,, 2014). Este potencial sugere que estes
microrganismos, também, tenham a capacidade de degradar substancias toxicas presentes na

torta de sementes de J. curcas (LUZ et al., 2014).



16

A destoxificagdo de torta de semente de pinhdo-manso, por meio de cultivo por
fermentacdo estado solido (FES), fora apresentada e reivindicada na literatura (BOSE;
KEHARIA, 2014; GOMES, 2015; LUZ et al., 2014). Alguns destes trabalhos correlacionam
atividades enimaticas com a destoxificacdo, porém nenhum deles comprovou qual ou quais
enzimas microbianas (macrofugnos) sdo responsaveis pela biotransformacdo dos ésteres de
forbol. Também ndo demonstraram se a biotransformacéao realizada pelas rea¢fes enzimaticas
resultou em substancias toxicas ou nao, para insercdo na nutri¢cdo animal.

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia de extratos,
contendo enzimas extracelulares de macrofungos (basidiomicetos) na destoxificacdo de torta
de semente de pinhdo, por meio da avaliagdo da degradacdo dos ésteres de forbol

2  PINHAO-MANSO E A PRODUCAO DE BIODIESEL

Em 2004, a partir do Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB), foi
iniciada, no Brasil, a cadeia produtiva do biodiesel e a sua inser¢cdo na matriz energética
nacional, fazendo dele uma alternativa viavel que vise a autossuficiéncia energeética (LUZ et
al., 2014). O programa evoluiu de forma bastante eficiente, superando as metas iniciais. Em
dezembro de 2016, o 6leo de soja foi a fonte de cerca de 69,30% do total de biodiesel, produzido
no Brasil, sequido de gordura bovina (16,94%), sendo o restante distribuido entre éleo de
algodéo (1,74%), gordura de porco (1,51%), 6leo de fritura (0,98%), 6leo de canola (0,60%),
6leo de palma/dendé (0,55%), gordura de frango (0,57%) e outros materiais oleosos (7%)
(Figura 1) (AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, 2017).

dezembro/ 2016

Outros Materiais Graxos
8,10%

Oleo de Algodio
1,74%

Oleo de Fritura 0,98%

Gordura de Porco
1,51%

Gordura de Frango 0,28%

\_ Oleo de Palma / Dendé
0,55%

L Oleo de Canola
0,60%

Figura 1. Distribui¢do do uso de matéria-prima para a producdo de Biodiesel, no Brasil, em dezembro
de 2016.
Fonte: adaptado de Agéncia Nacional do Petréleo, 2017.
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Outras oleaginosas somente serdo integradas a cadeia do biodiesel se seus coprodutos
tiverem um mercado tdo promissor quanto o das cadeias produtivas da soja, do algoddo e da
canola ou dos produtos de origem animal supracitados. Os principais coprodutos sdo as tortas
e farelos, obtidos ap0s a extracdo do 6leo de sementes oleaginosas, e a glicerina bruta, obtida
apos o processo de conversao de triglicerideos em biodiesel por meio de transesterificacdo. Eles
representam mais de 50% da massa inicial de sementes utilizadas na cadeia agroindustrial.
Sendo assim, existe a necessidade de desenvolver formas de utilizacdo desses residuos para
agregar renda a cadeia produtiva do biodiesel e minimizar impactos ambientais (RODRIGUES;
RONDINA, 2013).

O sucesso de qualquer programa de biocombustivel depende das politicas em nivel
nacional e muitos paises asiaticos desenvolveram sua propria agenda nacional para a adogéo
em larga escala de biocombustiveis. Paises como a Indonésia, Malasia e india ja adotaram o
pinh&o-manso, no programa de biocombustivel, sendo a preferéncia secundaria na Indonésia,
pais no qual o 6leo de palma ainda € a principal fonte (EDRISI et al., 2015).

A competicéo das culturas vegetais entre a producéo, para a alimentagédo e seu uso como
combustivel, é um fator que aumenta os custos de producéo de biodiesel, portanto a utilizagédo
de espécies ndo comestiveis nesta producdo é altamente promissora (DEVAPPA; BINGHAM,;
KHANAL, 2013).

Diversos fatores devem ser avaliados, ao implementar uma nova matéria-prima na
producdo de biodiesel, como os fatores ambientais de producédo e cultivo, disponibilidade da
matéria-prima, custo das sementes, teor e qualidade de 6leo, distancia entre a producdo da
matéria-prima e sua utilizacdo (custos de transporte), entre outros (PATIL; DENG, 2009).

Entre as matérias-primas de biodiesel ndo comestiveis com potencial, para inser¢éo na
matriz de 6leos vegetais para biodiesel, podem-se apontar Jatropha curcas L. (pinhdo-manso),
Pongamia pinnata (karanj), Simmondsia chinensis (jojoba), Hevea brasiliensis (seringueira) e
Ricinus communis (mamona) (SINGH e SINGH, 2010).

Jatropha curcar L. estd entre uma das espécies mais estudadas para obtencdo de 6leo
para fins de producgéo de biodiesel. Algumas caracteristicas desta planta como: a resisténcia a
seca, facil propagacgdo, baixo custo de sementes, boa adaptacdo, alto teor de 6leo, foram
apontadas em favor desta planta para tais fins (LUZ et al., 2014).

Contudo, de acordo com Capdeville e Laviola (2013), ocorreram alguns erros na
estratégia, pelo menos no Brasil, de incentivar o cultivo de pinhdo-manso sem conhecer
totalmente os aspectos agronémicos, tais como variedades mais adaptadas, produtivas, sem

toxicidade (tortas) ou métodos econdmicos viaveis de destoxificacdo, entre outros. De acordo
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com estes autores, muitos produtores agricolas, outrora tomados pela euforia de ter uma planta
com grande potencial, acabaram desistindo da producéo, quando ndo encontraram preco pelo
oleo, destinacdo da torta, técnicas assertivas de colheita e processamento dos frutos (BARROS,
2014).

Mas os estudos e programas de melhoramento genético e técnicas agrondmicas
continuam a ocorrer com o pinh&o-manso, que busca valorizar a torta ou farelo, diminuindo sua
toxicidade, e aumentar sua producdo com variedades selecionadas.

O potencial desta oleaginosa é grande para a producao do biodiesel mesmo com todos
os desafios agrondmicos e de processos, pois suas sementes representam entre 53 e 79 % do
peso do fruto e apresentam teor de 6leo entre 33 e 38 % (DIAS et al., 2007; GOMES, 2015;
LAVIOLA et al., 2012). Para cada tonelada de 6leo de semente de pinhdo-manso, séo
produzidas, no minimo, 2,76 toneladas de torta ou farelo (MAKKAR; BECKER, 2009). Além
de ter caracteristicas fisico-quimicas de 6leo favoraveis a producdo de biodiesel, o potencial de
rendimento de 6leo/grdo é superior ao das oleaginosas tradicionais, como a soja (DURAES;
LAVIOLA; ALVES, 2011; GOMES, 2015; MAKKAR; BECKER, 2009), chegando a 1500
kg/ha de Gleo, na idade adulta (DRUMOND et al., 2010; ROCHA et al., 2012).

A torta e o farelo, coprodutos da extracdo mecénica ou por solvente do oleo,
respectivamente, ricos em proteina de boa qualidade, sdo empregados na fabricacdo de racéo,
no caso da soja e do algodao, ou como adubo organico, no caso do pinhdo-manso (MAKKAR,;
BECKER, 2009).

2.1 Pinh&o-manso (Jatropha curcas L.)

O género Jatropha tem cerca de 170 espécies de pequenas arvores, arbustos,
subarbustos ou ervas amplamente distribuidas nos trépicos. As espécies mais comuns deste
género sdo J. curcas L., J. chevalieri Beille, J. elliptica Muell. Arg., J. gaumeri Greenm., J.
glandulifera Roxb., J. gossypiifolia L., J. Grossidentata Pax Et. Hoffm., J. integerrima Jacq.,
J. macrantha, J. mahafalensis Jum e H. Perrier, J. multifida L., J. nana Dalz, J. podagrica
Hook, J. pohliana Muell. Arg., J. tanjorensis Ellis e Saroja, J. unicostata e J. weddelliana
Baillon (SABANDAR et al., 2013). Algumas destas espécies, como J. platyphylla (com cerca
de 60% de oleo livre de éster de forbol), sdo comestiveis no México, por exemplo (EDRISI et
al., 2015).

Jatropha curcas L. € uma arvore perene polivalente, de importancia econémica

significativa, que mede de 5 a 7m de altura, pertencente a familia Euphorbiaceae, com uma
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madeira macia e uma expectativa de vida de até 50 anos. E nativa do México e América Central
e distribuida por toda a América Latina, Africa, india e Sudeste Asiatico - distribuicdo
pantropical (ACHTEN et al., 2008; EDRISI et al., 2015), com a meso-América como centro da
diversidade genética para a espécie, havendo pouca variagdo no material cultivado fora desta
regido (KING et al., 2009). E uma planta monoica cujas inflorescéncias terminais contém flores
unissexuais, que florescem apenas uma vez por ano, durante a estagcdo chuvosa, em regides

Umidas ou sob condicdes de irrigacdo (PRAKASH et al., 2007). A Figura 2 apresenta a planta

J. curcas jovem e seus frutos em diferentes estadios de maturacéo.

Figura 2. (A) arvore de jovem de J. curcas e (B) frutos de J. curcas em diferentes estadios de maturagéo.

Fonte: A autora.

E uma espécie bem adaptada, o que permite que cresca em varias condicdes, podendo
crescer em uma gama de climas e solos, incluindo areas marginais, degradadas e contaminadas,
e apresentando baixos requerimentos nutricionais (ACHTEN et al., 2008; EDRISI et al., 2015).

Esta espécie tem se mostrado altamente resistente a estresse bidtico e abiotico, além de
apresentar crescimento réapido, facil propagacdo, pequeno periodo de gestacdo e maior teor de
6leo, o que faz dela uma matéria-prima muito promissora para a producdo de biodiesel
(ABHILASH et al., 2011; BALDINI; RARANCIUC; VISCHI, 2012; EDRISI et al., 2015;
MAKKAR; BECKER, 2009). Existem perspectivas promissoras nos programas de biodiesel
com relacdo a Jatropha spp. em vérios paises (EDRISI et al., 2015; KING et al., 2009). No
Brasil, esta cultura foi uma promessa no langcamento do Plano Nacional de Biodiesel, que tinha
a mamona como destaque, bem como o girassol, porém apresentando espago para outras

oleaginosas.
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Em paises asiaticos, africanos e latino-americanos, grandes plantagdes de Jatropha spp.
foram feitas, por seus beneficios ambientais visiveis. Estas plantagdes foram apontadas como
sendo responsaveis por revitalizar areas marginais e degradadas, alcancar a seguranca
energética e aliviar a pobreza rural por meio do emprego e da sustentabilidade na producéo de
biocombustiveis (ABHILASH et al., 2011; ARIZA-MONTOBBIO et al., 2010; EDRISI et al.,
2015; KANT; WU, 2011).

Os paises em desenvolvimento que adotaram a producdo de Jatropha spp. em larga
escala apresentaram como motivos seu potencial para a producao de biodiesel, 0 maior teor de
6leo, quando comparado a outras culturas de biocombustiveis, a capacidade de crescer e
recuperar Vvarios tipos de solos, o fato desta espécie ndo precisar de muita irrigacdo e insumos
agricolas, sua resisténcia a pragas e a facil colheita pelo tamanho e arquitetura da planta
(ABHILASH et al, 2011; ACHTEN et al., 2008; EDRISI et al., 2015), e alguns paises mostram
muito interesse por programas de biocombustivel de J. curcas (EDRISI et al., 2015; SALE;
DEWES, 2009).

Ha& mais de um milhdo de hectares cultivadas por J. curcas, em todo 0 mundo e 85%
delas estdo em paises asiaticos como India, China e Mianmar, 12% estdo na Africa e 2% na
América Latina. O lider em plantag@es de J. curcas € a india, com uma area de cerca de 300.000
hectares (EDRISI et al., 2015).

O melhoramento das préaticas agrondmicas e genéticas levou a um aumento significativo
do rendimento, em todas as principais culturas oleaginosas, um programa semelhante para J.
curcas e agregacao de valor aos coprodutos da extracdo do seu OGleo contribuiria
significativamente para a utilizacdo desta espécie na producdo de biocombustivel (HE et al.,
2011).

Assim, para melhorar a sustentabilidade econdmica da cadeia de biodiesel de J. curcas,
s80 necessarios investimentos no desenvolvimento de variedades de alto rendimento e teor de
oleo, no melhoramento genético da espécie, 0 aumento da resisténcia a doencas e padronizacédo
das praticas agronémicas (EDRISI et al., 2015; MAKKAR; BECKER, 2009), além da
exploracdo adequada dos coprodutos, apos a extracdo do 6leo (torta e farelo de sementes), uma
vez que esta representa cerca de 70% (p/p) das sementes processadas e tem um teor nutricional
elevado, com altos niveis de amino&cidos essenciais e proteinas (MAKKAR; BECKER, 2009).

A maioria das variedades de J. curcas cultivadas no mundo sdo toxicas, apenas uma
variedade ndo toxica é encontrada no México (KING et al., 2009; MAKKAR; BECKER, 1997)
e as sementes desta variedade sdo consumidas pela populagdo local, apos torrefacdo (KING et

al., 2009). A dUnica diferenca entre as sementes toxicas e ndo toxicas de J. curcas € a
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concentracdo de ésteres de forbol entre 0 e 0,09mg/g, ndo havendo diferencas no nivel de
aminoacidos, inibidor de tripsina, lectina, fitato, curcina e saponina entre eles (HE et al., 2011,
INSANU et al., 2013; MAKKAR; ADERIBIGBE; BECKER, 1998; MAKKAR; BECKER,
1997).

2.2 Oleo deJatropha curcas

O 6leo de semente de pinhdo-manso tem sido tradicionalmente usado, para a producao
de sabdo ou vela, iluminacdo e lubrificante, mas a sua composi¢éo de acidos graxos é adequada
para nutricdo humana (INSANU et al., 2013) e excelente para utilizacdo como combustivel
(LIANG et al., 2009). Apesar da sua composicéo altamene nutritiva, o 6leo de J. curcas néo é
comestivel em razdo de sua toxicidade, o que faz dele uma étima opc¢édo para a producgdo de
biodiesel, ja que ndo compete com a industria alimenticia (BOSE; KEHARIA, 2014).

