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RESUMO
Na busca de fontes renovaveis de energia destaca-se a producédo de biodiesel, bicombustivel
obtido pelo processo de transesterificacdo realizada mediante a mistura de éleo vegetal ou
gordura animal em metanol ou etanol, na presenca de um catalisador. Um dos principais
residuos gerados pela producdo de 6leos para obtencdo de biodiesel é torta, e que apresenta
alto potencial para complementacdo da alimentagdo animal. Entretanto algumas tortas
apresentam compostos tdxicos naturais em sua composic¢ao o que limita seu uso. Entre estas
tortas temos a de caroco de algodao, que possui em sua formulacdo gossipol livre e a torta
de semente de pinhdo-manso que apresenta ésteres de forbol em sua composicdo que é
toxico para animais e humanos. Diante da limitagdo para o uso destas tortas devido &
presenca de compostos toxicos, o presente estudo tem como objetivo promover a
destoxificacao de torta de semente de pinhdo-manso (TSPM) e de caroco de algoddo (TCA)
pelo processo de fermentacdo em estado sélido usando os fungos filamentosos do filo dos
ascomicetos (MB 2.1, MB 2.7 e MB 2.13B) e basidiomicetos (EF 41, EF 71 e EF 79). Os
fungos filamentosos que apresentaram maior potencial de reducdo do gossipol livre foram
EF 79, com reducdo do gossipol livre em 86,67%, e MB 2.7 com reducdo do gossipol livre
em 72,80%. O teor de gossipol livre presente na torta in natura era de 8,43 mgg™, apés o
processo de fermentacdo o teor foi reduzido para 1,12mgg™ com EF 79 e 2,29 mgg™ com
MB 2.7. Dos fungos utilizados no processo de fermentacdo para a torta de semente de
pinhdo-manso, apos 15 dias de fermentacdo EF 71 e MB 2.13B reduziram em meia 90% dos
ésteres de forbol. O EF 71 promoveu a reducdo dos 92,02% dos ésteres de forbol e MB
2.13B a reducdo de 90,46%. O teor dos ésteres na torta in natura era de 1,15 mgg™, apés a
fermentacdo com o fungo EF 71 o teor observado foi de 0,09 mgg™ e, com o fungo
MB2.13B foi de 0,11mgg™. Apds o processo cultivo microbiano foi possivel a reducio dos
compostos tdxicos na torta, como também melhorar sua qualidade nutricional, observado por
meio dos resultados de andalises bromatoldgicas. Dessa forma o processo de cultivo estado
solido usando os fungos apresentou-se como uma alternativa vidvel para agregar valor aos
residuos agroindustriais destinados & alimentagdo animal, que poderdo ser confirmados
quando dos ensaios in vivo com adi¢cdo de tortas pre-tratadas biologicamente pelos fungos

insumos para composicao de ragdo de animais (monogastricos ou poligastricos).

Palavras chave: Basidiomicetos, ascomicetos, torta de caro¢o de algodédo, gossipol, torta

semente de pinhdo-manso, éster de forbol, destoxificacao
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ABSTRACT

In the search for renewable sources of energy, stand out the biofuel production obtained
through the transesterification process performed by mixing vegetable oil or animal fat in
methanol or ethanol, in the presence of a catalyst. One of the main residues generated by the
production of oils to obtain biofuel is cake, which has high potential for complementing
animal food. However some cake has natural toxic compounds in their composition which
limits their use. Among these cakes are the cottonseed, which has in its formulation free
gossypol and the jatropha seed cake that has esters of phorbol in its composition which is
toxic to animals and humans. Given the limitation for the use of these cakes due to the
presence of toxic compounds, the present study aims to promote the detoxification of
Jatropha curd (TSPM) and cottonseed seed cake (TCA) by the solid state fermentation
process. Using the filamentous fungi of the Ascomycete phylum (MB 2.1, MB 2.7 and MB
2.13B) and Basidiomycetes (EF 41, EF 71 and EF 79). The filamentous fungi with the
highest potential for free gossypol reduction were EF 79, with free gossypol reduction by
86.67%, and MB 2.7 with free gossipol reduction by 72.80%. The free gossypol content
present in fresh cake was 8.43 mgg-1, after the fermentation process the content was reduced
to 1.12mgg-1 with EF 79 and 2.29 mgg-1 with MB 2.7. From the fungi used in the
fermentation process for jatropha seed cake, after 15 days of fermentation EF 71 and MB
2.13B reduced by 90% of phorbol esters. The EF 71 promoted a reduction of 92.02% of
phorbol esters and MB 2.13B a reduction of 90.46%. The esters content in fresh cake was
1.15 mgg-1, after fermentation with the fungus EF 71 the observed content was 0.09 mgg-1
and with the fungus MB2.13B was 0.11mgg-1. 1. After the microbial cultivation process it
was possible to reduce the toxic compounds in the cake, as well as improve its nutritional
quality, observed through the results of bromatological analysis. Thus the solid state
cultivation process using the fungi presented as a viable alternative to add value to the
agroindustrial residues destined for animal food, which can be confirmed by the in vivo tests
with the addition of pre-treated cakes biologically treated by the fungi to animal food

composition (monogastric or polygastric).

Keywords: Basidiomycetes, ascomycetes, cottonseed cake, gossypol, jatropha seed cake,

phorbol ester, detoxification
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com 0 meio ambiente preconiza a busca por fontes
alternativas de energia no Brasil e no mundo. As pesquisas tém se concentrado no
desenvolvimento de novos insumos basicos, de carater renovavel, para a producdo de
combustiveis que possam substituir os derivados de petroleo, e coloca as biomassas
oleaginosas vegetais em um papel de destaque, em razdo da sua natureza renovavel. Desde a
obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao diesel o Brasil busca aumentar a participacdo de
fontes de energia renovaveis em sua matriz energética com uma participacdo em torno de
43,8% (LEONETI et al., 2012).

A producéo de biodiesel, a partir dessas fontes de vegetais, gera uma quantidade
significativa de coprodutos para a alimenta¢do animal, sendo usados como fonte nutricional,
devido ao elevado teor de proteinas. Basicamente estardo disponiveis para a alimentacao
animal a torta, se a extracdo do 6leo for fisica (prensagem), ou o farelo, quando o material é
submetido a extracdo quimica (com solventes) apds o processo de extracdo fisica
(ABDALLA et al.,, 2008; PERREIRA, 2011). Alguns setores da agroindustria geram
centenas de toneladas de residuos que por vezes ndo sdo totalmente utilizados ou sdo pouco
reutilizados. Visando maior aproveitamento desses residuos diversos estudos buscam
alternativas para a utilizacdo das tortas ou farelos das oleaginosas na alimentacdo animal,
entretanto, cada uma apresenta particularidades no que diz respeito a cuidados antes de
serem fornecidas aos animais devido a presenca de fatores tdxicos ou antinutricionais
(RODRIGUES & RONDINA, 2013). O uso destes subprodutos na alimentacdo animal
permite 0 aumento da produtividade e contribui para menor emissédo de gases de efeito estufa
pelos animais, gerando créditos de carbono e atendendo ao interesse da iniciativa privada
(ABDALLA et al., 2008).

A semente de algoddo é uma das mais importantes fontes de 6leo vegetal de boa
qualidade, e sua torta rica em proteina é utilizada como suplemento proteico na alimentacao
animal (EMBRAPA, 2017). Tem sido demonstrada a viabilidade do uso do 6leo de algodao
como matéria prima para a producéo de biodiesel. A semente de algoddo tem sido utilizada
para alimentacdo de ruminantes, pois apresentam alto valor energético devido ao seu elevado
teor de Oleo, proteina e fibra. Entretanto o caroco de algoddo apresenta limitagdo quanto ao

seu uso na dieta de animais devido ao teor de gossipol (ROMERO, 2013).

15



O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) é uma oleaginosa que possui alta producéao
de grdos e 0leo vegetal, pertencente a familia Euphorbiaceae, que pode ser encontrado na
forma de arvore ou arbusto aleatoriamente na natureza ou como cercas Vivas
(NASCIMENTO, 2013). O principal subproduto da producdo de biodiesel a partir do
pinh&o-manso € a torta. Essa torta é rica em proteina bruta, no entanto, apresenta teores de
compostos toxicos e antinutricionais impedindo a sua utilizacdo diretamente na alimentacdo
animal, tais como ésteres de forbol, lectina inibidor de tripsina e fitato. Os ésteres de forbol
sdo 0s principais componentes toxicos presentes das sementes e sua concentracao varia de

acordo com a variedade de pinhdo-manso analisada (RODRIGUES, 2015).