Para a producado de biodiesel, as sementes de pinhdo-manso devem ser secas no forno
(& 105°C) ou ao sol (por 3 semanas) e seu Oleo extraido. Para tanto, sdo necessarios insumos
como maquinas e energia, além da infraestrutura, enquanto os coprodutos da extracdo sao tortas
ou farelos das sementes (Figura 3), dependendo se a extracdo do dleo for mecénica ou por
solvente quimico (ACHTEN et al., 2008).

Sementes de /

Figura 3. Diagrama do processo de extracdo de 6leo de Jatropha spp.
Fonte: adaptado de ACHTEN et al., 2008.

A escolha do método de extracdo depende do objetivo de utilizacdo do dleo. Os dois
procedimentos de extracdo, mecénica e quimica, sdo bem estabelecidos e ambos apresentam
vantagens e desvantagens quanto a adequacdo, centralizacdo, eficiéncia da extracdo e fatores
ambientais e de saide (ACHTEN et al., 2008).

A extracdo mecénica do 6leo das sementes é conduzida por prensagem, por uma prensa
manual de ram, que extrai de de 60-65% do Oleo disponivel, ou uma prensa de parafuso



22

acionada por motor, com extracdo de75-80% do 6leo (ACHTEN et al., 2008). A extracdo
quimica do 6leo pode ocorrer por diferentes solventes como n-hexano, protease A, CO>
supercritico, bioetanol e alcool isopropilico. O método de n-hexano é o mais comum deles,
apesar de representar riscos a saude e ao ambiente (ACHTEN et al., 2008).

O o6leo bruto de pinhdo-manso tem composicao e caracteristicas semelhantes ao 6leo de
Colza como combustivel. A qualidade de 6leo depende da interacdo entre ambiente e genética,
que determina o tamanho, o peso e teor de 6leo da semente (KAUSHIK et al., 2007). O éleo de
semente de pinhdo-manso tem mais de 75% de acidos graxos insaturados, sendo composto
majoritariamente de acido oleico (C18:1) e &cido linoleico (C18:2) e a proporcéo entre estes
dois é dependente do grau de maturacdo dos graos no momento da colheita (ACHTEN et al.,
2008), além disso apresentam teores de amido e aclcares sollveis inferiores a 6%
(MARTINEZ-HERRERA et al., 2006).

A escolha do uso de 6leo de J. curcas transesterificado (biodiesel, isto é, ésteres
metilicos) ou ndo depende do objetivo do uso e da infraestrutura disponivel, mas, no geral, 6leos
transesterificados obtém melhores resultados do que 6leos naturais, puros ou em mistura. Além
do uso como combustivel, transesterificado em ésteres etilicos ou ndo, puro ou misturado com
diesel fossil, o 6leo de J. curcas tem sido usado para produzir biocidas (inseticida, moluscicida,
fungicida e nematicida) (SHANKER; DHYANI, 2006). A Figura 4, abaixo, apresenta as

sementes, 0 Gleo e a torta das sementes do pinhdo-manso.
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e W D> N . )
Figura 4. (A) Frutos secos de J. curcas, aberto. (B) Sementes secas de J. curcas. (C) Oleo de semente

de J. curcas. (D) Torta resultante da extracdo mecanica do 6éleo das sementes de J. curcas.
Fonte: A autora.

2.3 Torta de sementes de pinhdo-manso (TSPM)

Sao gerados, aproximadamente, 500 g de torta de semente de J. curcas (TSPM) para
cada quilo de semente prensada para extragéo de 6leo (ZANZI; PEREZ; SOLER, 2008) e o teor
médio de proteina bruta em TSPM € de 58,1% e o teor energético bruto é 18,2 MJ/Kg.
Dependendo da eficiéncia da extracdo, o teor médio de 6leo na torta fica entre 9-12% de 6leo
por peso de torta, o que influencia no seu valor energético. Além de proteinas de alta qualidade,
essa torta contém todos os aminodcidos essenciais, com excecdo da lisina, mas tem varias
toxinas e, por isso, ndo é utilizavel como forragem (FRANCIS; EDINGER; BECKER, 2005).

A composi¢cdo quimica média da TSPM desidratada é 60% de proteina, 0,6% de
gordura, 9% de cinzas, 4% de fibra e 26% de carboidratos (RAKSHIT et al., 2008). Ela tem
mais nutrientes organicos que cama de frango e estrume de gado, contendo altos teores de
nitrogénio, fosforo e matéria orgénica e, por este motivo, € altamente eficiente como
fertilizante. Além disso, suas toxinas, principalmente ésteres de forbol, fazem com que ela tenha
acao biopesticida / inseticida e moluscicida (FRANCIS; EDINGER; BECKER, 2005).
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Este coproduto pode ainda ser usado para a producéo de biogas, por digestdo anaerdbia.
O rendimento do gas pode variar, de acordo com 0 método de extracdo do dleo, que pode ser
de 0,6 m®kg de TSPM (extragdo mecanica) ou de 0,5 m®/kg de farelo de semente de pinhao-
manso (extracdo por solventes quimicos), utilizando-se consércios microbianos como inoculo
(RADHAKRISHNA, 2007), mas com uso de esterco de porco como indculo, o rendimento €
de apenas 0,446 m3 de gas por kg de torta seca (STAUBMANN et al., 1998).

A utilizacdo dos residuos como fertilizante e na producdo de biogas pode reduzir os
custos do cultivo de J. curcas L., além de reduzir seu impacto ambiental. No entanto a utilizacdo
destes coprodutos na nutricdo animal seria o ideal, caso a destoxicacéo seja vidvel (ACHTEN
et al.,, 2008). A composicdo de aminoécidos e proteinas deste coproduto € ainda mais
interessante que a de farelo de soja para a utilizacao na alimentacdo animal (GOGOI; NIYOGI;
TYAGI, 2014).

2.4 Toxicidade deJatropha curcas L.

As sementes de pinhdo-manso cruas, cozidas ou torradas, demonstraram toxicidade em
estudos com animais monogastricos e poligastricos podendo ser letal, dependendo da dose
(MENDONCA; RIBEIRO, 2013). Os sinais de intoxicacdo incluem diarreia, dispneia,
desidratacdo e perda de peso, além de aumento de aspartato aminotransferase, amonia e
potéssio, e diminuicdo da proteina total no soro sanguineo (AREGHEORE; BECKER;
MAKKAR, 2003), hemorragia nos rins, pulmdes, reticulo, baco e rimen e necrose e
degeneracdo do figado (INSANU et al., 2013). Em criangas os principais sintomas sdo vémito
(95% dos casos), diarreia (50%) e cefaleia (40%) (INSANU et al., 2013).

Metabdlitos secundarios, como lectinas, curcinas e inibidores de tripsinas, sdo
substancias toxicas ou irritantes ja relatadas em pinhdo-manso (MAKKAR; BECKER, 1997).
Os inibidores de tripsina e as lectinas sdo termolabeis e podem ser inativados por tratamentos
térmicos (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014). O curcina € abundante em J. curcas, ela pertence
a familia de proteinas inativadoras de ribossomos (RIP) do tipo I, que s&o menos toxicas que 0s
RIP tipo Il (HE et al., 2011), ela rompe a ligacdo N-glicosidica entre o rRNA 28S e a adenina,
0 que bloqueia a traducdo de proteinas (INSANU et al., 2013).

O pinhdo-manso apresenta ainda os alcaloides 5-OH-pirrolidin-2-ona e pirimidin-2,4-
diona; cumarinas, tais como marmesina, tomentina, propacina e jatrofina; e os flavonoides

apigenina, vitexina e isovitexina (INSANU et al., 2013).
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Acreditava-se que a lectina era a responsavel pela toxicidade da Jatropha spp.,
entretanto, apesar de a intoxicacdo apresentar atividade de inibidores de tripsina e lectinas, elas
sdo reduzidas por tratamento térmico (AREGHEORE; BECKER; MAKKAR, 2003). Em 1997,
o0 elevado nivel de ésteres de forbol em J. curcas foi, entdo, identificado como o principal
responsavel pela toxicidade da espécie (MAKKAR; BECKER, 1997).

Os ésteres de forbol sdo substancias toxicas termoestaveis que se manté-se presentes na
torta, mesmo apds a extracdo do Oleo, tornando-a inviavel para nutricdo animal, sem
destoxificacao prévia (GOMES, 2015). Estas substancias sdo capazes de suportar temperaturas
de torrefacdo, de 160°C durante 30 minutos (AREGHEORE; BECKER; MAKKAR, 2003;
MAKKAR; BECKER, 1997). Sdo moléculas com afinidade pelos receptores da membrana de
fosfolipidios e ativam a proteina quinase C (PKC) (MENDONCA; RIBEIRO, 2013), levando
a uma resposta miogénica, ampliando a eficacia de agentes cancerigenos, agindo, assim, como
cocarcindgenos (GOMES 2015; GOEL et al., 2007).

Além destas substancias, a TSPM tem alguns fatores antinutricionais. Os fatores
antinutricionais (fitoquimicos) podem ser divididos em quatro: fatores que afetam a digestdo de
proteinas, como inibidores de tripsina, taninos e lectinas; fatores que afetam a absorcdo de
minerais, que incluem fitatos, gossipol, pigmentos, oxalatos e glucosinolatos; antivitaminas; e
substancias diversas, como micotoxinas, cianogénios, nitratos, alcaloides, fitoestrogénios e
saponinas (INSANU et al., 2013).

Os fatores antinutricionais de J. curcas incluem fitato (acido fitico em forma de sal),
taninos e saponinas. O acido fitico diminui a absorcdo de minerais e proteinas, no trato
gastrointestinal, pela formacdo de complexos insollveis entre os cations polivalentes e as
proteinas (LIANG et al., 2009; LIU et al., 2008). Os taninos, também, formam complexos com
proteinas, que sdo precipitadas e tornam-se insolGveis, inibindo a digestdo de proteinas e
aminoéacidos (REHMAN; SHAH, 2005).

O fitato & um importante componente antinutricional de J. curcas, sendo sintetizado, a
partir da fosforilacdo total do mioinositol e diminui a biodisponibilidade de proteinas e minerais
di e tri-valentes, como calcio, ferro, zinco, cobre, magnésio entre outros, por se complexar
fortemente com elementos carregados positivamente (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014;
GOMES, 2015; SELLE e RAVINDRAN, 2007). Ele é a principal forma de estoque de fosforo
no tecido vegetal, nas formas de inositol mono, di, tri, tetraquis e pentaquisfosfato
(KOHLMEIER, 2003) e esse fosforo é liberado para absorcdo pela acéo de fitases produzidas

por microrganismos do rimen, ou adicionadas a racdo de monogastricos.
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As saponinas causam hemolise das hemacias, além de reduzirem a palatabilidade da
dieta, e formar espuma quando em contato com solucdo aquosa (FRANCIS et al., 2001), ela
ainda reduz a digestibilidade por complexar-se com proteinas, inibindo a hidrolise da
quimiotripsina (SHIMOYAMADA et al., 1998). Em peixes foi observada alteracdo da
viscosidade intestinal, inibindo a absorcao de alguns nutrientes, levando-os a morte (FRANCIS;
MAKKAR; BECKER, 2001).

A presenca destas substancias impossibilita o uso de sementes de pinhdo-manso e
derivados para alimentacdo de animais. No Brasil a torta de pinhdo-manso € utilizada apenas
como adubo organico, gracas a sua composi¢do, rica em nitrogénio, fésforo e potassio e outros
minerais (GOMES, 2015). No entanto é possivel inativar algumas destas substancias, por
exemplo, a dupla extracdo por solvente utilizando hexano e etanol com 20% de umidade, a
126°C, pressdo de 2 bar, por 10 minutos inativa completamente os inibidores de tripsina e
lectina (INSANU et al., 2013). Tratamento térmico (120°C por 30 minutos) seguido por
extracdo com solvente para remocédo de ésteres de forbol (metanol, hidroxido de sddio ou de
potassio, por exemplo), também, pode resultar na eliminacdo da maioria dos fatores
antinutricionais e toxinas de J. curcas (MAKKAR; BECKER, 1997).

Alguns trabalhos relatam, ainda, a eficiéncia de tratamentos biolégicos na degradacao
de algumas destas substancias. Phengnuam e Suntornsuk (2013), por exemplo, estudaram o
efeito das fermentacGes sdlida e submersa de TSPM por Baillus licheniformis e Bacillus
subtilis, na degradacdo de substancias toxicas e, durante 5 dias de fermentacdo submersa, B.
licheniformis reduziu as concentracdes de acido fitico e inibidor de tripsina em 42% e 75%,
respectivamente, mas ndo houve alteracdo nas concentrag@es de lectina. Os ésteres de forbol
podem ser degradados por ambas as espécies. O maximo de reducdo foi observado com
fermentacdo submersa, em cerca de 60% com B. licheniformis e, aproximadamente, 40% com
B. subtilis. A fermentacdo submersa foi a mais eficaz para a degradacédo do éster de forbol por
ambas as espécies a qual foi diretamente proporcional ao crescimento bacteriano.

Os Penicillium chrysogenum, Rhizopus oligosporus, Rhizopus nigericans, Aspergillus
niger e Trichoderma longibrachiatum, também, foram testados para a degradagéo de fatores
antinutricionais, por Beluwe e Sam (2010), e os resultados foram satisfatérios. Estes fungos
reduziram os inibidores de tripsina de 20,51% para 8,23, 8,15, 8,01, 6,50 e 7,98%; a lectina de
34,36% para 15,25, 14,75, 13,98, 7,58 e 14,10%; as saponinas de 2,47% para 0,53, 0,33, 0,22,
0,13 e 0,43%; e os fitatos foram reduzidos de 9,10% para 4,32, 4,18, 3,88, 2,70 e 4,12%,
respectivamente. Luz e colaboradores (2013 e 2014) investigaram a a¢do do macrofungo

Pleurotus ostreatus na degradacéo de taninos e acido fitico, bem como a conversédo deste acido
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fitico em fosforo livre por este fungo. Os taninos foram reduzidos em mais de 50%, em 15 dias
de cultivo e quase 100%, em 60 dias, enquanto o acido fitico foi reduzido, para um terco de sua
concentracdo inicial, no primeiro estudo e 100% em 60 dias de cultivo, com um aumento

proporcional do fosforo livre em, aproximadamente, 70%.

2.5 Ester de forbol

Os ésteres de forbol sdo o principal impedimento comercial de torta e farinha de J.
curcas como matéria-prima para nutricdo animal. Durante a extracao de 6leo das sementes, 70-
75% dos ésteres de forbol saem no dleo e 25-30% permanecem fortemente ligados a torta ou
farelo, com cerca de 1-3 mg/g, e 3-6 mg/g no 6leo de J. curcas (GOGOI; NIYOGI; TYAGI,
2014). Em 2002, Haas, Sterk e Mittelbach isolaram seis ésteres diterpénicos intramoleculares
(chamados de fatores de Jatropha: C1-C6) de 6leo de semente e todas as moléculas possuem a
mesma porc¢ao de diterpeno, nomeadamente, 12-desoxi-16-hidroxiforbol (Figura 5) (BALDINI
etal., 2014; GOEL et al., 2007).
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Fator Jatropha C1

Fator Jatropha C3

Fator Jarropha C6

Figura 5. Estruturas moleculares de ésteres de forbol.
Fonte: adaptado de BALDINI et al., 2014.

O fator C1 tem um biciclohexano, um grupo vinilico, residuo nonatrieno e cadeia éster
de carbonila simples no carbono-12. O fator C2 difere do fator C1 no comprimento da cadeia
de carbono (C-6 no fator C1 e C-8 no fator C2). Os fatores C3 e C6 tém anel ciclobutano que é
trissubstituida no fator C6 e tetrasubstituida no fator C3. C4 e C5 foram isolados como
epimeros, pois ndo sdo separados por cromatografia. O comprimento, a orientagdo e a posicao
das cadeias de carbono destes fatores séo diferentes do fator C1 (GOEL et al., 2007; HAAS;
STERK; MITTELBACH, 2002).

Esteres de forbol s&o os derivados de diterpenos tetraciclicos mais potentes e toxicos,
comumente encontrados em plantas dos géneros Anthosthema, Croton, Euphorbia, Jatropha,
Ostodes, Sapium e Wikstroemia, como nas espécies Sapium indicum, S. japonicum, Euphorbia
frankiana, E. cocrulescéncia, E. ticulli, Croton spareiflorus, C. tigilium, C. ciliatoglandulifer,

Excoecaria agallocha, e Homalanthus nutans (GOEL et al., 2007).
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Estes fatores diferem em seus padrfes de hidroxilacdo e na estereoquimica dos seus
sistemas de anéis, e 0 mais comum e mais estudado dos ésteres da familia Euphorbiaceae é
oforbol-12-miristato-13-acetato (PMA) ou 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
(DEVAPPA et al., 2013; HAAS, STERK; MITTELBACH, 2002; MAKKAR; BECKER,
1997), mais téxico que o 12-O(N-metilaminobenzoil)13-O-acetil-14-desoxi-forbol, também,
muito comum e com acdo pro-inflamatéria rapida (GOEL et al., 2007). O 4p-12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato foi o primeiro éster de forbol encontrado em plantas, no Sudeste
Asiatico (GOEL et al., 2007).

Os ésteres de forbol sdo moléculas que apresentam um grupamento denominado forbol
(Figura 6) e um diterpeno. Entre o grupo de terpenoides isolados de J. curcas os mais
importantes biologicamente sdo os latirano, podocarpano, rhamnofolano, dafnano e tigliano

(Figura 7), classificados de acordo com sua estrutura quimica (INSANU et al., 2013).

Figura 6. Representacdo 2D (A) e 3D (B) do nucleo estrutural em comum dos ésteres de forbol.
Fonte: adaptado de INSANU et al., 2013.

latirano : podocarpano rhamnofolano dafnano tigliano

Figura 7. Estruturas basicas dos esqueletos diterpenoides de J. curcas L.
Fonte: adaptado de INSANU et al., 2013.
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O diterpeno mais comumente encontrado nos cultivares toxico de J. curcas é o tigliano
(DEVAPPA; MAKKAR; BECKER, 2012; GOEL et al., 2007; GOGOI; NIYOGI; TYAGI,
2014; INSANU et al., 2013) e o latirano (INSANU et al., 2013). A grande variedade de ésteres
de forbol ocorre em decorréncia da hidroxilacdo dessa estrutura basica em diferentes posicdes
e a ligacdo éster a vérias porcoes acidas (GOEL et al., 2007). A hidroxilacdo é encontrada na
posicdo C12 e C13 do esqueleto de tigliano (GOEL et al., 2007; INSANU et al., 2013).

A hidroxilacdo do tigliano em diferentes posicdes e a posterior ligacdo éster a varias
porcdes acidas resulta na formacéo de grandes variedades estruturais apresentadas pelos ésteres
de forbol (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014). O forbol (Figura 6) contém cinco grupos
hidroxila com reatividade diferente quanto a acilagdo. As duas categorias de forbols, a (inativo)
e B (ativo), diferem-se no grupo OH do anel C, o que resulta na disposicdo espacial do anel D
(GOEL et al., 2007; GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014).

Os ésteres de forbol inativos (a) sdo lipofilicos (hidrofébicos) e t€ém propriedades fisico-
quimicas semelhantes as dos ésteres ativos (J3), mas sio incapazes de ativar as PKC em virtude
das mudancas conformacionais (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014; HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002). O tipo de ésteres de forbol e sua quantidade individual dependem da
variedade e das condigdes do solo/clima durante o crescimento das plantas (MARTINEZ-
HERRERA et al., 2006). Os ésteres de forbol sdo instaveis e susceptiveis a oxidacdo, hidrdlise,
transesterificacdo e epimerizacdo durante procedimentos de isolamento (HAAS; STERK;
MITTELBACH, 2002). A estrutura dessas moléculas pode ser determinada por métodos
espectroscopicos, como a ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) e
técnicas de ressondncia magnética nuclear (RMN) (GOEL et al., 2007).

As concentragdes de ésteres de forbol em TSPM dependem do cultivar da J. curcas, do
solo cultivado, da idade das sementes e da eficiéncia de extracdo do 6leo. A literatura apresenta
os teores de éster de forbol, em torta de sementes sem casca da Nicaragua, que é de 1,78 mg/g
de amostra seca (AREGHEORE; BECKER; MAKKAR, 2003); do Zimbabwe, de 0,70 mg/g
(CHIVANDI et al., 2004); e de quatro provincias da Tailandia, com concentra¢cdes menores de
0,21-0,47 mg/g de TSPM (DONLAPORN; SUNTORNSUK, 2011).

Foram relatados acessos atoxicos (comestiveis) no México, nos Estados de Quintana
Roo e Vera Cruz, em que, também, ha cultivares toxicos, assim como em Morelos. He e
colaboradores (2011) avaliaram os teores de éster de forbol em sementes de J. curcas coletadas
em Madagascar, na Tanzéania, no Suriname e nos Estados de Puebla, Quintana Roo, Vera Cruz
e Chiapas, no México. Esses autores relataram que todas as amostras de sementes obtidas de

fora do México continham de 120-515 pg/g de éster de forbol e a maioria das amostras do
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México ndo possui quantidades detectaveis destes ésteres, com exce¢do da amostra obtida do
estado de Chiapas, que continha 270 pg de éster de forbol por g de semente. Esses resultados
sugerem que o consumo de sementes de J. curcas no México deve ser, rigorosamente
controlado, para evitar intoxica¢cdes por consumo equivocado.

Geralmente, os ésteres de forbol (mg/g matéria seca) séo distribuidos por quase todas as
partes da planta de J. curcas, como nas raizes (0,55), na madeira (0,09), na casca marrom
externa (0,39), na casca verde interna (3,08), nos brotos (1,18-2,10), nas hastes (0,78-0,99), nas
folhas (1,83-2,75), nas flores (1,39-1,83) e nos graos (2-6), com excecado do latex (MAKKAR,;
BECKER, 20009).

Os efeitos biolégicos dos ésteres de forbol apresentam relacdo entre estrutura e
atividade, dentre as quais, a principal e mais investigada é a promocao de tumores, resultado na
sua interferéncia a diferenciacdo celular. Eles sdo considerados cocarcinogénicos, pois
promovem tumores, na presencga de indutores quimicos. A promocéo do crescimento tumoral
se da pela ativacdo de PKCs, que catalisam a fosforilacdo de outras proteinas envolvidas na
transducdo de sinal, resultando na diferenciacdo celular descontrolada (DEVAPPA et al., 2013;
GOEL et al., 2007). Os ésteres de forbol ligam-se aos dominios de cisteina das PKCs, afetando
a biossintese de proteinas, as atividades de varias enzimas, 0 DNA, as poliaminas, 0s processos
de diferenciacéo celular e a expressao génica (GOEL et al., 2007).

Alem de promover tumores, os ésteres de forbol alteram a morfologia celular, induzem
agregacdo plaquetéria, servem como mitogénio linfocitario, elevam os niveis de GMP ciclico,
estimulam a ornitina descarboxilase, estdo envolvidos ha modulacao de respostas inflamatorias,
modulam positiva ou negativamente a nocicepcao e limitam a captacdo de ferro pelas células,
por inibirem a capacidade de transferéncia de ligacdo e modificarem os receptores (DEVAPPA
etal., 2013; GOEL et al., 2007).

As respostas inflamatorias e vasculares induzidas por ésteres de forbol estdo resumidas
na Figura 8. A principal agdo dos ésteres de forbol nas membranas bioldgicas é sua a¢éo sobre
a PCK. Os ésteres de forbol ligam-se a receptores de membrana fosfolipidicos, causando
modificagédo nas atividades desses receptores, alterando a adesdo celular, aumento da ingestéo
de 2-desoxiglucose e outros nutrientes, induzindo a sintese de acido araquidénico e de
prostaglandinas, inibindo os fatores de crescimento epidérmico e o metabolismo lipidico
(GOEL et al., 2007).
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Esteres de forbol

RESPOSTA INFLAMATORIA

Figura 8. Etapas dos eventos celulares que culminam na resposta inflamatdria induzida por intoxicacdes
de ésteres de forbol.
Fonte: adaptado de GOEL et al., 2007.

Além dos efeitos tdxicos ja mencionados, alguns ésteres de forbol que ocorrem
naturalmente tém efeitos benéficos. Os ésteres de forbol isolados de Jatropha gossypifolia e
dos frutos de Ostodes paniculata, por exemplo, sdo inibidores de tumores e possuem atividade
antileucémica contra a leucemia linfocitica P-388. Os isolados Croton tiglium inibem a
replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e os efeitos citopaticos (CPEs).
20ng/mL de TPA, também, podem produzir altera¢des estruturais nos parasitas Leishmania
amazonenses, L. brazilensis e L. chagasi, além da atividade antimicobacteriana observada em
varios derivados de forbol (GOEL et al., 2007).

A destoxificacdo da TSPM e a obtencdo de sementes ndo toxicas sdo 0s principais
interesses com J. curcas, dada a crescente utilizacao desta espécie em estudos com dieta animal
(BALDINI et al., 2014). Para tanto, a determinacao, quantificacdo e remogéo das substancias
toxicas, principalmente, dos ésteres de forbol, sdo essenciais para o consumo e aplicacfes de

TSPM e ou outros derivados do pinhdo-manso.
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2.5.1 Determinacao de éster de forbol

Os métodos de isolamento dos ésteres de forbol envolvem derivatizacdo de seus grupos
funcionais, principalmente, acilacéo ou esterificacdo de grupos hidroxila por agentes quimicos.
Eles sdo, entdo, separados utilizando diferentes protocolos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A pureza dos ésteres isolados pode ser deduzida por cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia gas-liquido (GLC), espectrometria de massas (MS), ou
HPLC com espectrometria de massa em tandem por ionizagédo por eletropulverizacdo (HPLC-
MS-MS) (GOEL et al., 2007).

A utilizacdo de um método robusto e confiavel, para determinacédo ésteres de forbol, é
muito importante para o uso seguro de todo e qualquer componente de J. curcas. Cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada com um detector de UV (HPLC-UV, X = 280 nm) tem sido
relatada como um método bem estabelecido, para detectar e quantificar ésteres de forbol, em
sementes de Jatropha spp., améndoas, sémolas e 6leo (BALDINI et al., 2014; DEVAPPA,;
BINGHAM; KHANAL, 2013; HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002; HE et al., 2011;
MAKKAR et al., 2009). Os ésteres de forbol, também, podem ser determinados por
cromatografia em camada delgada e espectrofotometria de massas (DEVAPPA; MAKKAR;
BECKER, 2012), ou por HPLC/DAD (A = 280 nm) (BALDINI et al., 2014). No entanto esses
métodos demandam longo tempo de andlise e consomem maior quantidade de solventes
dispendiosos (DEVAPPA; BINGHAM; KHANAL, 2013; MAKKAR; ADERIBIGBE;
BECKER, 1998; MAKKAR et al., 2009).

A quantificacdo dos teores de éster de forbol, em outras matrizes, como as folhas de J.
curcas, seria interessante, pois facilitaria a determinacdo do carater toxico ou ndo toxico dos
cultivares, economizado tempo. Além disso, a determinagdo de éster de forbol em tecidos
animais permitiria avaliar se um animal, alimentado com éster de forbol, seria seguro ou nédo
para consumo humano (BALDINI et al., 2014).

No entanto a determinacdo de ésteres de forbol por HPLC-UV ¢ inadequada para
matrizes como folhas e tecidos animais, pela presenca de substancias interferentes que tornam
dificil a identificacdo e quantificacdo dos ésteres. Um detector mais seletivo, como
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), ou um procedimento analitico de
purificacdo da amostra, resolveriam as limitacdes da deteccdo dos ésteres em outras matrizes,
mas esta purificacdo pode ser demorada e ineficaz (BALDINI et al., 2014). Este método (LC-
MS/MS) ja foi utilizado para determinacdo de ester de forbol em 6leo de semente de J. curcas
e amostras de figado de cabra (LIU et al., 2013; ICHIHASHI et al., 2011).
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Os tempos de retencdo dos ésteres na coluna cromatogréafica encontram-se entre 8-13
minutos. Os dois primeiros picos num cromatograma, geralmente, correspondem as estruturas
dos fatores C1 e C2, o terceiro pico corresponde a estrutura dos fatores C3 ou C6 e o pico 5 diz
respeito a estrutura dos fatores C4 e C5 (BALDINI et al., 2014; DEVAPPA; BINGHAM,;
KHANAL, 2013; MAKKAR et al., 2009). A estrutura dos fatores C3 ou C6 pode, ainda, ser
atribuida ao pico 4 em uma coluna de fase reversa C8 (HAAS; STERK; MITTELBACH, 2002).
Liu e colaboradores (2013) utilizaram HPLC-UV acoplado a espectrometria de massas (A =
280 nm), com coluna de fase reversa C18 e relataram cinco picos bem separados e 0s atribuiram
aos fatores de Jatropha C1, C2, C5, C3-C4 e C6, respectivamente.