As tortas toxicas dessas oleaginosas podem ser destoxificadas por métodos
quimicos, fisicos ou bioldgicos. A biodestoxificacdo de biomassas residuais ja é uma
realidade e tem se mostrado eficiente, seja ela bacteriana, enzimatica ou fungicas. Os fungos
sd0 organismos extremamente importantes na producdo de alimentos como os produtos
fermentados, bebidas alcodlicas, na inddstria farmacéutica, no processo de biodegradacédo e
tratamento bioldgico de efluentes. Uma aplicacdo dos fungos que vem crescendo nos Gltimos
anos é sua utilizacdo na agricultura para degradacgdo de substancias toxicas (ABREU et al.,
2015). Eles estdo sendo empregados em residuos de biodiesel destinados a ra¢do animal,
pois melhoraram a qualidade nutricional, elevando seu teor proteico e degrada a lignina,
aumentando a fracdo hemicelulésica e digestibilidade (WANG et al., 2012; ZILIOTTO,
1997). Segundo a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAQO) o
cultivo de macrofungos em residuos agroindustriais abundantes é uma alternativa lucrativa e
economicamente viavel como por exemplo no cultivo de cogumelos comestiveis. Entretanto
ha necessidade de estudos para conhecimento desses residuos e de seus tratamentos antes de
oferecé-los a animais, uma vez que ruminantes e monogastricos possuem exigéncias
nutricionais diferentes (VILLAS BOAS et al., 2002; OWEN et al., 2012).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de fungos basidiomicetos e ascomicetos em degradar gossipol livre

(GL) em torta de caroco de algoddo (TCA) e ésteres de forbol (EF) em torta de semente

de pinhdo-manso (TSPM) quando cultivados por fermentacdo em estado sélido (FES)

visando a utilizagdo destas tortas na alimentacdo animal.

2.2 Objetivos Especificos

v" Determinar as concentracdes de GL na TCA pré e p6s cultivos fungicos;

<\

Determinar as concentragtes EF na TSPM pré e pds cultivos fungicos;

v" Selecionar os fungos filamentosos com maior eficiéncia na degradacdo GL na TCA e
EF na TSPM durante os cultivos fungicos por meio da avaliacdo cinética de
degradacdo dos mesmos;

v" Determinar a composicao centesimal das TCA e TSPM pré e pos cultivos fungicos.

v" Determinar os teores de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante total das

TCA e TSPM pré cultivos fungicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Torta de caroco de algodao e gossipol

O algodoeiro é uma planta dicotiledénea, da familia Malvaceae, sendo vérias
espécies do género botanico Gossypium L. A fibra € o principal produto do algodoeiro,
apresentando inumeras aplica¢des nas industriais, entre as quais confec¢do de fios para
tecelagem, algoddo hidrofilo para enfermagem, confeccdo de feltro de cobertores, de
estofamentos, obtencdo de celulose, entre outros. O algodoeiro é cultivado no Brasil, em trés
macrorregides, a Norte—Nordeste, na Centro—Oeste e na Sul-Sudeste. Em todas elas
encontram-se diferentes sistemas de producao, desde pequenas glebas, de agricultura familiar,
até culturas empresariais, de alto nivel tecnolégico. O algodoeiro é uma planta exigente,
guanto a qualidade do solo, com um ciclo de aproximadamente 160 dias, e dependendo do
desenvolvimento e producdo das plantas, um suprimento de 750 a 900 mm de agua, bem
distribuidos no periodo. Ap6s os 130 dias de idade da cultura, chuvas excessivas ou
persistentes comprometem a producdo e a qualidade do produto. Durante todo o ciclo,
necessita de dias predominantemente ensolarados, com temperaturas médias entre 22 e 26°C
(BIODIESELBR, 2017; SEAGRI, 2012).

A semente de algoddo € uma das mais importantes fontes de 6leo vegetal de boa
qualidade, ¢ muito rica em proteina, utilizada como suplemento protéico na alimentacao
animal (EMBRAPA, 2017). Tem sido demonstrada a viabilidade do uso do 6leo de algodao
como matéria-prima para a producdo de biodiesel. O algoddo é uma planta singular, pois é
fibrosa e oleaginosa, com teor de 6leo variando entre 14 a 25 %. Estudos mostraram
conversdo de 98,6 % do Oleo de algoddo em ésteres etilicos (biodiesel) apresentando
caracteristicas fisico-quimicas: indice de acidez 0,55 mgg™, densidade 0,876 a 20 °C (g/cm®),
indice de saponificacio 190 mgKOk/g, indice de iodo 99,9 g100g™, indice de cetano 44
minimo e ponto de fulgor de 160 °C (BELTRAO & OLIVEIRA, 2008).

Devido ao alto teor de 6leo e qualidade do dleo, o algoddo também é matéria-
prima para a producdo de biocombustiveis, ocupando no Brasil, lugar de destaque na
producéo de biodiesel, sendo as principais fontes soja e sebo (MOTTA, 2014; CREMONEZ
et al.,2015; BIODIESELBR,2017). Os principais componentes do 6leo de algodédo séo: acido
linoleico (46,7%-58,2%) e palmitico (21,4%-26,4%) em maior porcentagem, seguidos por
acido oléico (14,7%-21,7%) e estearico (2,1%-3,3%), de acordo com o Codex Alimentarius
(FAO, 2015; WHO, 2015). Um dos produtos oriundos da producgdo de biodiesel é a torta de
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algodéo, que tem sido utilizada para alimentacdo de ruminantes, pois apresentam alto valor
energético devido ao seu elevado teor de 6leo, proteina e fibra. A fibra proporciona maior
qualidade a essas tortas, favorecendo sua inclusdo na dieta de ruminantes. Entretanto o caroco
de algoddo apresenta limitacdo quanto ao seu uso na dieta de animais devido ao teor de
gossipol (ROMERO, 2013).

O gossipol é um aldeido polifendlico produzido por glandulas de secrecéo interna
do algodoeiro (Gossypium ssp) considerado um terpeno incomum que confere a planta
resisténcia contra pragas, incrementando a sobrevivéncia do vegetal. O gossipol apresenta-se
como uma mistura de esteroisdbmeros (+) e (-), com o isdbmero negativo (-) apresentando
maior atividade biol6gica. O gossipol aparece nas plantas como pequenas manchas pretas
distribuidas nas folhas, sementes e raizes. Por esse motivo existem limitacfes ao fornecimento
de caroco de algoddao na alimentagdo animal, pois em altas quantidades pode causar
infertilidade em machos (SALDANHA & BELO, 2016; McCAUGHEY et al., 2005;
GADELHA et al., 2011).

Figura 1: Estrutura quimica do Gossipol  Fonte: Self-made, 2006

Nas plantas o gossipol é encontrado de duas formas, a forma livre e a
conjugada. Os grupos aldeidos presentes no gossipol reagem facilmente com as aminas
presentes nas cadeias laterais de aminoacidos, levando a formagdo do chamado gossipol
conjugado. A forma conjugada é produzida através de ligacGes covalentes do gossipol livre
com grupos épsilon-amino de lisina e arginina. A forma de gossipol conjugado ndo é

extraivel com solventes organicos, mas pode ser liberado como gossipol livre por
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tratamento com acidos. O gossipol conjugado é formado durante o armazenamento de
produtos de algoddo e sua formacdo é acelerada pelo calor e umidade, condi¢bes
encontradas durante o processamento de sementes de algoddo. Embora o gossipol
conjugado seja considerado menos absorvivel pelo epitélio intestinal, ocorre a reducdo da
disponibilidade de aminodcidos para a absorcdo pelo animal, principalmente a lisina
(CAMARA, 2015).

A concentracdo de gossipol no algodoeiro pode variar de acordo com a espécie
e variedade da planta, a temperatura, o solo, a disponibilidade de agua, o fertilizante
utilizado e o estagio vegetativo, e encontra-se entre 0,8% a 1,4% da materia secada
semente. A presenca de gossipol no algodoeiro tem relacdo positiva com a umidade dos
solos e negativa com altas temperaturas. Geralmente, o caro¢o de algoddo integro apresenta
todo o seu contetdo de gossipol na forma livre (MORGAN, 1989; RANDEL et al. 1992,;
EMBRAPA, 2017; ROGERS et al., 2002).

Estudos mostram que o gossipol pode reduzir a capacidade carreadora de
oxigénio no sangue, resultando em respiracfes curtas e edemas pulmonares. Os sinais de
intoxicacdo aguda pelo gossipol incluem dificuldade de respiracdo, dispnéia, diminui¢do da
taxa de crescimento, anorexia, fraqueza, apatia e morte depois de varios dias. Apds mortes
por consumo de gossipol, analises de necrdpsia indicaram derrames pleural e abdominal,
necrose centrolobular do figado, edema generalizado, congestdo dos pulmdes e do figado e
degeneracdo das fibras cardiacas, podendo provocar morte subita em bezerros (PAIM et al.,
2010; GOMES et al., 2014; GADELHA et al., 2011).