Baldini e colaboradores (2014) avaliaram a concentracao de éster de forbol (ug/g) em
sementes e folhas de J. curcas e figado de cabra, determinados por HPLC-UV e LC-MS/MS e
observaram que a deteccdo de ésteres de forbol com base nos espectros UV apresenta
interferéncia de outros metabolitos coextraidos da amostra e eluidos no mesmo periodo de
tempo que os ésteres de forbol. Como os padrdes puros de éster de forbol comerciais ndo sdo
facilmente adquiridos, os métodos preliminares de cromatografia e espectrometria de massas
sdo, comumente, feitos com 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato, pela sua similaridade
quimica (BALDINI et al., 2014; DEVAPPA; BINGHAM; KHANAL, 2013; MAKKAR et al.,
2009).

O uso de espectrometria de massa em tandem por Devappa, Bingham e Khanal (2013)
e Baldini et al., (2014) resultou em maior seletividade e um limite de deteccdo inferior em
relacdo ao método tradicional de identificacdo e quantificacdo de ésteres de forbol (HPLC-UV),
para o qual o limite de deteccéo foi de 0,4-0,8 pg/g.

Devappa, Bingham e Khanal (2013) utilizaram trés diferentes métodos de extragdo de
éster de forbol: extracdo por vortex (método A), no qual as amostras maceradas com metanol e
esferas de vidro sob agitacdo em vortex; método de sonicacdo (método B), quando os gréos sdo
pulverizados em pildo com nitrogénio liquido, liofilizados e sonicados por 30 minutos com
metanol; e método de Soxhlet (método C), no qual a amostra é colocada numa unidade de
extracdo Soxhlet ligada a um baldo de fundo plano com metanol como solvente. Considerando
o0 tempo, o consumo de solvente e a eficiéncia da extracdo de ésteres de forbol, 0 método A foi
considerado o melhor, seguido do método C. A mais rapida identificacdo e quantificacdo dos
ésteres de forbol foi realizada utilizando colunas mais curtas (20 e 50mm), com tempo de
execucao (<6 minutos) inferior aos 38 minutos do método de HPLC tradicional (MAKKAR,;
SIDDHURAJU; BECKER, 2007).
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Pereira et al (2015) avaliaram a eficiéncia da extracéo de ésteres de forbol apenas com
dioxido de carbono e a extracdo com dioxido de carbono e etanol, como cossolvente, em
diferentes valores de temperaturas e pressdo e concluiram que os extratos obtidos usando o
cossolvente, a 70°C e 500 bar, durante 5 horas de extracdo, ¢ a mais satisfatoria, removendo

61% da concentracdo inicial de éster presente na torta.

2.6 Destoxificacao via degradacao de ésteres de forbol

A remocao dos ésteres de forbol das sementes de pinhdo-manso tem sido mediada por
tratamentos de lavagem com solvente ou por biotransformacéo (por meio de fungos, leveduras
ou bactérias) (AREGHEORE; BECKER; MAKKAR, 2003; BARROS et al., 2011; HAAS;
MITTELBACH, 2000; JOSHI; MATHUR; KHARE, 2011; MAKKAR et al., 2009).

Foram feitas tentativas de remocao de ésteres de forbol em TSPM usando tratamentos
qguimicos com bicarbonato de sddio, etanol, metanol ou tratamento térmico, e ozonizagdo, mas
com pouca eficécia, removendo apenas 44 a 75% destes ésteres (GOGOI; NIYOGI; TYAGI,
2014). A maioria dos métodos quimicos e fisicos utilizados para reduzir o teor de ésteres de
forbol em TSPM envolvem combinacdes alcalinas, altas temperaturas e solventes
(AREGHEORE; BECKER, K.; MAKKAR, 2003; MAKKAR et al., 2009; MARTINEZ-
HERRERA et al., 2006), que podem entrar na lista de processos ndo amigaveis ao meio
ambiente (HIDAYAT et al., 2014).

O efeito do refino tradicional do 6leo de semente de J. curcas sobre os teores de ésteres
de forbol foi analisado durante cada passo do refino. A degomagem e a desodorizacdo nédo
apresentaram quase nenhum efeito sobre os teores de éster de forbol no éleo, no entanto a
desacidificacdo e clareamento do dleo reduziram até 55% dos teores de ésteres de forbol
(HAAS; MITTELBACH, 2000).

Makkar e colaboradores (2009) encontraram certo grau de destoxificacdo durante a
degomagem. Eles observaram a remocao de alguns ésteres de forbol nas gomas acidas e na agua
de lavagem. O tratamento com silica ndo diminuiu os ésteres de forbol, mas a desodorizagéo a
260°C a 3 mbar de pressdo com 1% de injecéo de vapor degradou 100% dos ésteres de forbol
no 6leo de semente de pinhdo-manso.

O tratamento térmico, a 121°C por 30 minutos, de farelo de J. curcas, seguido de quatro
lavagens com 92% de metanol, foi capaz de reduzir os ésteres de forbol para um nivel toleravel,
de 0,09 mg/g de farelo. Esta combinacdo de tratamento fisico (temperatura) e quimico (metanol)
foi a que apresentou o melhor resultado de degradacdo de éster de forbol observada por



36

Aregheore, Becker e Makkar (2003), que investigaram tratamentos quimicos, com diferentes
concentragcfes de metanol, NaOH e NaOCI, apds autoclavagem por 30 minutos.

A utilizacdo de éter de petrdleo e etanol (mistura de solventes) misturados, com
tratamento quimico utilizando 0,07% de NaHCO3 é capaz de eliminar 95,8% de éster de forbol
(MARTINEZ-HERRERA et al., 2006). A reducéo de cerca de 89% de éster de forbol em TSPM
submetida a um tratamento alcalino com solucéo aquosa de 2% de NaOH e 2% de Ca(OH),
seguido por autoclavagem a 121°C por 30 minutos foi observada por Rakshit et al (2008).
Devappa e Swamylingappa (2008) utilizaram a extracéo proteica a pH basico com precipitacéo
isoelétrica e injecdo de vapor como estratégia de destoxicagdo de J. curcas e obtiveram reducdo
dos niveis de inibidores de tripsina, fitato, taninos e saponina em mais de 90% e niveis
indetectaveis de ésteres de forbol.

A instabilidade dos ésteres de forbol e sua suscetibilidade a oxidacdo, hidrolise,
transesterificacdo e epimerizacao levaram Gogoi, Niyogi e Tyagi (2014) a avaliar o efeito da
radiacdo gama na degradacdo oxidativa dos ésteres de forbol em TSPM. O efeito de radiacdo
sobre proteinas ja foi estudado antes e esses autores apontam que niveis de radiacdo de 45 ou
59 kGy ndo tém efeito sobre o indice de eficiéncia proteica ou sobre as composices de
aminoacidos das proteinas. A irradiacdo dos cereais com dose elevada pode, inclusive, melhorar
o valor nutricional das proteinas, como ocorre em farelo de trigo, por exemplo, que quando
irradiado com 50 kGy tem um aumento consideravel na utilizacao de proteina liquida, de 36,0%
para 40,3% (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014).

Foram selecionadas doses de radiacdo na gama de 30 kGy a 125 kGy, para o0s testes de
degradacdo de ésteres de forbol em TSPM. A quantidade de éster de forbol na torta ndo irradiada
foi de 0,29 mg/g e reduziu 33,4% com radiacéo de 30 kGy; 78% com 50 kGy; 80,5% com 70
kGy, 92% com radiacdo de 100 kGy; e 97,6% irradiado com 125 kGy. O limite de 0,09 mg/g
de éster de forbol (considerado atoxico) ja pode ser alcangado com a exposi¢do da torta a 50
kGy (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014).

A presenca de 4gua aumenta a sensibilidade dos ésteres de forbol a radiagéo, entéo, a
agua foi utilizada como sensibilizante e sua concentracdo foi variada de 50% a 150% do peso
total da torta (p/p). A degradacdo dos ésteres foi realmente facilitada pelo sensibilizador,
aumentando a degradacao dos ésteres de forbol de 33,4 para 45,6, 61,6 e 73,1% em tortas
irradiadas com 30kGy, quando se adicionou 50, 100 e 150% (p/p) de &gua, respectivamente.
Este processo ocorre gragas a dissociacdo da molécula de agua nos radicais livres H" e OH",
que iniciam a degradacdo dos ésteres (GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014).
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A destoxificacdo de 6leo de sementes de J. curcas por irradiagdo ultravioleta (UV) foi
testada pela exposicdo do 6leo sob uma ldmpada ultravioleta, durante 40 minutos a 25°C (por
10 vezes), entre os comprimentos de onda de 220 a 400 nm, seguido da lavagem com etanol a
65%, e incubacédo a 50°C com agitacdo constante durante 1 hora. Este estudo permitiu concluir
que a combinacdo de irradiacdo UV e lavagem com etanol (65%) pode remover completamente
os ésteres de forbol do 6leo, melhorando, inclusive, suas qualidades (XIAO et al., 2015).

A extracdo de ésteres de forbol utilizando solucdo aquosa de 80% de etanol ou metanol
seguido por inativacdo de lectinas por tratamento térmico (66% de humidade, 121°C durante
30 minutos) foi eficiente, porém esses processos sdo demorados e ndo favoraveis ao ambiente
(GOGOI; NIYOGI; TYAGI, 2014), diferente dos tratamentos bioldgicos.

Tratamentos biologicos utilizando microrganismos sao eficientes para reduzir
substancias toxicas presentes em plantas, como: gossipol em farelo de sementes de algod&o
utilizando Geotrichum candidum (SUN; LI1U; DU, 2008) e ricina em sementes de mamona por
Paecilomyces variotii (MADEIRA; MACEDO; MACEDO, 2011). Os fungos de podriddo
branca (Basidiomicetos e alguns Ascomicetos) sdo conhecidos como destoxificadores de
xenobidticos, polifendlicos e corantes sintéticos, por secretarem enzimas extracelulares capazes
de agir sobre tais substancias (ALBERTS et al. 2009).

O tratamento bioldgico de destoxificacdo de TSPM por meio do uso de microrganismos
pode ser mais eficiente e gerar outros bioprodutos de maior valor agregado durante o processo,
como enzimas, cogumelos comestiveis e insumos para nutricdo animal (LUZ et al., 2013).

Beluwe e Sam (2010) testaram a acdo dos fungos Penicillium chrysogenum, Rhizopus
oligosporus, Rhizopus nigricans, Aspergillus niger e Trichoderma longibrachitum sobre os
ésteres de forbol em torta de semente de J. curcas e o A. niger mostrou-se eficiente na
degradacdo dos ésteres de forbol, com uma taxa residual de éster de forbol de apenas 0,003
mg/g apos sete dias de incubacdo, a menor taxa entre as TSPM tratadas.

Tratamento de torta de semente de J. curcas por incubacdo em estado solido com fungos
de podriddo-branca foi capaz de promover a diminuicdo do teor de ésteres de forbol para niveis
atoxicos (BARROS et al., 2011). A utilizacdo dos fungos de podriddo-branca Bjerkandera
adusta, Ganoderma resinaceum e Phlebia rufa foram estudados para fins de destoxificagédo de
TSPM. G. resinaceum apenas reduziu os teores de éster de forbol de 0,8 para 0,6 mg/g, mas B.
adusta e P. rufa reduziram os teores de ésteres de forbol para niveis ndo toxicos em 30 dias de
cultivo axénico, o que sugere que os fungos de podriddo-branca podem ser potencialmente
utilizados na destoxificagdo de TSPM (BARROS et al., 2011).
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Dez diferentes fungos de podriddo branca: Ganoderma lucidum, Pleurotus florida,
Pleurotus sapidus, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium,
Trametes hirsute, Trametes zonata, Trametes gibbosa e Trametes versicolor, também, foram
testados quanto a habilidade em degradar ésteres de forbol em TSPM. A fermentacéo reduziu
os teores de éster de forbol de 1,072 mg/g da TSPM in natura (controle) até niveis indetectaveis,
nas tortas fermentadas por G. lucidum e T. zonata. Os fungos do género Pleurotus spp.
Testados, também, apresentaram degradacéo, reduzindo os ésteres de forbol em mais de 70%,
nos 20 dias de ensaio (BOSE; KEHARIA, 2014).

Os macrofungos do género Pleurotus spp. sdo excelentes produtores de enzimas
extracelulares e P. ostreatus foi testado para a degradacao de éster de forbol em FES de torta
de semente de J. curcas (Jc), Jc + 10% de serragem de eucalipto (JCES), e Jc + 10% de casca de
eucalipto (JcEb) por Luz e colaboradores (2014). Nos 15 primeiros dias, as concentracdes de
éster de forbol foram reduzidas para menos da metade e, em 45 dias, a degradacao de éster de
forbol foi de 100%, em todas as formulagGes. Os autores atribuiram esta degradacdo a
capacidade do fungo em deslignificar a parede celular vegetal.

Os fungos ndo séo o0s unicos microrganismos capazes de degradar os ésteres de forbol.
O processo de FES de TSPM pela bactéria gram-negativa Pseudomonas aeruginosa, estirpe
PseA, foi descrito como eficiente na degradacdo completa dos ésteres de forbol, em apenas
nove dias de cultivo. Apds os trés primeiros dias de fermentagdo, houve reducéo de 47% e 26%
dos picos 1 e 2 de éster de forbol, registrados no cromatograma, respectivamente e, apés 6 dias,
foram observados 73% e 60% de reducdo (JOSHI; MATHUR; KHARE, 2011).

Diferentes espécies do género Bacillus, também, foram testadas por Chang e
colaboradores (2014) para a degradacdo de ésteres de forbol em TSPM, por FES e submersa
(FSM). Os teores de ésteres de forbol na torta de sementes reduziu 86,0%, 83,2% e 93,0% com
B. sonorensis D12, B. subtilis H8 e B. smithii G16 durante 3 dias de FES, respectivamente,
enquanto na FSM, os teores de reducéo de ésteres de forbol na TSPM foram de 76,5%, 77,1%,
78,4%, 85,5% e 92,0% com B. smithii G16, B. sonorensis D12, B. licheniformis A3, B. subtilis
H8 e B. coagulans C45, durante 3 dias de incubacéo, respectivamente. No geral, as populagdes
de Bacillus aumentaram a medida que os ésteres de forbol reduziam, indicando que estas
substancias podem ser usados para o crescimento destas bactérias.

Em outro estudo com Bacillus para degradacdo de substancias toxicas de TSPM
demonstrou-se que B. licheniformis e B. subtilis podem degradar os ésteres de forbol em 60%

e 40%, respectivamente, durante 5 dias de incubagdo. Neste periodo, B. licheniformis em FSM
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reduziu as concentracdes de ésteres de forbol em 62% (PHENGNUAM; SUNTORNSUK,
2013).

Além dos tratamentos de destoxificacdo supracitados, o tratamento enzimatico pode ser
uma alternativa interessante na degradacdo dos ésteres de forbol de J. curcas. Os
microrganismos mencionados séo excelentes produtores de enzima, principalmente, os fungos
de podriddo branca, e a degradacdo destes ésteres por fermentacdo microbiana sugere o papel
das enzimas neste processo. A ligagdo éster entre a por¢éo de forbol e o &cido graxo do éster de
forbol pode, em tese, ser hidrolisada por lipases, mas os dados sobre a hidrolise enzimatica de
éster de forbol, ainda, sdo muito limitados (HIDAYAT et al., 2014).

As sementes de J. curcas produzem lipases durante sua germinacdo. Hidayat e
colaboradores (2014) revelaram que sementes com o teor de éster de forbol de 1,05 mg/g
apresentam degradacao total destes ésteres durante a germinacédo. Estes autores correlacionam
esta degradacdo com a sua atividade de lipase, comprovando que as sementes germinadas na
fase de crescimento 4 tem 2,8 vezes menos éster de forbol que a fase 3 e 15,2 vezes menos que
a fase 2. Eles investigaram, ainda, a degradacéo de ésteres de forbol em TSPM incubadas com
lipases isoladas de sementes, no estadio 4 de germinacdo, com diferentes valores de atividade
enzimatica e durante diferentes tempos de hidrélise. O teor de éster diminuiu 16,7 vezes ao se
adicionar a menor quantidade de lipase avaliada (10U), chegando a um teor de éster de forbol
de 0,06 mg/g, satisfazendo a exigéncia de uma TSPM ndo toxica (HIDAYAT et al., 2014). Na
avaliacdo da influéncia do tempo de hidrolise por 19,17 U de lipase na degradacdo dos ésteres
de forbol demonstrou-se que o teor de éster de forbol reduziu 7,5 vezes, nas primeiras 8 horas
de hidrélise e 16 vezes em 20 horas. Em 12 horas de reacéo, o teor de éster de forbol na TSPM
foi de 0,08 mg/g, considerado atéxica (<0,09 mg/g) (HIDAYAT et al., 2014).

Os estudos de destoxificacao por degradacdo enzimatica de ésteres de forbol em TSPM
s80 escassos e ndo ha relatos de testes da eficacia da destoxificagdo com uso do material tratado
em células ou animais (ensaios pré-clinicos de toxicidade in vitro e in vivo) ou na nutri¢do de
animais (aves, suinos, peixes e ruminantes). Deste modo, faz-se necessario mais estudos para
saber quais enzimas podem atuar no processo de degradagdo dos ésteres de forbol e como
escalonar o processo de modo economicamente vidvel para inser¢do desta torta na alimentacao

animal.
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3 INTEGRACAO DAS CADEIAS PRODUTIVAS DO BIODIESEL E NUTRICAO
ANIMAL

A integracdo das cadeias de producdo de biodiesel e ragdo animal é fundamentada,
principalmente, com utilizacdo de farelos de soja na alimentacdo de monogastricos e
poligastricos e de farelos e tortas de algodao para caprinos e bovinos de corte e leiteiro.

Alguns fatores devem ser considerados para a escolha de um residuo na alimentacédo
animal, tais como as suas caracteristicas nutricionais; a quantidade de residuo disponivel; a
proximidade entre a fonte produtora e o local de consumo; os custos de transporte,
condicionamento e armazenagem; e a presenca de substancias toxicas e/ou antinutricionais
(RODRIGUES; RONDINA, 2013).

A inclusdo de microrganismos na nutricdo animal tem sido um campo de estudo com
varias finalidades, desde o aumento da digestibilidade e sanidade (pro e prebidticos), como
agentes capazes de degradar as substancias toxicas ou antinutricionais presentes nos formulados
de nutricdo animal, como o fitato, por exemplo. Esta é uma estratégia promissora, no entanto
0s processos fermentativos ocorrem mais lentamente e, para tratamentos em larga escala,
podem ser necessarias grandes areas. Além disso, é necessario aprofundar-se no estudo da
seguranca do produto final, uma vez que estes microrganismos podem secretar substancias
nocivas, conferindo ao produto toxicidade semelhante ou superior a previamente apresentada
pelo produto in natura (SINGH et al., 2010). Nesse sentido, a utilizagdo dos extratos
enzimaticos dos microrganismos, em substituicdo ao uso do préprio microrganismo, tem sido
uma alternativa mais segura e promissora.

Deste modo, as tortas de pinhdo-manso e outras oleaginosas que contenham fatores
toxicos ou antinutricionais, quando submetidas ao processo de destoxificacdo, podem ser
aproveitadas em cenarios alternativos para os criadores de aves, suinos e peixes, desde que
devidamente comprovados a seguranca (testes toxicoldgicos), eficacia e a viabilidade
econbmica para o uso destas tortas (ANDRADE; NASCENTES; COSTA, 2013).

O apelo politico para o uso deste tipo de estratégia de uso de biomassas esta no cultivo
sustentavel, nas potencialidades do aproveitamento de residuos lignoceluldsicos e no fato de as
oleaginosas locais serem fontes geradoras de emprego e renda para diversas regides do Brasil.
Ressalta-se que o biodiesel ndo depende somente do processo de insercdo da agricultura e
producéo das oleaginosas, mas também da pecuaria e criacdo de suinos, aves e peixes.

Assim como ocorre com a soja, que é a fonte proteica mais utilizada para nutri¢do animal

e producédo de Biodiesel no Brasil, outras plantas oleaginosas, como o pinh&do-manso, podem
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ser inseridas neste cenario. A construcdo e sucesso do programa brasileiro de biodiesel depende
da estruturacdo de uma rede de oferta de 6leo vegetal e agregacdo de valor aos coprodutos, em

arranjos produtivos locais sustentaveis (QUIRINO et al., 2013).
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CAPITULO 11

PROCESSO DE DESTOZ(IFICAC;AO DA TORTA DA SEMENTE
DE Jatropha curcas L. (PINHAO-MANSO) UTILIZANDO ENZIMAS
EXTRACELULARES DE MACROFUNGOS

PROCESS OF DETOXIFICATION OF Jatropha curcas L. SEED
CAKE (PINHAO-MANSO) USING MACROFUNGAL
EXTRACELLULAR ENZYMES
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1 INTRODUCAO

Jatropha curcas L. (pinhdo-manso) é uma espécie de planta tropical e subtropical que
tem consideravel atencdo como uma potencial matéria-prima para a producéao de biodiesel, por
meio da extracdo do 6leo de suas sementes (ABHILASH et al., 2011; LI et al., 2010). Algumas
caracteristicas tém sido elencadas como vantagens para o cultivo desta oleaginosa para fins de
composicdo da matriz de biocombustiveis, tais como: tolerancia a seca, crescimento rapido,
facil propagacéo, pequeno periodo de gestagdo e maior teor de 6leo (ACHTEN et al., 2008).

O cultivo de J. curcas despertou muito interesse por parte de alguns paises como india,
Malasia, China e Tailandia, por ser uma alternativa a composi¢do da matriz energética, a ponto
de ser inserido em programas de biodiesel (ABHILASH et al., 2011). Entretanto ha questdes a
serem trabalhadas para que esta cultura se torne uma realidade agricola de paises tropicais.
Capdeville e Laviola (2013) descrevem que o conhecimento agronémico sobre a planta ainda
estd em fase inicial, pois a cultura é perene e, assim, as analises de produtividade, sanidade,
métodos de colheita, entre outros, sdo postuladas ap6s cinco anos de cultura estabelecida.
Outras questBes, também, devem ser levadas em consideragdo, como o0s aspetos ambientais,
pela inser¢do de plantas em ambientes ndo naturais; econdmicos, como a destinacéo do 6leo e
dos coprodutos; e toxicologicos, quanto ao melhoramento genético para obtencdo de acessos
com menores teores de ésteres de forbol (ABHILASH et al., 2011).

A maioria dos acessos conhecidos de J. curcas geram sementes com substancias toxicas,
como os ésteres de forbol, que causam graves problemas de salde publica e animal associadas
a quadros de intoxicacdo alimentar, tais como irritacdo da pele, efeitos purgativos e morte
(HONORATO et al., 2016; FERREIRA et al., 2012; MENDONCA e LAVIOLA, 2009). Os
ésteres de forbol contidos nas sementes desta planta podem atuar como agentes cocancerigenos
ou promotores de tumor (GOEL et al.,, 2007). O uso das tortas ou farelos de sementes
oleaginosas para nutri¢cdo animal é de fundamental importancia para a viabilidade econémica e
manutencdo de culturas de plantas oleaginosas, como a soja, por exemplo. Deste modo, para
que a cultura do pinhdo-manso tenha maior aceitacdo, faz-se necessario o aproveitamento da
torta ou farelo de suas sementes. O residuo da semente atende os valores nutricionais exigidos
como matéria-prima para o desenvolvimento de formula¢es empregadas em ragdes animais,
desde que os fatores tdxicos e antinutricionais sejam eliminados (KING et al., 2009).

A torta de semente de pinhdo-manso (TSPM) pode representar, dependendo do método

de extracgdo, até 50% do peso total das sementes, com valor energético del8,2 MJ/Kg e teores
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de proteina bruta de até 58,1%, com todos os aminoacidos essenciais, com exce¢édo da lisina
(FRANCIS; EDINGER; BECKER, 2005). O destino da TSPM, na maioria das vezes, ainda, é
o de fertilizante organico, em funcéo das dificuldades impostas em processos de destoxificacdo
confidveis e economicamente viaveis.

As estratégias para reducdo ou degradacdo dos ésteres de forbol nos acessos tdxicos de
J. curcas tém sido desde melhoramento genético classico e molecular até os tratamentos fisicos,
quimicos, bioldgicos ou combinados nas TSPM. As andlises moleculares visam identificar os
genes responsaveis pela producdo de substancias toxicas e seus mecanismos de blogueio no
genoma de J. curcas. Os tratamentos fisicos de destoxificacdo de TSPM sdo baseados,
geralmente, no calor ou radiacdo; os quimicos sdo basicamente extracdes com solventes
organicos ou alcoois de cadeias curtas, como etanol e metanol; e os tratamentos biologicos séo,
em sua maioria, por cultivo de fungos, leveduras ou bactérias (Bacillus spp. ou Pseudomonas
spp.) (KING et al., 2009).

A destoxificagdo langa mao de cultivos microbianos tanto por fermentagéo em estado
solido (FES) como por fermentacdo submersa (FSM) para degradar substancias toxicas
(BELEWU; SAM, 2010; GOEL et al., 2007; JOSHI; MATHUR; KHARE, 2011; KUMAR;
SHARMA, 2008; SAETAE; SUNTORNSUK, 2011). Os fungos do filo Basidiomycota e
alguns do filo Ascomycota, conhecidos como fungos da podridao branca (ou do inglés “White
rot fungi” - WRF), ou simplesmente como macrofungos, tém ganhado relevancia dentro do
cenario de destoxificacdo biologica de TSPM. (BARROS et al., 2011; BELUWE; SAM, 2010;
BOSE; KEHARIA, 2014; GOMES, 2015; JOSHI; MATHUR; KHARE, 2011; KASUYA et
al., 2012; LUZ et al., 2014; LUZ et al., 2013).

Os macrofungos sdo conhecidos na area de biorremediacdo como excelentes agentes
destoxificadores, na degradacdo de compostos organofosforados e substancias fenodlicas de
agua residual da industria téxtil (corantes), bem como na biossor¢do de metais pesados. Estes
microrganismos sdo produtores naturais de enzimas extracelulares oxidativas, hidroliticas,
proteoliticas, lipoliticas, entre outras. Em trabalhos recentes demonstram-se atividades para
algumas enzimas, durante o cultivo dos macrofungos em TSPM, como Xilanases, celulases,
pectinases, lipases, proteases, manganés peroxidases (MnP) e lacases e sugerem-se que estas
podem ser responsaveis pela degradagéo dos ésteres de forbol (CHANG et al., 2014, GOMES,
2015; HIDAYAT et al., 2014; JOSHI; KARE, 2011; XIAO et al., 2011). Entretanto ndo ha, até
0 momento, nenhum trabalho publicado relatando o efeito direto das enzimas extracelulares dos

macrofungos sobre TSPM.
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A utilizagéo destas enzimas em substituicdo aos microrganismos seria uma alternativa,
uma vez que é possivel superexpressé-las em microrganismos tais como leveduras (Pichia
pastoris). Mas, faz-se necessario saber qual ou quais enzimas estdo envolvidas na via
bioquimica dos macrofungos capazes de degradar os ésteres de forbol. Deste modo, este
trabalho teve como objetivo utilizar enzimas extracelulares de macrofungos no processo de

destoxificacdo, por meio da degradacédo dos ésteres de forbol presentes em TSPM.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Microrganismos

Os macrofungos utilizados neste trabalho fazem parte da Cole¢do de Microrganismos e
Microalgas aplicados a biorrefinaria da Embrapa Agronergia, Brasilia, Distrito Federal. Eles
foram identificados por morfologia classica. Sao eles: Grifola frondosa CC028 (F1), Pannus
lecomtei CC040 (F2), Fistulina hepatica CC102 (F3), Pleurotus sapidus CC110 (F4), Pleurotus
ferulae CC111 (F5), Trametes versicolor CC124 (F6), Pleurotus pulmonarius CC154 (F7),
Coprinus comatus CC159 (F8), Pleurotus florida CC335 (F9), Ganoderma lucidum CC351
(F10), Pleurotus eryngii CC353 (F11), Pleurotus ostreatus CC389 (F12), Pleurotus ostreatus
CC403 (F13), Pleurotus citrinopileatus CC416 (F14), Pleurotus ssp. CC420 (F15),
Amylosporus spp. EF016 (F16) e Pleurotus pulmonarius EF88 (F17). Estes macrofungos foram
escolhidos com base em trabalhos prévios ja realizados na Embrapa Agroenergia (Brasilia DF)
(GOMES, 2015; ARAUJO, 2017, ainda nao publicados). Os macrofungos foram repicados em
placas de petri com meio Agar Batata Dextrose (BDA) e incubados em estufa a 28°C, para

crescimento e obtencdo de massa micelial para obtencéo do in6culo.