O gossipol é considerado toxico para espécies ndo ruminantes e ruminantes,
seus efeitos toxicos, entretanto sdo maiores para 0s monogastricos, Como suinos e aves, que
sdo bastante suscetiveis a toxicidade de gossipol, assim como 0s pré-ruminantes, podendo
reduzir a capacidade carreadora de oxigénio no sangue, resultando em respiragdes curtas e
edemas pulmonares. Alguns sinais de toxicidade do gossipol foram relacionadas a uma
diminuicdo das concentracOes de antioxidantes e um aumento na formacdo de espécies
reativas de oxigénio, pois o gossipol pode interagir com membranas bioldgicas,
promovendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Estudos sugeriram que 0s
antioxidantes desempenham um papel fundamental no metabolismo de gossipol. Em altas
doses, o gossipol também reduz a atividade de sistemas enzimaticos de cadeias de
transporte de elétrons mitocondrial e desconecta os processos de respiracdo e fosforilagdo
(GADELHA et al., 2011).
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Os sinais da intoxicacdo aguda sdo correlacionados a reducdo da capacidade
carreadora de oxigénio no sangue, resultando em respiracOes curtas e edemas pulmonares.
A ocorre por meio da ingestdo prolongada, uma vez que os niveis desta substancia no
algoddo ndo sdo suficientemente altos para poder promover intoxicacdo aguda (SOTO-
BLANCO, 2008; GADELHA et al., 2011). O gossipol é um pigmento amarelado toxico
que age como inibidor da atividade de diversas enzimas, tais Mg-ATPase e Ca-Mg-ATPase
nas membranas plasmaticas dos espermatozdéides. Estudos mostram que o gossipol interfere
na reproducdo, animais fémeas expostas a esta substancia apresentaram interferéncia no
ciclo estral, gestacdo e no desenvolvimento embrionario inicial (RANDEL et al., 1992;
1996; GADELHA et al., 2011). Em roedores, o gossipol promoveu aumento no nimero de
ciclos estrais irregulares (LIN et al., 1985), diminuicdo da taxa de prenhez. Devido ao poder
de provocar esterilizacdo, 0 uso desse composto como um farmaco para supressao da
espermatogénese em humanos advém da década de 80, o Gossipol foi estudado
experimentalmente para sua utilizagdo como um contraceptivona medicina humana. (QIAN
et al., 1980). No entanto, sua seguranca tem sido questionada devido a ocorréncia de
esterilidade irreversivel e hipocalemia severa, com consequente fadiga e apatia (KOGAN &
WALD, 2014).

Estudos mostram que a quantidades maximas de caroco de algoddo na dieta
animal ruminante € de 15%, o que minimiza os efeitos prejudiciais do excesso de gordura
sobre a digestibilidade da fibra. Dietas com até 30 mg de gossipol por quilo de peso vivo
ndo causam efeito tdxico sobre a quantidade e qualidade do sémen. Em fémeas o0 consumo
de mais de 36,0 mg de gossipol livre/kg de peso vivo resulta em reducdo na qualidade e
desenvolvimento embrionério in vivo e in vitro (PIRES et al., 1997). O gossipol ndo
émetabolizado pelos microrganismos do rimen e, por isso, énecessaria atencdo aos teores
de gossipol nas dietas, principalmente, para animais com alta ingestdo de matéria seca,como
animais de alta producéo.

Para o aproveitamento da torta de algoddo, diversos estudos vém sendo
realizados visando seu processo de destoxificagdo. Nagalakshmi e colaboradores (2003)

concluiram que o cozimento e o tratamento com hidroxido de calcio [Ca(OH),] podem ser

usados em subprodutos do algoddo, visando a diminuicdo dos efeitos do gossipol nos
animais. A peletizacdo é outro processamento que contribui para diminuir este potencial,
que consiste em provoca modificacdo nas propriedades quimicas do gossipol por meio do
calor umido (IEPEC, 2018).
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Outra forma para obtencdo sementes de algoddo atoxicas é o melhoramento
genético da planta, obtendo variedades com baixos teores de gossipol. O cultivo de algod&do
sem gossipol livre ou reduzido ampliaria o0 uso da torta e do farelo na alimentacao animal
(monogastricos e poligastricos) como também na alimentacdo humana, entretanto como o
gossipol € um composto que inibi 0 ataque a pragas, essas variedades ndo alcancariam o
mercado, pois ficaram mais suceptiveis a infestacdo de insetos e outras pragas (ARAUJO et
al., 2003; EMBRAPA, 201). Os tratamentos bioldgicos para destoxificacdo da torta de
caroco de algoddo usando microrganismos vém ganhando forca por meio dos resultados
cientificos divulgados nos altimos anos. Microrganismos como Aspergillus oryzae (LIM;
LEE, 2011), Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisae e Aspergillus niger (ZHANG et
al., 2006; YANG et al., 2011) apresentaram resultados positivos na degradacéo de gossipol
livre. Os macrofungos também ganharam destaque nestas ac¢des, incluindo basiodiomicetos
degradadores de gossipol e ésteres de forbol em meio liquido. ARAUJO et al. (2015)
avaliou o potencial de macrofungos com agentes desconstrutores e destoxificadores de
estruturas e biomoléculas presente no caroco de torta de algoddo. CUNHA et al. (2018)
estudou o potencial de macrofungos da biodiversidade amazoénica para degradacdo de
ésteres de forbol presente na torta de pinhdo-manso. Os macrofungos também apresentam
potencial para serem usados na alimentacdo, pois alguns sdo comestiveis, GOMES el at.
(2015) avaliou a degradacao de ésteres de forbol em torta de pinhdo-manso e a producao de

macrofungos comestiveis.

3.2 Torta de pinhdo-manso e esteres de forbol

O género Jatropha é originario da América tropical, com aproximadamente 170
espécies, incluindo o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.). Essa espécie estd presente em
areas de mata nativa e é cultivada das Américas do Sul e Central, Africa, india, sudeste da
Asia e Australia. O género possui diversos compostos com atividades biolégicas variadas,
além da presenca de 6leo em seus frutos, considerado uma cultura rustica, adaptada as mais
diversa condicdes climaticas, que sobrevive bem em condic¢Ges de solos marginais de baixa
fertilidade natural. O pinhdo-manso é uma espécie perene pertencente a familia das
Euforbidceas, mesma familia da mamona, mandioca e seringueira, e esta amplamente
distribuido em &reas tropicais e subtropicais (ARRUDA et al., 2004; CARELS, 2009;
LAVIOLA & DIAS, 2008).
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O pinhdo manso produz sementes de facil colheita ricas em 0leo, razdo que o
torna competitivo internacionalmente. Suas caracteristicas também superam o padrdo de
qualidade do oleo de colza (canola) comercializado, hoje, na Europa (DABDOUB et al.,
2009). E uma espécie com muitas utilidades e atributos, apresentando usos na medicina
tradicional humana e animal, na producdo de sabdo, cosméticos e adubo orgénico
(OPENSHAW, 2000). O pinhdo-manso destaca-se entre as oleaginosas com potencial para a
producdo de biodiesel, apresentando caracteristicas desejaveis como: potencial de altos
rendimentos de grédos e Oleo, boa qualidade do Oleo para a producdo de biodiesel,
adaptabilidade a diferentes regides, precocidade e longevidade. E uma planta considerada
tolerante a seca, tem menos necessidade de nutrientes, utiliza insumos trabalhistas mais
baixos e ndo compete com a producdo de alimentos se cultivada em terras marginais,
tornando uma planta oleaginosa com potencial para o desenvolvimento ambiental
sustentdvel (PANDEY et al., 2012).

Cerca de 60,% do teor médio de 6leo encontrado nas sementes sdo compostos
basicamente por 14,3% de &cido palmitico, 5,1% de &cido estearico, 41,1% de &cido oléico e
38,1% de é&cido linoleico; possuindo ao final um valor médio de 20% de acidos graxos
saturados e 80% de &cidos insaturados. Entretanto, assim como nas demais culturas
oleaginosas, a composicédo e teor de cada acido graxo de 6leos vegetais com potencial para
biocombustiveis podem variar de acordo com as condi¢Bes climéticas, classe de solo,
localizacdo geografica, estadio de maturacdo das sementes, variedades e praticas
agrondmicas, entre outros fatores (RODRIGUES et al., 2013; SINHA et al., 2015).

A torta é o residuo resultante da prensagem dos grdos de pinhdo-manso para a
extragcdo do 6leo. A composicgdo da torta pode variar em fun¢do do modo de extracdo (prensa
mecanica ou extracdo por solvente), do tipo de gréos e do teor de 6leos nos graos. Estudos
sobre a composicao indicam que a torta de pinh&o-manso € rica em proteina, podendo chegar
a 46%, dependendo do método de extragdo do Oleo. Devido ao alto valor proteico e a
qualidade de suas proteinas, com relacdo a composi¢do de aminoacidos, a torta de pinh&o-
manso possui um potencial para uso na nutricdo animal. Até o0 momento, porém, este uso
estd impossibilitado devido a presenca de fatores antinutricionais e de componentes t0xicos
(GONCALVES et al., 2009; DURAES et al., 2011).
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O principal componente toxico nas sementes e na torta de pinhdo-manso é o éster
do forbol, é toxico para animais, como bovinos, suinos e aves, podendo agir de duas formas:
crénica (inducao na formacao de tumores) e aguda (resposta inflamatoria intensa). Os ésteres
de forbol séo diterpenos tetraciclicos derivados do composto tigliane, sdo metabolitos
secundarios de plantas, desempenhando papéis importantes no desenvolvimento e
crescimento, interacdes ecoldgicas e defesa contra patdgenos e pragas. Estudos ja
caracterizaram 6 tipos diferentes de éster de forbol (isbmeros) em Jatropha curcas e todos
possuem a mesma estrutura primaria 12-desoxi-16-hydroxyphorbol, e, séo nomeados como
fatores de Jatropha C1-C6 conforme a distribuicdo de carbonos nas cadeias laterais (GOEL
et al., 2007).

OH

Figura 2: Estrutura quimica do éster de forbol Foto: Charlesy, 2009

Na forma aguda, a intoxicacao por ésteres de forbol se manifesta por uma resposta
inflamatoria intensa, que é um dos primeiros sintomas. No caso de contato, a inflamacgéo
ocorre geralmente na area de contato e olhos, e no caso de ingestdo essa inflamacdo sera
principalmente no estdbmago. Na toxicidade cronica promove crescimento de tumores pelo
mecanismo de ligacdo, pois este imita a acdo do diacilglicerol, composto responsavel por
ativar a proteina quinase C (PKC), a qual regula o crescimento e diferenciacdo celular. A
ativacdo prolongada dessa enzima pode levar a uma resposta miogénica, aumentando a
eficacia de agentes cancerigenos. Os esteres de forbol sdo considerados co-carcindgenos, pois

ndo induzem a formacao de tumor, mas promovem seu crescimento (SHARATH et al, 2014).
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Diversos estudos com animais, ruminantes (bovinos e caprinos) ou né&o-
ruminantes (camundongos, ratos, frangos, peixe, humanos), demonstraram que as sementes
sdo toxicas. Em ruminantes foram testadas doses agudas de 2,59 sementes/Kg de peso do
animal/dia e crénicas 0,025g sementes/Kg de peso do animal/dia por 14 dias e, que levaram
todos os animais & morte. Os primeiros sinais foram de diarréia, dispnéia, desidratacéo e perda
de condicdo geral, associados com alguns achados patoldgicos. Os ésteres de forbol séo
compostos termicamente estaveis e podem suportar a temperatura de até 160 °C durante 30
minutos. Estudos mostraram que é possivel reduzir os niveis desses ésteres em tortas ou
farelos pela combinacdo de tratamentos quimicos e térmicos (CRUZ, 2012; MAKKAR et al.,
1997; RAKSHIT et al., 2008).

A TSPM ¢é um excelente adubo organico, rico em nitrogénio, fosforo e potéssio.
No entanto, poder-se-ia dar esta destinacdo as cascas dos frutos e das sementes, aproveitando
a torta rica em proteina (46-63%, dependendo do método de extracdo do Oleo) como
suplemento proteico altamente nutritivo na racdo de ruminantes de pequeno e grande porte,
entretanto o uso da torta para esta finalidade estd impossibilitado devido a presenca de fatores
limitantes toxicos (ésteres de forbol). Embora, o género Jatropha apresenta-se
predominantemente composto por espécies tdxicas, existem espécies com baixos teores dos
ésteres de forbol, considerados naturalmente atdxicos. A concentracdo de ésteres de forbol
varia de acordo com 0 acesso genético de Jatropha curcas usado. Fatores como clima e
altitude também influenciam no teor de éster de forbol na semente. A concentracdo pode
variar de 0,82 a 3,85 mgg™’ na semente e de 2 a 4 mgg'no 6leo. No México foram
encontradas variedades de pinhdo-manso livres de ésteres de forbol ou em quantidades
minimas, uma delas considerada atoxica, a qual apresentou baixo teor de ésteres de forbol
(0,11 mg g*), enquanto que nas variedades toxicas foram encontrados valores elevados, com
teor maximo de 2,70 mg g1 de ésteres de forbol (MAKKAR et al., 1997; MAKKAR et al.,
2008).

Mesmo com a toxicidade do pinhdo-manso, varias regides utilizam todas as partes
da planta na medicina tradicional para tratar doencas humanas e de animais. De acordo com
GUBITZ et al., (1999) a decocgédo preparada com as folhas € utilizada como remédio para
tosse e anti-séptico. Na India suco das raizes e o latex do pinhdo manso so utilizados para
tratar inflamacdes genitais (MEENA & YADAYV, 2010). Na Itélia as folhas, o caule, as raizes
e as sementes sdo indicadas como anti-helminticos (DIELH et al., 2004). Na medicina
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etnoveterinaria, o suco obtido dos frutos é utilizado como antiinflamatério (GRADE et al.,
2009). Os principais constituintes para tais tratamentos detectados nas sementes sdo a
toxoalbumina curcina, ésteres de forbol, terpenos e taninos (ABDEL GADIR et al., 2003;
ILELABOYE & PIKUDA, 2009). Estudos realizados em camundongos por SHETTY e
colaboradores (2006) verificaram que o extrato bruto de pinhdo-manso acelerou o processo de

cicatrizacdo de feridas por varios mecanismos ainda ndo esclarecidos.

Os coprodutos da extracao do 6leo de pinhdo-manso, livres de substancias toxicas,
seriam um alimento alternativo, de baixo custo com alto valor nutricional. O principal
interesse da sua utilizacdo esta relacionado com a qualidade e quantidade significativa de
proteina, nitrogénio, potassio e sodio além de outros componentes nutricionais importantes na
alimentacdo animal presentes nesta oleaginosa. Varios tratamentos para a eliminacdo dos
ésteres de forbol vém sendo estudados, tais como tratamento fisico-quimico, solventes
organicos e inorganicos, mas esses procedimentos ndo sdo apenas caros, mas também tém
alguns impactos negativos no meio ambiente. PHASUKARRATCHAI et al.(2012) utilizou a
luz solar e a luz fluorescente para acelerar a degradacdo dos ésteres. Outro método € a
extracdo quimica dos ésteres, através do emprego de surfactantes e solventes organicos,
Guedes et al. (2014)observaram reducdo de 97,30% a concentracdo dos ésteres em torta apds

um processo de extracdo de 8 horas.

Aplicacdo de microorganismos capazes de degradar os compostos tdxicos
presente no pinhdo-manso representa uma estratégia promissora para a eliminacdo dos ésteres
de forbol. BELEWU e SAM (2010) utilizaram os fungos Aspergillus niger, Penicillium
chrysogenum, Rhizopus oligosporus, Aspergillus nigricans e Trichoderma longibrachitum na
degradacdo de ésteres de forbol em condi¢bes de fermentacdo no estado solido (FES).
VEERABHADRAPPA et al. (2014) observaram degradacdo significativa dos ésteres
com Aspergillus versicolor, relatando uma reducdo de 81,1% nos niveis de ésteres de forbol
apos a FES. Além dos fungos, algumas bactérias também mostraram-se promissoras na
degradacdo dos esteres de forbol observou reducdo de 92,78% dos ésteres utilizando uma
cepa da bactéria Gram-negativa Morganella morganii, isolada de material de sementes de
sementes de J. Curcas, apés 4 dias de incubacdo. Pseudomonas aeruginosa tambem tem sido
efetivamente empregada na degradacdo dos esteres,com degradacdo completa dos ésteres na
biomassa solida residual apds 9 dias. Cinco linhagens de Bacillus sp. degradaram de 76,5% a
92,0% dos EF ap06s 3 dias de cultivo, e 100% em de sete dias (CHANG et al., 2018).
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3.3 Fungos: basidiomicetos e ascomicetos

Os fungos séo popularmente conhecidos como mofos e bolores, sendo lembrado
na maior parte das vezes somente pelos danos que algumas espécies causam, entretanto o0s
fungos proporcionam inimeros beneficios, tais como: acdo fermentativa de fungos na sintese
de &lcool etilico e didxido de carbono, os quais sdo imprescindiveis na producdo de bebidas
como vinho e cerveja, alimentos como paes e massas em geral. Algumas espécies podem
ainda proporcionar sabor e aroma distintos em diferentes tipos de queijos. O consumo de
cogumelos comestiveis é pratica comum entre populacdes de varios paises, principalmente
0s orientais, e em nosso pais, sua utilizacdo vem crescendo a cada dia (SILAVA &
COELHO, 2006).