2.2 Extrato bruto enzimético de macrofungos por fermentacdo submersa (EBE-FSM)

O meio de cultura foi preparado em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL com 2,59 de
TSPM (massa seca) e 50mL de agua destilada. O material foi preparado em triplicata para o
cultivo de cada macrofungo e autoclavado a 121°C, 1 atm de pressdo, por 20 minutos. A
inoculacdo foi conduzida por meio de discos contendo os micelios dos macrofungos. Cinco
discos miceliais de 8mm de diametro foram transferidos para cada frasco. Os frascos foram
incubados, sem agitacdo, a 28°C, por sete dias em estufas com circulagdo de ar forgada. Os
extratos brutos (enzimas extracelulares) foram obtidos por meio de filtragdo utilizando gaze de
fio de algodéo e funil de Buchner, em tubos Falcons de 50 mL estéreis, que foram centrifugados

a 4°C por 10 minutos a 10.000 rpm. Os sobrenadantes do processo de centrifugacdo foram
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considerados como extratos brutos enzimaticos da fermentagdo submersa (EBE-FSM). Os
extratos brutos foram utilizados no processo de destoxificacdo por meio de degradacdo dos
ésteres de forbol contidos em TSPM. Os EBE-FSM nao utilizados de imediato no processo de

destoxificacao foram acrescidos de 0,02% de azida sddica e acondicionados a 4°C.

2.3 Extrato bruto enzimatico de macrofungos por fermentacédo em estado sélido (EBE-
FES)

O meio de cultura foi preparado em frascos tipo Erlenmeyer de 50mL com 10g de TSPM
(massa seca) e 23,3mL de agua destilada (70% de umidade). O material foi preparado em
triplicata para o cultivo de cada macrofungo e autoclavado a 121°C, 1 atm de pressao, por 20
minutos. A inoculacdo foi conduzida por meio de discos contendo os micélios dos macrofungos.
Oito discos miceliais de 8 mm de didmetro foram transferidos para cada frasco. Os frascos
foram incubados a 28°C, em estufas com circulacdo de ar forcada, até a colonizacgéo total do
substrato pelo fungo. Para a obtencéo dos extratos brutos (enzimas extracelulares), os contedidos
dos frascos foram transferidos para frascos Erlenmeyer estéreis de 250 mL, que foram
acrescidos de 40 mL de triton X-100 a 1% e incubados em shaker a 4°C e 180 rpm, por 40
minutos. O material foi, entdo, filtrado utilizando gaze de fio de algodéo e funil de Buchner,
em tubos Falcon de 50 mL estéreis, que foram centrifugados a 4°C por 10 minutos a 10.000
rpm. Os sobrenadantes do processo de centrifugacdo foram considerados como extratos brutos
enzimaticos da fermentacdo em estado sélido (EBE-FES). Os extratos brutos foram utilizados
no processo de destoxificacdo por meio da degradacéo dos ésteres de forbol contidos em TSPM.
Os EBE-FES néo utilizados de imediato no processo de destoxificacdo foram acrescidos de
0,02% de azida sodica e acondicionados a 4°C.

2.4 Destoxificacdo enzimética de TSPM por meio de degradacéo de ésteres de forbol

Os ensaios foram realizados em tubos Falcon de 50 mL, com 1 g de TSPM autoclavada
com 1mL de agua destilada, acrescidos de 5 mL dos EBE-FSM ou EBE-FES e 0,02% de azida
sodica, para evitar contaminagdo microbiana. Os EBE-FSM ou EBE-FES foram incubados a
37°C por 72 h, a 230 rpm de agitacdo. Os controles foram feitos utilizando agua destilada

autoclavada no lugar dos extratos enzimaticos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.5 Extracéao dos ésteres de forbol

Ap0s as 72 horas de incubacdo, os tubos Falcon foram centrifugados a 4°C por 10
minutos a 10.000 rpm e as TSPM utilizadas nos ensaios com EBE-FSM ou EBE-FES foram
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transferidas dos tubos Falcon para placas de petri para secagem a 60°C. Depois de secas, as
TSPM dos ensaios foram trituradas utilizando pistilos em gral e transferidas para tubos Falcon
novos. Os frascos com as TSPM trituradas foram acrescidos de 15 mL de metanol, macerados
com bastdes de teflon por 1 minuto, sonicados por 3 minutos em banho de gelo e centrifugadas
a 8000 rpm por 8 minutos a temperatura ambiente. O procedimento foi repetido trés vezes,
reunindo-se os sobrenadantes em bal@es de fundo redondo de 100 mL. O metanol foi removido
por rotaevaporacdo a 40°C e sob pressdo de 100 mbar. Os residuos foram ressuspendidos com
metanol e estes extratos metanolicos foram transferidos para tubos Falcon de 5 mL e

armazenados a -20°C até o momento da quantificacdo dos ésteres de forbol.

2.6 Quantificacao dos ésteres de forbol

Os extratos metanolicos de cada ensaio de destoxicagao foram descongelados, agitados
vigorosamente e 1,2 mL destes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL. Os microtubos
foram centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos, a 8°C e 1 mL destes foi transferido para vials
de 2 mL. A quantificacdo dos ésteres extraidos foi realizada em cromatografo liquido de ultra
performance (UPLC), marca Waters, modelo Acquity I-Class, composto por bomba binéaria,
autoamostrador, detector PDA e MS e forno de colunas, acoplado a espectrometro de massas,
marca Waters, modelo Xevo TQD, Coluna marca Waters, modelo Acquity HSS T3 (150 x 2.1
mm, 1.8 um), com pré-coluna modelo VanGuard Acquity HSS T3 (5 x 2.1 mm, 1.8 um),
mantidas a 45°C em modo gradiente de eluicdo, sendo o solvente Fase A = agua/acido formico
100/0,1 (V/V) e Fase B = acetonitrila/metanol/acido férmico 70/30/0,1 (V/V); vazédo = 0,4
mL/min; iniciando-se com 70% Fase B, aumentando linearmente em 10 minutos para 100% de
B, mantendo 100% de B por 1 minuto e reequilibrando nas condigdes iniciais por 4 minutos. A
detecg@o ocorreu em A 280 nm, e as condi¢des do MS foram: Capillary 3.50 kV; Desolvation
Temp 350°C; Desolvation Gas 650 L/h; Cone Gas 20 L/h; MRM 693.5>293.0, Cone 30V,
Collision 20V.

2.7 Determinacao de proteinas soluveis totais nos EBE-FSM ou EBE-FES

As proteinas sollveis totais nos extratos foram determinadas pelo método BCA (acido
bicinconinico) na razdo de 1:8. Neste processo, 25 pL dos extratos enzimaticos sdo misturados
a 200uL do reagente de trabalho (RT), que consiste de 50 partes do reagente A e 1 parte do
reagente B, do kit de detec¢do. As amostras foram diluidas 5 vezes em tampéo citrato de
sodio/acido citrico 0,1 mol/L pH 5. Uma curva de diluicdo foi feita, variando-se as

concentracdes de proteinas com agua destilada, obtendo-se 8 pontos num gréafico de regressédo
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linear e, a partir da equacéo da reta obtida, pode-se calcular a concentracdo de proteinas sollveis
totais em mg de proteinas por mL de extrato (mg/mL).

2.8 Determinacéo de atividades enzimaticas nos EBE-FSM ou EBE-FES

Todos os extratos enzimaticos foram avaliados quanto ao teor de proteinas totais e
atividade de lacase. As atividades de peroxidases totais, manganés peroxidase, lipase, esterase,
xilanase, CMCase, FPase, protease e beta-glicosidase foram avaliadas apenas nos extratos que

apresentaram bons resultados de destoxificacao.

2.8.1 Lacase

A atividade de lacase foi determinada pela reacdo de 180 pL do extrato diluido em
tampdo acetato de sddio 0,2 M, pH 5, na propor¢édo de 1:1 (v:v) com 40 pL de ABTS (2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) 5 mM. A mistura reacional para ABTS continha
0,45 mM do ABTS, 90 mM de tampao acetato de sodio pH 5,0, e 1 mL de amostra diluida 10
vezes com agua destilada. A oxidacdo do ABTS foi monitorada pelo aumento da absorbancia
em 420 nm, durante 90 segundos a 25°C.

AAbs x 10° = Enzima (U/L)
EXRXT

em que:

AADbs = valor de absorbancia,

€ = Lacase: 36000 L.mol*cm-1,

R = volume (mL) do sobrenadante,

T = Tempo de reagdo (min).

2.8.2 Peroxidases totais e manganés peroxidase

As atividades das peroxidases totais foram determinadas tal qual a atividade de lacase,
mudando apenas a quantidade de extrato enzimatico, de 180 para 140 uL e adicionando 40 pL
de H202 2 mM a mistura reacional. A reagdo, também, foi revelada pelo ABTS e a leitura feita
a 420 nm. A atividade de manganés peroxidase foi determinada pelo método proposto por
Kuwahara et al. (1984). A mistura reacional consistiu de 50 mg/mL de vermelho de fenol, 50
mM de sulfato de manganés, 50 mM de H20., 12,5 mM de lactato de sddio, 500 mg/mL de
albumina bovina e tampao succinato de sédio pH 4,5, sendo adicionados 0,5 mL do extrato.

Apds 5 minutos a 30°C, a reacgdo foi interrompida pela adicdo de 40 mL de NaOH, 2 M. A
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formagéo do produto de oxidacdo foi quantificada pela variacdo da absorbancia (610 nm). O
calculo das atividades de manganés peroxidase e das outras peroxidases (totais) € o mesmo feito
para lacase (GOMES, 2015).

2.8.3 CMCase, xilanase e FPase

Os ensaios enzimaticos para determinacdo de CMCase (endoglicanase) e xilanase
presentes nos extratos foram realizados adicionando-se, em tubos de ensaio, 50 pL de extrato e
100 pL de solucdo de 1 % dos substratos (carboximetilcelulose e xilana). Os tubos foram
incubados por 30 minutos a 50°C. Apos este tempo, foram adicionados 300 pL de DNS (&cido
3,5-dinitrosalicilico), preparado segundo Ghose (1987) e os tubos com os ensaios foram
fervidos por 10 minutos. Adicionaram -se 1,5 mL de agua para leitura do ensaio no
espectrofotbmetro a 540 nm. Para o ensaio de FPase (celulases totais), foi utilizado como
substrato papel Whatman nimero 1 em forma de discos de 7 mm de diametro e 20 L de extrato,
que foram incubadas por 1 hora a 50°C. O ensaio de FPase foi interrompido e analisado como
descrito acima para CMCase, com DSN e fervura. Para determinagdo da quantidade de agtcar
redutor liberado, durante os ensaios enzimaticos, foram construidas as curvas de calibracdo com
0s monossacarideos que formam as cadeias principais dos respectivos polissacarideos. Para a
calibracdo foi utilizada uma solucédo estoque de 2 mg/mL para cada agucar redutor quantificado
pelo método DNS, originalmente proposto por Miller (1959) e modificado por Ghose (1987)
(GUSAKOV; KONDRATYEVA; SINITSYN, 2011). Uma curva de diluig&o foi feita variando
as concentracdes de acucar redutor com agua destilada, obtendo-se 5 pontos num grafico de
regressao linear e a partir da equacéo da reta obtida pelo método DNS. Para todos os ensaios
enzimaticos, foi utilizado U/mL como unidade de agUcar redutor liberada durante todo o tempo
do ensaio enzimético. Unidade internacional (U) representa a quantidade que a enzima necessita
para liberar 1 pmol de acgucar redutor por minuto (GHOSE,1987; GUSAKOV;
KONDRATYEVA,; SINITSYN, 2011).

2.8.4 Proteases

A determinacéo das atividades proteoliticas foi realizada de acordo com o protocolo de
Charney e Tomarelli (1947) com adaptacGes. Os ensaios, para proteases presentes no extrato,
ocorreram em microtubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 250 pL do extrato bruto
enzimatico, 250 uL de azocaseina, incubados em banho-maria a 37°C por 40 minutos. Apos 0

término da incubacéo, a reacao foi paralisada com TCA (acido tricloroacético). No preparo do
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branco da amostra, para que ndo haja reacdo enzimaética, o TCA ¢ adicionado antes do extrato
enzimatico. Para o branco do aparelho, adicionaram-se 125 pL de azocaseina, 125uL de tampao
acetato de sddio pH 5. As amostras foram centrifugadas a 6000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram transferidos para microtubos limpos, entdo, adicionaram -se 250 uL de
KOH 0,5M. A leitura em espectrofotdmetro foi conduzida a 430 nm. Para o calculo da atividade
de protease foi utilizada a formula:
X=((Abs/0,001) x t x V extrato x V E.C) x Volume total do ensaio

em que:

Abs = Absorbancia ensaio - Absorbancia branco,

t = tempo em minutos no banho-maria,

V =volume,

E.C = ensaio colorimétrico.