Os fungos sdo organismos eucariontes, unicelulares (leveduriformes) ou
multicelulares (filamentosos), haploides (homo ou heterocariéticos), com parede celular
contendo quitina e alfa-glucano. Nao apresentam plastos ou pigmentosfotossintéticos. Todos
os fungos conhecidos, com poucas excec¢des, tém origem nos esporos (reproducdo sexuada)
ou conidios (reproducdo assexuada), corpusculos que podem ser comparados as sementes
das plantas superiores, embora ndo sejam morfologicamente semelhantes a estas.Os esporos
ou conidios, para germinarem, necessitam de calor e umidade e o resultado desta germinacao
é a formacdo de um ou mais filamentos finos, conhecidos como tubos germinativos ou hifas
(quando fungo filamentoso). Estes tubos se ramificam em todos os sentidos formando uma
massa filamentosa, chamada micélio, que constitui o sistema vegetativo, responsavel pelo
desenvolvimento fungico e pela absor¢do dos alimentos. Os filamentos simples ou
ramificados que formam o micélio sdo denominados hifas. Na maioria dos casos, 0 sistema
vegetativo encontra-se no interior dos tecidos parasitados, no solo ou na matéria organica em
decomposicdo. Com a formacdo dos esporos ou conidios é necessario que estes tenham
acesso livre ao ar, para assegurar sua disseminacdo. Realiza-se, entdo, uma diferenciagéo das
hifas vegetativas, geralmente levantadas verticalmente sobre o plano do micélio, conhecido
como esporoforo ou conidioforo, e sobre estes se originam os esporos ou conidios. As hifas,
por sua vez, podem ser apociticas (com septo) ou cenociticas (sem septo). O ciclo de vida
dos fungos compreende duas fases. Uma somatica, caracterizada por atividades alimentares,
e outra reprodutiva, onde os fungos podem realizar reproducéo sexuada ou assexuada. As
estruturas assexuadas, como também as sexuadas, podem ser formadas isoladamente ou em
grupos, neste caso, formando corpos de frutificacdo. Assim, conidios podem ser formados
em conididéforos isolados ou agrupados, constituindo entdo os conidiomas. Os esporos
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podem ser formados em ascomas, onde sé&o formados os ascos ou basidiomas, onde séo
formados os basidios (MOLINARO, et al., 2012). A classificacdo mais moderna dos fungos
reconhece sete filos: Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota,

Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota (TAKAHASHI,2017).

Os basidiomicetos sdo fungos que pertencem ao filo Basidiomycota, divididos
em trés classes: Basidiomycetes (basidiomicetos, macrofungos comestiveis), Teliomycetes e
Ustomycetes. Os fungos filamentosos que formam basidiomas (cogumelos), sendo
classificados como macrofungos. Essa caracterizagdo se deve pela presenca de uma estrutura
conhecida como basidio, localizado na extremidade distal de uma hifa binucleada, na parte
inferior do pileo. Os basidios contém nudcleos que sofrem mitoses e os nucleos haploides
resultantes sdo contidos nos basididsporos, estes por sua vez séo lancados ao meio ambiente
(na fase de frutificagdo) e assim reinicia o novo ciclo de vida desses macrofungos (SILVA &
COELHO, 2006). Os macrofungos apresentam capacidade de produzir simultaneamente
enzimas hidroliticas e oxidativas necessarias para degradar substratos ligninocelulésicos, sao
degradadores ativo de lignina nas florestas. Também sdo empregados em residuos destinados
a racdo animal, uma vez que melhoraram a qualidade nutricional do mesmo com
enriquecimento proteico, degradacdo da lignina, aumento da fracdo hemicelulésica e da
digestibilidade (GOMES, 2015). O cultivo desses fungos em residuos agroindustriais

abundantes torna-se uma alternativa lucrativa e economicamente viavel.

O filo Ascomycota é o maior grupo do Reino Fungi, possui trés subfilos, 15
classes, 68 ordens, 327 familias. Os fungos pertencentes ao filo Ascomycota possuem
estruturas multicelulares, sua reproducdo pode ser do tipo assexual ou sexual. A reproducéo
assexual pode ocorrer por brotagdo, fragmentagdo das hifas, producdo de conidios e de
clamiddsporos. Enquanto que a reproducdo sexual pode iniciar-se por um dos seguintes
modos: copulacdo gametangial, contato gametangial, espermatizacdo ou somatogamia, e
constitui-se de trés fases: plasmogamia, cariogamia e meiose. Ao final do ciclo reprodutivo
sdo formados os ascos, onde sdo produzidos os ascosporos. Assim como o0s basidiomicetos
0S ascomicetos apresentam importancia nas areas medica, industrial, ambiental e agronémica
(ESPOSITO & AZEVEDO, 2004; WEBSTER & WEBER, 2007).
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Os Aspergillus representam um dos géneros dos fungos filamentosos
economicamente mais importantes, sendo os mais utilizados na producdo de diversos
produtos, esse género tém sido utilizadas como modelo em estudos basicos, porém muitas
pesquisas aplicadas tém demonstrado o seu enorme potencial biotecnoldgico, podem ser
utilizadas como fontes de enzimas de interesse industrial e novos farmacos para a industria
farmacéutica (PALLU, 2010; VARGA et al., 2004).

3.4 Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado solido (FES) € um método eficiente de aproveitamento
de residuos soélidos visando a sintese de diversos compostos de alto valor agregado e de
grande interesse industrial. Os processos fermentativos sdo aplicados para producdo de
alimentos, biopesticidas e substdncias quimicas diversas. O grande potencial é
principalmente na producdo de enzimas através de fungos, os quais tém recebido a maioria
das atencBes nas pesquisas, pois apresentam capacidade de crescimento em baixos niveis de
agua, a fase solida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes e serve
como suporte para 0 crescimento das células microbianas. O microorganismo cresce em
condicgdes semelhantes ao habitat natural e o substrato apresenta alta heterogeneidade para o
crescimento microbiano. No processo de destoxificacdo de torta oriundas da producdo de
biodiesel o processo de biodestoxificacdo oferece uma série de vantagens comparando com
0s métodos quimicos e fisicos, pois apresentam maior potencial de destoxificacdo, sendo
mais eficientes, menor custo, e producdo de produtos adicionais de valor agregado, enzimas
de interesse biotecnoldgico. Entretanto existem algumas desvantagens para esse processo,
tais como a cinética da fermentacdo que é lenta quando comparada aos métodos quimicos e
fisicos, além disso, a seguranca do produto depende do metabolismo secundario do
microorganismo, pois espécies de fungos podem secretar micotoxinas (ARAUJO, 2018;
PINTO et al.,2005).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencao das tortas

As tortas foram obtidas por meio de prensagem mecanica de variedades
genéticas de sementes toxicas de algoddo e pinhdo-manso, fornecidas pela Embrapa

Agroenergia Brasilia-DF.
4.2 Colecao de fungos

Tabelal: Fungos utilizados no processo de cultivo utilizando como substratos torta de

caroco de algoddo e semente de pinhdo-manso

Fungos Filo Nome cientifico

EF 41 Basidiomiceto Hydnopolyporus fimbriatus
EF 71 Basidiomiceto Oudemansiella canarii

EF 79 Basidiomiceto Perenniporia spp

MB 2.1 Ascomiceto Aspergillus sp.”

MB 2.7 Ascomiceto Aspergillus sp.”

MB 2.13B Ascomiceto Aspergillus sp.”

* Fungos ndo identificados quanto a espécie

Os Basidiomicetos pertencem a colecdo de Microrganismos e Microalgas
Aplicados a Agroenergia e Biorrefinaria (CMMAABI0), da Embrapa Agroenergia. Estes
fungos foram selecionados para o estudo devido a estudo realizados anteriormente, no qual
foi observado que os mesmo ndo liberam compostos toxicos quanto cultivados em torta de
oleaginosas. Os Ascomicetos pertencem a colecdo do Laboratério de Bicombustiveis da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, de responsabilidade da
professora Dr? Vivian Machado Benassi, foram isoloados de lama da Praia de Regéncia,
Linhares (ES) ap6s o rompimento da barragem de rejeito da mineradora Samarco em
Mariana (MG). Estes fungos foram selecionados para o estudo devido a estudo realizados
anteriormente sobre o bom crescimento a 30°C, temperatura semelhante ao crescimento dos
basidiomicetos também utilizados no experimento. Ainda nao foram realizado estudo desses

fungos quanto a producdo de compostos toxicos secretados quanto cultivados em torta de
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oleaginosas. Todos os fungos foram mantidos em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e

repicados a cada 2 meses para manter sua viabilidade.

Figura 3: Fungos utilizados no processo de
TCA e TSPM.

4.3 Cultivo dos fungos nas tortas
4.3.1 Cultivo na torta de algodao

Os cultivos ocorreram em erlenmeyer de 125 mL, com vedagdo com chumaco de
algodéo para as trocas gasosas. Usou-se 20g de torta de algoddao umedecida com 30 mL de
agua (umidade de 70%). As amostras foram autoclavadas durante 20 min a 121°C. Apés 0
resfriamento inoculou-se em camara de fluxo laminar estéril uma placa (Petri 5 cm)
completa de micélio de cada fungo (MB 2.1, MB 2.7, MB 2.13B, EF 41, EF 71 e EF 79). O
cultivo durou 15 dias em estufa a 28 + 2°C. Todos os experimentos foram realizados em

triplicadas.
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Figura 4: Torta de caroco de algoddo pré e pds o processo de cultivo fungico.

Legenda: A: TCA autoclavada por 20 minutos; B: TCA fermentada 15 dias pelo
fungo MB 2.1; C: TCA fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.7; D: TCA fermentada
15 dias pelo fungo MB 2.13B; E: TCA fermentada 15 dias pelo fungo EF 41 F: TCA
fermentada 15 dias pelo fungo EF 71 e G: TCA fermentada 15 dias pelo fungo EF 79

4.3.2 Cultivo na torta de pinhdo-manso

Os cultivos ocorreram em erlenmeyer de 125 mL, com vedagdo com chumacgo de
algoddo para as trocas gasosas. Utilizou-se 40g de torta de pinhdo-manso umedecida com 55
mL de 4gua (umidade em torno de 60%). As amostras da TCA foram autoclavadas durante
20 min a 121°C, apos 24hs as amostras foram novamente autoclavadas durante 20 min a
121°C, para garantir a morte de um fungo endolitico resistente. Apds o resfriamento
inoculou-se em camara de fluxo laminar estéril uma placa (Petri 5 cm) completa de micélio
de cada fungo (MB 2.1, MB 2.7, MB 2.13B, EF 41, EF 71 e EF 79). O cultivo durou 15 dias

em estufa a 28 + 2°C. Todos os experimentos foram realizados em triplicadas.
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Figura 5: Torta de semente de pinhdo-manso pré e pos o processo cultivo fungico.

Legenda: A: TSPM autoclavada por 40 minutos; B: TSPM fermentada 15 dias pelo
fungo MB 2.1; C: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.7; D: TSPM fermentada
15 dias pelo fungo MB 2.13B; E: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 71 e F:
TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 79

4.4 Extracdo e determinacdo das concentracgdes de gossipol livre

A extracdo e quantificacdo do GL foi baseada na metodologia Ba 7-58
recomendada pela AOCS (1985) com modificacdes feitas por CONCEICAO et al. (2015).
As amostras de biomassas TCA in natura, TCA autoclavada e TCA fermentada foram secas
em estufa a 60°C durante 48 horas, trituradas e homogeneizadas usando moinho de bancada.
1 g de amostra foi pesada e acrescida de 10 mL de acetona 70%, agitadas em ultra-som por 5
minutos em tubos falcons. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 14.000 rpm, a 8°C
e 0 sobrenadante transferido para tubos falcons e novamente centrifugado. Apds 0 processo
de centrifugacdo os sobrenadantes foram reservados para a quantificacdo do GL em
cromatégrafo liquido de ultra performance (UHPLC). A elui¢cdo em UHPLC foi realizada em
gradiente com solvente aquoso (acidotrifluoracético 0,1%) e organico (metanol100 %) em
coluna C18 da marca Kinetex® (100 mm x 2,10 mm, 2,6 um) a 35°C. O tempo de corrida
foi de 14 minutos com fluxo de 0,4 mL/min. O detector usado foi 0 PDA (Photodiodearay),

ajustado para aquisicao de dados em 254 nm, utilizando como padrdo a férmula a seguir para

33



construcdo da curva de calibracdo nas concentragdes de x a y. O gossipol livre residual foi
calculado em pgg™. O HPLC ja oferece os valores de concentracdo do gossipol, conforme

anexo A, resultado representa a concentracédo de gossipol livre presente na torta.

A porcentagem de degradacéo de gossipol livre por meio do cultivo utilizando os

fungos foi calculada por meio da férmula:

_ G1-G2 x100

%
G1

Onde:
G1: Gossipol inicial da amostra antes da inoculacao dos fungos;
G2: Gossipol remanescente na torta apds 15 dias de cultivo dos fungos.

O melhor basidiomiceto e ascomiceto foram selecionados quanto a capacidade
de reducdo de GL na TCA em 15 dias. O cultivo desses fungos foi repetido em triplicata de
erlenmeyer de fermentacéo foi retirada a cada 3 dias, para andlise da cinética de degradacéo
do GL. Os erlenmeyers de TCA fermentados por 3, 6, 9, 12 e 15 dias tiveram a torta
homogeneizada, seca, triturada e submetida a extracdo e quantificacdo de GL pelo método
supracitado. Além disso, a TCA fermentada por 15 dias por esses fungos foi utilizada para as

analises de compostos fendlicos, atividade antioxidante e composicao centesimal.

4.5 Extracdo e Determinacédo das concentracdes de ésteres de forbol

Para a extracdo e quantificacdo dos ésteres de forbol as amostras de TSPM in
natura, TSPM autoclavada e TSPM autoclavada e fermentada foram secas em estufa a 60°C
durante 48 horas. As amostras foram trituradas com almofariz e pistilo e pesadas 3g em
falcons de 50 mL. Nos frascos foram acrescidos 15 mL de metanol, macerados com bastoes
de teflon por 1 minuto, agitados no ultra-som por 3 minutos em banho de gelo e centrifugadas
a 8000 rpm por 8 minutos a temperatura ambiente. Esse procedimento foi repetido trés vezes,
reunindo-se 0s sobrenadantes. O metanol foi removido por rotaevaporacdo a 40°C, sob
pressdo de 100 mbar. Os residuos foram ressuspensos com metanol e aliquotado em

microtubos do tipo Eppendorf de 1,5 mL.
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Os microtubos foram centrifugados a 14000 rpm por 10 min, a 8°C e 1 mL de
cada extrato metandlico foi transferido para vials de 2 mL. A quantificagdo dos ésteres
extraidos foi realizada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detector
por espectrometria de massas (UPLC-MS), com uma coluna de fase reversa HSS T3. A fase
movel utilizada foi composta de porgdo aquosa, com &cido formico 0,2% e porcdo organica,
de acetonitrila 70% e de etanol 30%, com as por¢des na propor¢édo de 1:1 (v:v) (RIBEIRO et
al., 2014). A érea representada no cromatograma foi integrada e calculada uma nova area em
MS ou PDA. A partir dessa nova area calculou a concentracdo de ésteres de forbol em g

(Amount), e em seguida calculou a concentragdo de EF em mgg™, conforme anexo B.

A porcentagem de degradacdo de ésteres de forbol por meio do cultivo utilizando

os fungos foi calculada por meio da formula:

_E1-E2 x100

%
E1

Onde:
E1=Ester de forbol inicial da TSPM antes da inoculacio dos fungos;

E2=Ester de forbol remanescente na TSPM ap0s os 15 dias de cultivo dos fungos.

O melhor basidiomiceto e o melhor ascomiceto foram selecionados quanto a
capacidade de reducdo de EF na TSPM em 15 dias. O cultivo desses fungos foi repetido em
triplicata de erlenmeyers de fermentacdo foi retirada a cada 3 dias, para analise da cinética
de degradacdo do EF. Os erlenmeyers de TSPM fermentados por 3, 6, 9, 12 e 15 dias
tiveram a torta homogeneizada, seca, triturada e submetida a extracdo e quantificacéo de EF
pelo método supracitado. Além disso, a TSPM fermentada por 15 dias por esses fungos foi
utilizada para as analises de compostos fendlicos, atividade antioxidante e composicdo

centesimal.
4.6 Determinacao dos compostos fendlicos totais

Determinou-se o teor de compostos fendlicos totais em amostras de
aproximadamente 0,5g pelo Método Folin-Denis conforme descrito pela AOAC (2005). Os
extratos foram obtidos utilizando como solvente metanol 80% em fervura em chapa
aquecedora e depois filtrado em papel filtro. Completou-se o volume com &gua destilada
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para 10 mL. Amostras de 20 e 10 pL dos extratos foram acrescidas de 0,5 mL de Folin-
Denis e 1,0 mL de carbonato de sddio, completou-se o volume com agua destilada
paralOmL. Apds repouso de30 minutos ao abrigo da luz, procederam-se as leituras em
espectrofotdbmetro a 760 nm. A curva analitica foi obtida utilizando solucdo de &cido tanico
0,1004 gL com aliquotas de 0,0 mL a 0,7 mL. Os resultados foram expressos em g de &cido
tanico/100g de torta.