2.8.5 Lipases e estearases

A determinacdo da atividade de lipases e esterases foi feita por método titulométrico de
acordo com protocolo de Diaz et al. (2006). O método baseia-se na titulacdo com NaOH dos
acidos graxos liberados pela acao da enzima a partir dos triacilglicerdis na reacdo de hidrolise.
Para os ensaios enzimaticos foi feita uma emulsdo com 2,5 mmol/L de tampd&o Tris-HCL pH
7,0; 150 mmol/L de NaCl; 2mmol/L de CaCl,; 3% de goma arabica e o triacilglicerol (substrato
da enzima). Para determinacdo de lipases usou-se como substrato éleo de oliva (66mmol/L) e

tributirina (66mmol/L) para o ensaio enzimatico de esterases (GOMES, 2015).

2.9 Andlises estatisticas

Os dados de atividades enziméticas foram expressos como a média £ E.P.M. (erro
padréo da média), e os grupos foram comparados utilizando analise de variancia unidirecional
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (p<0,5; p<0,05 e p<0,01), utilizando software
estatistico Statistica versdo 12 (Statsoft, Tulsa, EUA). A correlagdo entre as atividades de lacase
e teores de proteinas solUvelis totais e a taxa de degradacéo dos ésteres de forbol foi feita pelos
coeficientes de correlagcdo de Spearman, com p<0,05.

Estes mesmos parametros foram submetidos a um tratamento antes da analise estatistica
e foram convertidos por log 10 (x + 1). Os dados transformados foram submetidos a estatisticas
multivariadas por métodos ndo supervisionados, Analise de Componentes Principais (PCA),

realizado em software Canoco 4.5 (Biometris-Plant Research International, Wageningen,
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NLD). A relacdo entre os diferentes métodos avaliados para propor clusters de acordo com a
similaridade entre os pardmetros avaliados foi obtida por relacéo entre os parametros avaliados

e 0s métodos foram determinados por analise exploratoria por PCA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A TSPM in natura apresentava 2,1mg de éster de forbol por grama de torta, e a
autoclavagem (controle) resultou numa reducéo de 18% dos ésteres de forbol na torta. Luz et
al. (2014) e Kasuya et al. (2012) relataram uma reducdo, em média, de 20% do teor de éster de
forbol, apds a autoclavagem da torta de semente de J. curcas. Entretanto Aregheore, Becker e
Makkar (2003) ndo observaram degradacdo desta substancia durante a autoclavagem ou no
tratamento térmico a 160°C por 30 minutos.

O melhor resultado de degradacdo de ésteres de forbol foi observado, ao se utilizar o
extrato de cultivo submerso do F17 (P. pulmonarius EF88), seguido dos extratos de cultivo
solido dos macrofungos F3 (F. hepatica CC102) e F10 (G. lucidum CC351), com 98 e 96% de
degradacdo, respectivamente. No geral, a degradacdo dos ésteres de forbol foi mais eficiente
pelos extratos de cultivo submerso que pelos extratos de cultivo sélido, com 12 dos 17 extratos,
com taxas de degradacdo iguais ou superiores a 80%, contra apenas 8 entre 0s extratos de

fermentacdo em estado sélido (FES) (Figura 1).
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Gréfico 1. Gréfico sobre as taxas de degradagdo de éster de forbol em TSPM tratadas com extratos
brutos enzimaticos resultantes da FSM (A) e da FES (B) de TSPM pelos fungos de podriddo-branca
selecionados. CC028 (G. frondosa) F1, CC040 (P. lecomtei) F2, CC102 (F. hepatica) F3, CC110 (P.
sapidus) F4, CC111 (P. ferulae) F5, CC124 (T. versicolor) F6, CC154 (P. pulomonarius) F7, CC159
(C. comatus) F8, CC335 (P. florida) F9, CC351 (G. lucidum) F10, CC353 (P. eryngii) F11, CC389 (P.
ostreatus) F12, CC403 (P. ostreatus) F13, CC416 (P. citrinopileatus) F14, CC420 (Pleurotus ssp.) F15,
EF16 (Amylosporus sp.) F16 e EF88 (P. pulmonarius) F17. Foi realizada anélise de variancia ANOVA,
teste a posteriori de Tukey. Diferenca estatisticamente significativa com p-valor = *0,5; **0,1; e
***(,05; em relag&o ao controle.

Esta diferenca entre os potenciais de degradacdo pode ter ocorrido em decorréncia da
concentracdo de dgua no substrato (FES e FSM) e da diferenca nos tempos de crescimento dos
fungos, para a obtencdo dos extratos. Os cultivos submersos foram conduzidos por apenas 7
dias, enquanto as fermentacdes em estado solido foram mantidas pelo tempo necessario para a
colonizacdo total do substrato pelos fungos, que foi de 7 dias para o0 CC040, 9 para EF16,
CC124, CC159, CC335, CC351 e CC403, 10 dias parao CC111, 11 dias para o crescimento de
EF88, CC028, CC102 e CC389, 12 dias para CC353, 13 para CC154, 14 dias para CC110, 15
para CC420 e 31 dias para CC416. O Amylosporus spp. EF16 ndo apresentou crescimento em
7 dias de cultivo submerso e, por este motivo, o extrato de cultivo submerso deste fungo nao
apresentou atividade na degradacdo de ésteres de forbol. Este mesmo isolado colonizou apenas
a metade da TSPM com 70% de umidade, em ate 40 dias de incubacdo, apresentando, também,
uma porcentagem de degradacdo relativamente baixa.

A composicdo quimica de J. curcas € relatada como apropriada para promover um bom
crescimento microbiano, apesar de suas toxinas (JOSHI; MATHUR; KHARE, 2011). Barros et
al. (2011), ao estudarem a degradacdo de ésteres de forbol por fungos de podriddo-branca,
concluiram que eles podem ser utilizados como uma possivel abordagem para o tratamento

bioldgico de tortas oleaginosas.
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Entre os extratos das fermentacGes submersas de TSPM, os extratos dos fungos do
género Pleurotus se destacaram quanto a eficiéncia em degradar os ésteres de forbol, em 72
horas. Os melhores resultados destes extratos foram do F17 (P. pulmonarius EF88), F12 e F13
(P. ostreatus CC389 e CC403) e do F15 (Pleurotus ssp. CC420), com reducédo de 100, 94,6,
90,7 e 90,3% dos ésteres de forbol, respectivamente. Os trés Gltimos deixaram teores residuais
de éster de forbol de 0,113, 0,197 e 0,206 mg/g, respectivamente, ndo resultando em TSPM
destoxificada. Os extratos de cultivo solido destes fungos ndo apresentaram resultados téo bons,
com apenas 75,6, 65,0, 83,6 e 68,2% de degradacdo dos ésteres de forbol, resultando em
concentragfes residuais de 0,516, 0,739, 0,346 e 0,672 mg/g, de éster de forbol,
respectivamente.

O resultado de degradacdo de ésteres de forbol pelo cultivo axénico de P. pulmonarius
EF88 por Gomes (2015) sugere que a utilizacdo do EBE da FSM deste fungo, em 72 horas, é
mais eficiente que seu crescimento em estado solido na TSPM por 30 dias (Tabela 1). Outras
condigdes de cultivo podem ter influenciado este resultado, como a temperatura, o pH e a
concentracdo de enzimas no meio. O contato facilitado das enzimas com a TSPM (agitacéo)
pode, ainda, ter contribuido com a destoxificacéo.

Luz e colaboradores (2014) observaram que as concentracdes de éster de forbol e fatores
antinutricionais em TSPM néo sdo tdxicas para P. ostreatus, sugerindo que este fungo pode ser
utilizado para degradar substancias lignocelulésicas nesta torta e aumentar a producdo de
matéria organica, o conteido de carboidratos e a digestibilidade deste coproduto. Na Tabela 1,

é possivel observar os diversos resultados obtidos com esta espécie de fungo, dentre outras.
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Tabela 1. Principais resultados descritos na literatura sobre a degradacdo de ésteres de forbol
em TSPM, por meio do cultivo de algumas espécies de fungos, utilizando fermentacdo em

estado solido (FES).

Microrganismo Degradacgéo Tempo Referéncia
37% 15 dias
Pleurotus ostreatus 60% 45 dias LUZ et al., 2014
99% 60 dias
91% 30 dias
Pleurotus ostreatus 99% 45 dias LUZ et al., 2013
99% 60 dias
58% 15 dias
Pleurotus ostreatus 85% 30 dias KASUYA et al., 2012
99% 45 dias
Ganoderma lucidum 100%
Trametes zonata 100%
Trametes gibbosa 91,7%
Trametes versicolor 89%
Trametes hirsute 81,6%
Pleurotus sapidus 76% 20 dias BOSE; KEHARIA, 2014
Pleurotus ostreatus 72,5%
Pleurotus florida 67,9%
Pleurotus sajor-caju 67,9%
Phanerochz_alete 44,9%
chrysosporium
Phlebia rufa 97%
Bjerkandera adusta 91% 30 dias BARROS et al., 2011
Ganoderma resinaceum 20%
Aspergillus niger 76,9%
Rhizopus nigricans 23,1%
Pe_n|C|II|um chrysogenum 15,4% 7 dias BELUWE: SAM, 2010
Trichoderma
. . 15,4%
longibrachitum
Rhizopus oligosporus 7,7%
Aurantioporus pulcherrimus 41%
Ganoderma lucidum 42%
Agaricus spp. 54%
Agaricus fuscofibrillosus 62%
Agaricus mediofuscus 71% 30 dias *GOMES, 2015
Ascopolyporus ssp. 76%
Panaeolus antillarum 78%
Lentinus strigellus 88%
Amylosporus spp. 95%
Pleurotus pulmonarius 97%

*Resultados obtidos na Embrapa Agroenergia e que motivaram o planejamento e execugdo deste
trabalho de biodestoxificagdo por via enzimética (extratos brutos dos cultivos dos macrofungos).
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Os extratos brutos enziméticos das duas cepas de P. ostreatus (CC389 e CC403),
avaliadas neste estudo, degradaram apenas 65 e 84% dos ésteres de forbol, restando 0,74 e 0,35
mg/g de éster, respectivamente, com os extratos da FES, e 95 e 91% dos mesmos (apenas 0,2 e
0,21 mg/g), com os extratos da FSM. Entretanto o ensaio de fermentacdo submersa foi
conduzido por apenas 72 horas, enquanto os autores supracitados conduziram fermentacdes por
até 60 dias para obter este resultado de destoxificagdo (<0,009mg/qg).

O potencial para degradar estes ésteres foi explicado na literatura pela capacidade do P.
ostreatus de degradar a lignina e substancias como clorofendis e hidrocarbonetos aromaticos,
pelas atividades de lacases e manganés peroxidases (KASUYA et al., 2012; LUZ et al., 2014).
No trabalho de Luz et al. (2014), a atividade méxima destas enzimas ocorreu no 30° dia de
incubacdo, quando a degradacao total dos ésteres de forbol, ainda, ndo havia sido observada,
portanto outras enzimas podem ter influenciado na degradacao. A maior atividade de celulase
e xilanase foram observadas entre 0 15° e 0 45° dia de incubacdo, quando a degradacdo dos
ésteres de forbol foi de 37 e 60%, respectivamente (LUZ et al., 2014).

As atividades de lacase nos extratos enzimaticos de P. ostreatus, no presente trabalho
foram bem maiores nos extratos de cultivo sélido que nos de cultivo submerso, enquanto a
degradacdo dos ésteres de forbol foi, significativamente, maior com os extratos da FSM. Nos
extratos resultantes da FES, as atividades de lacase foram 19062 U/mL e 9924 U/mL, para
CC389 e CC403, respectivamente, enquanto os extratos dos mesmos fungos crescidos em

estado submerso apresentaram 629,6 e 42,4U/mL, respectivamente (Figura 2).
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Gréfico 2.Grafico da atividade de lacase nos extratos brutos enzimaticos resultantes da FSM (A) e da
FES (B) de TSPM pelos fungos de podridao-branca selecionados. CC028 (G. frondosa) F1, CC040 (P.
lecomtei) F2, CC102 (F. hepatica) F3, CC110 (P. sapidus) F4, CC111 (P. ferulae) F5, CC124 (T.
versicolor) F6, CC154 (P. pulmonarius) F7, CC159 (C. comatus) F8, CC335 (P. florida) F9, CC351 (G.
lucidum) F10, CC353 (P. eryngii) F11, CC389 (P. ostreatus) F12, CC403 (P. ostreatus) F13, CC416
(P. citrinopileatus) F14, CC420 (A. fuscosuccinea) F15, EF16 (Amylosporus sp.) F16 e EF88 (P.
pulmonarius) F17. Foi realizada anélise de variancia ANOVA, teste a posteriori de Tukey. Diferenca
estatisticamente significativa com p-valor = *0,5; **0,1; e ***0,05; em relagdo ao controle.

A andlise de correlacdo demonstrou que ha uma relacdo direta (<0,05) entre a atividade
de lacase nos extratos de cultivo submerso e o seu potencial de destoxificagdo (Tabela 2). A
maior atividade de lacase entre os extratos de cultivo submerso (712,3 U/mL) foi observada no
extrato com maior potencial de degradacédo dos ésteres de forbol, o extrato de FSM do EF88,
com 100% de degradacédo, seguido do CC389 (629,57 U/mL), segundo melhor EBE-FSM, com
94,63% de degradacdo dos ésteres de forbol. A Tabela 2 mostra a analise de correlacdo de
Spearman com p<0,05 entre as atividades de lacase e os teores de proteinas sollveis totais nos

EBE-FSM e suas taxas de degradacao dos ésteres de forbol.

Tabela 2. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre a degradacdo de éster de forbol,
concentracdo de proteinas totais e atividade de lacase nos EBE-FSM.

Correlacdo de Spearman | Degradacdo | Proteinas | Lacase
Degradacéo -
Proteinas -0,23804 -
Lacase 0,70136* | -0,17928 -

Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados utilizando coeficientes de
correlacdo de Spearman, em que *p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Entre os extratos de cultivo sélido, o do CC028 apresentou a maior atividade de lacase
observada, com 23407,82 U/mL, seguidos do CC416 (21708,64 U/mL) e EF88 (21543,89

U/mL), que degradaram 80,47, 75,97 e 75,61% dos esteres de forbol, respectivamente, ndo
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havendo correlagdo entre as atividades de lacase e o potencial de degradacdo dos ésteres de
forbol pelos EBE-FES (Tabela 3). O extrato de FES com maior potencial de degradacdo de
ésteres de forbol (CC102) apresentou uma atividade de lacase de 8145,4 U/mL e o segundo
melhor extrato (CC351) 15894,24 U/mL.