4.7 Determinacdo da atividade antioxidante total (AAT)

Foram preparadas solucdo de DPPH a 150 pM, solugédo de trolox 2000uM e
diluicBes dos extratos em 1 mgmL™, 0,5 mgmL™e 0,1 mgmL™. Uma curva padréo de trolox
(40-360uM) também foi preparada. Para a determinacédo da atividade antioxidante, 22 uL de
cada extrato diluido e de cada ponto da curva foram pipetados nos po¢os de uma microplaca,
juntamente com 200pL da solucdo de DPPH. Para o controle 22uL de metanol foi utilizado
no lugar da amostra. As leituras de absorbéancia foram feitas a 520 nm em cinética, a cada 15
minutos, por 1 hora, e a cada 1 hora, por 5 horas. Os dados de inibicdo da oxidacdo do DPPH
por tempo foram plotados em um grafico, para determinar o tempo ideal de atividade
antioxidante para cada amostra e a atividade em equivalente de trolox utilizado no tempo

ideal determinado no passo anterior.
4.8 Composicao centesimal

O teor de umidade das tortas foi quantificado conforme metodologia (925.09)
descrita pela Association of Oficial Analytical Chemists (AOAC, 2005). Amostras de 10,0g
de cada torta foram submetidas a secagem em estufa a 50 °C até peso constante, sendo o

resultado expresso em porcentagem de umidade na matéria seca.

O teor de cinzas foi determinado por incineragdo de amostras de 2,0 g & 550°C
em forno mufla por periodo de 4h, aproximadamente, ate obter cinzas claras (branco ou
cinza claro) (AOAC, 2005/método 923.03), sendo o resultado também expresso em

porcentagem de cinzas na torta.

O teor de proteina em amostras de 0,5 g de torta foi avaliado pelo método
Kjeldahl, em trés etapas: digestdo com acido sulfdrico concentrado (H,SO,) para a obtengéo
de sulfato de aménia, (NH,),SO,, adicdo de hidroxido de sddio concentrado (NaOH) e

aquecimento para liberagdo de amonia (NH3) dentro de um volume conhecido de solugéo de
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acido bdrico (H3BO3), com consequente formacdo do borato de aménia (NH4H,BO3) e, por
ultimo, titulagdo com solucéo de &cido cloridrico (HCI). O resultado foi multiplicado pelo
fator de conversédo utilizado para alimentos em geral (6,25) e expresso em porcentagem de
proteina (AOAC, 2005/método 920.87).

A porcentagem de fibra bruta foi quantificada por método gravimeétrico. Apés
digestdo em meio contendo &cido acético 70%, &cido tricloroacético e acido nitrico, o
material foi filtrado em cadinho de fundo furado, preenchido com Ia de vidro, previamente
tarado, e lavado 2 vezes com agua destilada quente até retirada total da acidez. Procedeu-se a

secagem até peso constante.

O teor de lipidios foi quantificado, de acordo com o método descrito por IAL
(2008). Foram pesado aproximadamente 10,0 g de amostra em cartuchos de papel de filtro, e
transferidos para o aparelho extrator Soxhlet. Os lipideos foram extraidos usando éter etilico
por aproximadamente 8 horas e coletados em balGes de fundo chato previamente aquecidos a
105°C por trés horas, resfriados em dissecador e pesados. Em seguida, os baldes foram
colocados em estufa a 105°C por 40 minutos para evaporacao total do éter remanescente no
6leo. Apos resfriamento em dessecador, procedeu-se a pesagem. Os resultados foram
expressos em g.100 g™* de lipideos em amostra integral.

4.9 Analises estatisticas

Os dados foram avaliados por analise de variancia e teste de comparacdo de
médias ao nivel de 5% de significancia pelo teste de tukey. As analises foram realizadas
utilizando o software Sisvar® (versdo 17) (FERREIRA, 1998).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
511 Determinagéo das concentractes de gossipol livre

A tabela 2 mostra as alteracfes nas concentracfes de GL nas TCA com e sem 0s
tratamentos fisicos (autoclavagem) e bioldgicos (fermentacdo fungica). Os niveis de gossipol
da TCA in natura foram de 8,43 + 0,66 ugg™, ap6s a esterilizacdo por autoclavagem houve
uma reducdo do gossipol para 2,25 + 0,16 pgg™, essa reducdo é promovida pela alta
temperatura que degrada o gossipol. Aradjo (2018) em seus estudos também observou a
reducéo do teor de gossipol na torta in natura de 40 pgg™ para 13 pgg® ap6s a autoclavagem
de 90 minutos. O gossipol pode ser inativado por tratamentos térmicos, embora 0 uso destes
processos térmicos possa formar complexos inertes e indigestiveis entre o gossipol e proteina
(THACHER & KIRKWOOD, 1992).

Apbés a fermentacdo com os fungos EF 79 (Perenniporia spp), EF
71(Oudemansiella canarii) e EF 41(Hydnopolyporus fimbriatus) o teor de gossipol foi de
1,12 + 0,01; 1,74 + 0,04 e 4,15 + 0,04 pgg™ respectivamente, assim os fungos mostraram
potencial para reducdo do gossipol livre presente na torta. Para os fungos MB 2.7, MB 2.1 e
MB 2.13B os niveis observados foram 2,29 + 0,85; 10,53 + 0,06 e 50,43 + 2,25 pgg™
respectivamente. Aradjo (2018) conseguiu reduzir em 94% e 93% a concentracdo de GL em
TCA ap6s FES pelos macrofungos P. ostreatus CC389 e F. hepatica CC102,
respectivamente, onde os teores residuais ficaram abaixo de 1pgg™. No trabalho desta autora
os macrofungos G. frondosa CC28, P. eryngii CC353 e G. lipiense CC36 degradaram cerca
de 90% do GL, e P. lecomtei CC40 75%. Weng & Sun (2006), utilizando fermentacéo
submersa com C. tropicalis observou uma reducdo dos niveis de gossipol foram
significativamente reduzidos de 500 e 1000 para 24,4 e 58,8 mgg™, respectivamente, com

potencial e reducdo de 95,12% e 94,12% do gossipol livre.

Como pode ser observado na tabela 1, os 3 ascomicetos e o basidiomicetos EF41
(Hydnopolyporus fimbriatus) provocou aumento nas concentragdes de GL, provavelmente por

liberarem o gossipol ligado as proteinas, durante a fermentacao.
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Tabela 2: Concentragdo de gossipol livre (ugg™) presente na torta de caroco de algodo antes
e apos o processo fermentativo.

Amostra Concentragcéo de gossipol livre (ugg™)
TCA in natura 8,43° + 0,66
TCA autoclavada 2,25 + 0,16
EF 41 (Hydnopolyporus fimbriatus) 4,15° + 0,04
EF 71 (Oudemansiella canarii) 1,75° + 0,04
EF 79 (Perenniporia spp) 1,12° +0,01
MB 2.13B (Aspergillus sp.) 57,43% + 2,25
MB 2.1 (Aspergillus sp.) 10,53" + 0,06
MB 2.7 (Aspergillus sp.) 2,29 +0,85

Legenda: TCA in natura: TCA sem tratamento fisico ou biolégico; TCA autoclavada:
TCA autoclavada por 20 minutos; EF 41: TCA fermentada 15 dias pelo fungo EF
41(Hydnopolyporus fimbriatus); EF 71: TCA fermentada 15 dias pelo fungo EF
71(Oudemansiella canarii); EF 79: TCA fermentada 15 dias pelo fungo EF 79 (Perenniporia
spp); MB 2.1: TCA fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.1 (Aspergillus sp.); MB 2.7: TCA
fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.7(Aspergillus sp.) e MB 2.13B: TCA fermentada 15
dias pelo fungo MB 2.13B (Aspergillus sp.). Medias + desvio padrdo. As médias com mesma
letra ndo diferem a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Letras iguais médias iguais.