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo de Spearman entre a degradacdo de éster de forbol,
concentracdo de proteinas totais e atividade de lacase nos EBE-FES.

Correlagdo de Spearman | Degradacdo | Proteinas | Lacase
Degradacéo -
Proteinas 0,07232 -
Lacase 0,37104 | -0,23653 -

Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados utilizando coeficientes de
correlacdo de Spearman, em que *p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Luz e colaboradores (2014) observaram que P. ostreatus apresenta alta atividade de
ligninases quando cultivado em TSPM com serragem de eucalipto e de xilanase nesta torta com
casca de eucalipto, mas baixas atividades de celulases e lacases. Eles sugeriram que a alta
disponibilidade de monossacarideos no substrato influenciou a expressdo diferencial de
lignocelulases e observaram importante producdo de biomassa e atividade enzimatica em torta
de semente de J. curcas sem adigdo de nenhum outro residuo lignocelulésico.

Entre os extratos da FES, os mais eficientes na degradacdo dos ésteres de forbol foram
0 F3 (F. hepatica CC102), o F10 (G. lucidum CC351), o F2 (P. lecomtei CC040) e o F11(P.
eryngii CC353), com 98, 96, 89 e 88,5% de degradacao, respectivamente (Figura 1B). Os dois
primeiros resultaram em taxas residuais de éster de forbol de 0,045 e 0,075mg/g nas tortas,
respectivamente, podendo ser consideradas atéxicas (<0,09mg/qg).

Bose e Keharia (2014) conduziram as FES da TSPM a 30°C, por 20 dias e, nestas
condigdes, o0 G. lucidum degradou completamente os ésteres de forbol. No presente trabalho, o
extrato de cultivo solido desta espécie (F10 - CC351) degradou 96% dos ésteres de forbol,
resultando em uma TSPM atdxica (0,08 mg/g), e o extrato da FSM reduziu 81% destes ésteres,
nas 72 horas de ensaio, sugerindo que esta cepa G. lucidum CC351 apresenta consideravel
eficiéncia na degradacdo dos ésteres de forbol, apresentando, inclusive, degradacéo superior a
encontrada por Gomes (2015), com a mesma espécie, em 30 dias de cultivo (Tabela 1).
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Grafico 3.Grafico das concentragdes de proteinas sollveis totais em EBE de FSM (A) e em EBE de
FES (B) de TSPM pelos fungos de podridao-branca selecionados. CC028 (G. frondosa) F1, CC040 (P.
lecomtei) F2, CC102 (F. hepatica) F3, CC110 (P. sapidus) F4, CC111 (P. ferulae) F5, CC124 (T.
versicolor) F6, CC154 (P. pulmonarius) F7, CC159 (C. comatus) F8, CC335 (P. florida) F9, CC351 (G.
lucidum) F10, CC353 (P. eryngii) F11, CC389 (P. ostreatus) F12, CC403 (P. ostreatus) F13, CC416
(P. citrinopileatus) F14, CC420 (Pleurotus ssp.) F15, EF16 (Amylosporus sp.) F16 e EF88 (P.
pulmonarius) F17. Foi realizada analise de variancia ANOVA, teste a posteriori de Tukey. Diferenca
estatisticamente significativa com p-valor = *0,5; **0,1; e ***0,05; em relacdo ao controle.

Os extratos de cultivo s6lido e submerso do F6 (T. versicolor CC124) degradaram 76 e
80% dos ésteres de forbol, respectivamente, menos que o observado por Bose e Keharia (2014),
em 20 dias. No entanto deve-se considerar o tempo de atividade dos extratos sobre a TSPM,
que foi de apenas 72 horas. Os extratos do P. sapidus CC110 (F4) e do P. florida CC335 (F9),
em 72 horas, foram mais eficientes na degradacdo desta substancia que as estirpes destas
especies utilizadas por Bose e Keharia (2014), com 73,8 e 85,4% de degradacao pelos extratos
de FES e 86 e 84,4% pelos extratos de FSM, respectivamente, 0 que indica que 0s extratos
enzimaéticos destas cepas crescidas em TSPM ¢ eficiente na degradacdo dos ésteres de forbol

deste coproduto.
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Alguns autores atribuem a degradacao dos ésteres de forbol a atividade de lipase (BOSE;
KEHARIA, 2014; HIDAYAT et al., 2014; JOSHI; MATHUR; KHARE, 2011), no entanto o
extrato de cultivo submerso de EF88, que apresentou o melhor resultado de degradacdo de
ésteres de forbol (100%), ndo apresentou atividades de lipases ou esterases, sugerindo que a
degradacdo destes ésteres foi conduzida por outras enzimas.

As proteinas solUveis totais foram mensuradas em todos os extratos, a fim de estimar o
seu teor de enzimas e 0os EBE de FES de todos os fungos apresentaram concentragdes maiores
de proteinas soluveis totais, quando comparados aos EBE das FSM (Figura 3). A analise de
correlagdo apontou que ndo existe uma relagédo direta (ou inversa) entre as concentracOes de
proteinas solUveis totais nos extratos e as taxas de degradacéo de ésteres de forbol pelos extratos
(Tabelas 2 e 3). Até porgue a obtencdo do extrato resultou na solubilizacdo de muitas proteinas
vegetais da TSPM, incubada por 72 horas (controle), e a degradacdo das proteinas observadas
nos tratamentos com os EBE podem apontar para uma presenga de proteases nos extratos.

Pannus lecomtei CC040 (F2) apresentou um resultado surpreendente na degradagao dos
ésteres de forbol, para os extratos de ambos os cultivos. Ainda ndo hé relatos na literatura da
eficiéncia desta espécie na degradacdo desta substancia e, por isso, a capacidade dos seus EBE
de FES e FSM em degradar os ésteres de forbol em 89,3 e 88,3%, respectivamente, bem como
a sua velocidade de crescimento na TSPM chama a atencdo neste trabalho. Das atividades
enzimaticas investigadas no EBE da FSM de EF88, o melhor dos extratos testados, a maior é a
atividade de lacase, com 583,99 U/mL, seguido das peroxidases totais, com 64,09 U/mL e das
proteases (43,64 U/mL). A tabela a seguir (Tabela 4) mostra uma comparacdo entre as
atividades enzimaticas dos extratos de cultivo submerso de P. pulmonarius EF88 e P. lecomtei
CCo040.

Tabela 4. Valores de atividades enzimaticas nos EBE de FSM de P. pulmonarius EF88 e P.
lecomtei CC040.

Enzimas EF88 CC040
Proteinas totais (mg/mL) 1,91+0,05 2,55+0,08
Lacase (U/mL) 583,99+3,22 101,89+2,26
Protease (U/mL) 43,64+1,71 336,67+8,96
Peroxidases totais (U/mL) 64,09+0,87 25,56+0,87
Mn Peroxidase (U/mL) 0,14+0,03 0,04+0,004
Fpase (U/mL) 0,10+0,00 0,25+0,01
CMCase (U/mL) 0,05+0,00 0,06+0,00
Xilanase (U/mL) 0,04+0,00 0,06+0,00
Beta-glicosidase (U/mL) 0,01+0,00 0,01+0,00
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Lipase (U/mL) ND* ND*
Esterase (U/mL) ND* ND*

Os dados representam a média + E.P.M. (n=3), com analise de variancia ANOVA, teste a posteriori de
Tukey. *ND = Né&o detectado.

FES e FSM de TSPM, também, foram avaliadas por Chang et al. (2014), neste caso,
utilizando cinco estirpes de Bacillus. A FSM, durante 3 dias, por B. smithii, B. sonorensis, B.
licheniformis, B. subtilis e B. coagulans reduziu o teor de ésteres de forbol em 76,5%, 77,1%,
78,4%, 85,5% e 92,0%, respectivamente. E tiveram producdo maxima de xilanase (1,40+0,0
U/mL em 3 dias), de lipase (59,03+£0,26 U/mL em 7 dias), de celulase (17,03+4,90 U/mL em 2
dias) e de protease (15,95+0,35 U/mL em 7 dias), respectivamente. Em sete dias de cultivo
submerso, as cinco espécies de Bacillus degradaram 100% dos ésteres de forbol. Na FES de
20g de TSPM com 50% de umidade inicial, a 25°C, durante 3 dias, por B. sonorensi, B. subtilis
e B. smithii apresentaram reducéo de 86,0%, 83,2% e 93,0% de éster de forbol, respectivamente.
A producdo enzimatica foi superior a do cultivo submerso, com producdo maxima de protease
(14,13+0,30 U/g) e de lipase (3,87+0,64 U/g) em 4 dias e de xilanase (9,72+0,97 U/g) em 3
dias de cultivo por B. smithii e de celulases (2,94+0,06 U/g) por B. sonorensis em 2 dias de
cultivo (CHANG et al., 2014).

No presente trabalho, pode-se observar que existe uma correlacdo entre a degradacao de
éster de forbol e o aumento da atividade de lacase e das peroxidases totais (Tabela 5).
Phengnuam e Suntornsuk (2013) avaliaram o potencial da FES e FSM de TSPM por Bacillus,
na degradacdo dos ésteres de forbol e observaram que B. licheniformis e B. subtilis podem
degradar 60% e 40% destas substancias em 5 dias de FSM, respectivamente. O método mais
eficiente para degradar os ésteres de forbol foi a fermentacdo submersa por B. licheniformis,
que resultou em reducdo de 62% dos ésteres de forbol, o que foi relacionado a atividade de
esterases, que atingiu o maximo de 300 U/mL no final da fermentacdo, quando os ésteres de
forbol foram reduzidos de 103,5 pg/g para 39,4 pg/g. A producdo maxima de protease (0,9

U/mL) foi observada no final de fermentac&o por B. licheniformis.



Tabela 5. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre a degradacéo de éster de forbol, concentracdo de proteinas totais, atividade de lacase,
peroxidases totais, proteases, Manganés peroxidase, Fpase, CMCase, xilanase ¢ $-glicosidase nos EBE-FSM dos fungos EF88 e CC040.

Correlagdo de Degradacéo Proteinas Lacase Peroxidases Protease Manganés Fpase | CMCase | Xilanase | B-glicosidase
Spearman de éster (%) | totais (mg/mL) | (U/mL) | totais (U/mL) (U/mL) | Peroxidase (U/mL) | (U/mL) | (U/mL) (U/mL) | U/mL)
Degradacéo de éster i

(%)

Proteinas totais -

(mg/mL) -0,84067 -

Lacase (U/mL) 0,84067* -0,77143 -

Peroxidases totais - -

(U/mL) 0,89865 -0,94286 0,71429 -

Protease (U/mL) -0,92763* 0,77143 -0,65714 -0,88571* -

Manganés % ) * * ) * -

Peroxidase (U/mL) 0,98561 0,77143 0,88571 0,82857 0,88571

Fpase (U/mL) -0,7537 0,77143 -0,65714 -0,88571* 0,82857* -0,71429 -

CMCase (U/mL) -0,57977 0,2 -0,54286 -0,42857 0,54286 -0,65714 0,6 -

Xilanase (U/mL) -0,69573 0,94286* -0,6 -0,82857* 0,6 -0,6 0,54286 | -0,08571 -
?L'S'n'ff;'dase -0,7045 030861 | -0,61721 | -0,46291 0,52463 -0,77152 0,37033 | 0,83324* | 0,1543 -

Os resultados experimentais dos diferentes tratamentos foram analisados utilizando coeficientes de correlacdo de Spearman, em que *p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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As enzimas, também, foram o foco do trabalho de Xiao et al. (2011), que avaliaram o
tratamento enzimatico (5 mg/g de celulase + 10mg/g de pectinase), por 1 hora, a 50°C e pH
4,5-5,0 combinado com a lavagem com metanol e etanol. Eles observaram remocao total dos
ésteres de forbol, ao se utilizar o tratamento enzimatico com 60 ou 65% destes &lcoois e
atribuiram o sucesso deste tratamento a capacidade das enzimas (celulase e pectinase)
destruirem a parede celular das plantas, expondo os componentes intracelulares, que podem
entdo ser lavados pelos alcoois de cadeia curta (etanol e metanol).

A PCA das enzimas presentes nos EBE-FSM de EF88 e CC040 e degradacao dos ésteres
de forbol por eles (Figura 4) demonstrou valores iguais a 0,99 (PC-1) e 0,006 (PC-2), para 0s
dois primeiros componentes principais, que mostraram uma variancia acumulada de 99,6%.
Observa-se que ocorre um aumento da degradacédo dos ésteres de forbol, em funcédo do aumento
das atividades de lacase e peroxidases, enquanto o aumento de proteases, CMCase, Xilanase e
FPase esta relacionado com a diminuicdo da degradacédo de éster de forbol, apesar da literatura
apontar a acdo de proteases na degradacéo de ésteres (PHENGNUAM; SUNTORNSUK, 2013)
e mencionar que a acdo das celulases, xilanases e manganés peroxidases sobre parede celular
vegetal pode auxiliar nesta destoxificacdo (CHANG et al., 2014; JOSHI; KARE, 2011;
KASUYA et al., 2012; LUZ et al., 2014; XIAO et al., 2011).
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Graéfico 4. PCA das enzimas presentes nos EBE-FSM de EF88 e CC040 e da atividade na degradacdo
dos ésteres de forbol.
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4 CONCLUSOES

Os resultados da presente investigacdo permitem concluir que os extratos enzimaticos
de alguns fungos de podridao-branca tém a capacidade de degradar os ésteres de forbol em
TSPM. As enzimas liberadas no meio com 5% de TSPM, durante sete dias de crescimento de
P. pulmonarius EF88, sdo capazes de reduzir os ésteres de forbol para niveis indetectaveis em
apenas 72 horas e 0s EBE de FES e FSM de P. lecomtei apresentaram resultados inéditos de
degradacéo destes ésteres, podendo representar uma fonte alternativa de enzimas degradadoras.
A destoxificacdo enzimética é mais rapida que as fermentacGes microbianas descritas e
processos de otimizacdo podem agilizar ainda mais a acdo destas enzimas.
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