A figura 6 apresenta o percentual de redugcdo do GL na TCA ap06s os tratamentos
fisico e biologico, em comparacédo a in natura. O tratamento fisico (autoclavagem) da TCA
reduziu a concentracdo de GL em 79,28 + 0,16%, em funcdo da degradacdo do GL da torta
in natura e/ou porque esse GL teve o seu processo de conjugacdo acelerado pelo calor e
umidade do processo.Dos trés macrofungos utilizados (EF 41, EF 71 e EF 79), o que
apresentou maior potencial de reducdo foi o EF 79 (Perenniporia spp), com redugdo do
gossipol em 86,67 + 0,01%, e por isso esse fungo foi selecionado para anélise da cinética de
degradacédo e a TCA fermentada por ele foi usada para as proximas analises (caracterizacao

da biomassa).
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O potencial de reducdo dos macrofungo EF 71(Oudemansiella canarii) e EF
41(Hydnopolyporus fimbriatus) foram 79,28 + 0,04 e 50,73 + 0,0% respectivamente. Os
ascomicetos utilizados ndo apresentaram potencial de degradacdo do GL, mas o0 MB 2.7
(Aspergillus sp.) foi selecionado para a observacdo da cinética de concentracdo de GL
durante a fermentagdo, porque ndo apresentou aumento na concentragdo do mesmo, o0 que

seria um fator negativo da fermentacéo.
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S an 86,67
g 90,00 79,28> 79,28
S 80,00 72,80°
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EF41 MB2.7 TCA EF71 EF79

autoclavada

Figura 6: Porcentagem da degradacdo do gossipol livre na torta de carogco de algodéo
tratada, quando comparado a concentracdo do gossipol livre na torta in natura. Legenda:
EF 41: TCA fermentada por 15 dias pelo fungo EF 41 (Hydnopolyporus fimbriatus); MB
2.7: TCA fermentada por 15 dias pelo fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.); TCA autoclavada:
TCA autoclavada por 20 minutos, sem tratamento fungico; EF 71: TCA fermentada 15
dias pelo fungo EF 71 (Oudemansiella canarii); EF 79: TCA fermentada 15 dias pelo fungo
EF 79 (Perenniporia spp). Medias + desvio padrdo. As médias com mesma letra ndo diferem

a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Letras iguais medias iguais.
5.1.2 Cinetica de alteracédo de GL durante as fermentacdes

O basidiomicetos EF 79 (Perenniporia spp) foi selecionado para analise da
cinética de degradacdo porque foi o0 melhor em reduzir a concentracdo de GL na TCA ap06s
15 dias de fermentacdo, e 0 ascomiceto MB 2.7 (Aspergillus sp.) foi escolhido por ser o
unico dos fungos desta classe que ndo provocou aumento no GL da torta ao fim da

fermentacdo. Na figura 8, pode-se observar que a degradagéo do gossipol ocorre de forma
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efetiva apds 3 dias de fermentacdo, pois a concentragdo de gossipol sofre uma reducao de
3,70 + 0,12 pgg™ para 0,08 + 0,0 pgg™com o fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.) e 0,14 + 0,01
ngg*com EF 79 (Perenniporia spp).

No nono dia do processo fermentativo as concentragcbes de gossipol livre
observados sdo: 0,12 + 0,01 pgg™ para o fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.) e 0,15 + 0,01 pgg™
com EF 79 (Perenniporia spp). Ap6s doze dias de fermentacdo pelo EF 79 observa-se uma
pequena reducdo no teor de GL, enquanto que na fermentacdo pelo MB 2.7 (Aspergillus
sp.), ocorre elevacdo no teor de GL presente na torta, esse pequeno aumento pode estar

relacionado ao desprendimento do gossipol na forma conjugada.
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Figura 7: Cinética da degradacdo do gossipol na torta de caroco de algoddo apos a
fermentagdo. Legenda: TCA: torta de caroco de algoddo autoclavada; 0 dias: TCA
autoclavada, sem tratamento biolégico; MB 2.7: TCA com o fungo MB 2.7 (Aspergillus

sp.) e EF 79: TCA com o fungo EF 79 (Perenniporia spp).

Comparando os valores dos niveis de gossipol na torta autoclavada e apos a
fermentacdo com os fungos EF 41 (Hydnopolyporus fimbriatus), MB 2.1 (Aspergillus sp.) e
MB 2.13B (Aspergillus sp.), observa um aumento no teor de gossipol. Esse aumento foi
provocado pelo microrganismo, provavelmente pela agao de proteases ou grupos de enzimas
capazes de clivar a forma conjugada do gossipol a alguns aminoacidos de proteinas. Existem
duas formas de gossipol nas plantas, a forma livre e a conjugada. A forma conjugada ¢

produzida através de ligacdes covalentes do gossipol livre com grupos épsilon-amino de
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lisina e arginina, nessa forma de gossipol nao ¢ extraivel com solventes organicos, mas pode
ser liberado como gossipol livre por tratamento com acidos. O gossipol conjugado ¢ formado
durante o armazenamento de produtos de algoddo e sua formagao ¢ acelerada pelo calor e

umidade, condi¢des encontradas durante o processamento de sementes de algodao.

Embora o gossipol conjugado seja considerado menos absorvivel pelo epitélio
intestinal, ocorre a reduc¢ao da disponibilidade de aminoacidos para a absor¢ao pelo animal,
principalmente a lisina, como esse gossipol esta na forma ligada a proteinas, sendo excretado

pelas fezes do animal sem provocar danos (SOTO-BLANCO, 2008).

Durante o crescimento dos microrganismos EF 41 (Hydnopolyporus fimbriatus),
MB 2.1 (Aspergillus sp.) e MB 2.13B (Aspergillus sp.), houve o desprendimento do gossipol
ligado, tornando o livre o que elevou o teor deste na torta, tornando os fungos ineficientes
para degradagdo do gossipol da torta, porém testes toxicologicos precisardo ser feitos se

houve ou ndo processo de destoxificagdo, mesmo com a liberagdo do gossipol conjugado.
5.2.1 Determinagéo das concentragdes dos ésteres de forbol

O processo de autoclavagem ndo provocou a redugdo dos EF, pois estes sdo
estaveis a temperatura. Apds 15 dias de fermentacdo as concentracGes dos ésteres de forbol
foram reduzidas, como mostra a tabela 3. O teor dos ésteres na torta in natura era de 1,15 £
0,02 mgg™, ap6s a fermentagdo com o fungo EF 71(Oudemansiella canarii) o teor observado
foi de 0,09 + 0,00 mgg™ e com o fungo MB 2.13B (Aspergillus sp.) foi de 0,11 + 0,00 mgg’
', As fermentacdes pelos fungos MB 2.1 (Aspergillus sp.), MB 2.7 (Aspergillus sp.) e EF 79
(Perenniporia spp) resultaram em concentrac6es de EF de 0,42 + 0,01; 0,18 +£ 0,00 e 0,68 +
0,06 mgg™ respectivamente. Bose e Keharia (2014) relataram reducéo dos ésteres de 1,072
mgg™ para 0,28 mggcom Pleurotus ostreatus, 0,37 mgg™ com Pleurotus sajor-caju, 0,27
mgg‘com Pleurotus sapiduse 0,38 mgg™ com Pleurotus florida apés 20 dias de fermentagéo.
Belewu, e Sam (2010) observaram em seus estudos concentracdes de ésteres na torta in
natura de 0,13 mgg e apds 7 dias de fermentacdo com Aspergillus niger o teor observado
foi de 0,03 mgg® apdés seis dias de fermentagdo com Aspergillus versicolor.
Veerabhadrappa et al. (2014) relataram reducdo das concentracdes de ésteres de forbol de
0,832 mgg™ para 0,158mgg™. Najjaret al. (2014) relatam reducdo de mais de 96% dos
ésteres ap6s um periodo de 30 dias, onde as concentracdes dos ésteres de 2,78 mgg foram

reduzidos para 0,05 mgg™ com Trichoderma harzianum, 0,03 mgg™ com Paecilomyces
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sinensis e 0,08 mgg™ com Cladosporium cladosporioides. Os niveis de ésteres de forbol
presente na TSPM considerado seguro para consumo humano e animal é relatado entre 0,02
e 0,11mgg™ (NAJJAR et al., 2014), dessa forma a torta destoxificada pelos fungo MB 2.13B
(Aspergillus sp.) e EF 71(Oudemansiella canarii) poderia ser utilizadas para suplementagéo

animal quanto a presencga de niveis de EF considerados tdxicos.

Tabela 3: Concentracdo dos ésteres de forbol (mgg™) na torta de semente de pinhdo manso

antes a ap0s o processo fermentativo.

Amostra Concentracao de ésteres de forbol (mgg™)
TSPM in natura 1,15%+ 0,02
TSPM autoclavada 1,15% £ 0,02
EF 79 (Perenniporia spp) 0,68+ 0,06
EF 71 (Oudemansiella canarii) 0,09°+ 0,00
MB 2.1(Aspergillus sp.) 0,43+ 0,01
MB 2.7(Aspergillus sp.) 0,19°+ 0,00
MB 2.13B (Aspergillus sp.) 0,11°+ 0,00

Legenda: TSPM in natura: TCA sem tratamento fisico ou biolégico; TSPM autoclavada:
TSPM autoclavada por 40 minutos; EF 79: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 79
(Perenniporia spp); EF 71: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 71(Oudemansiella
canarii); MB 2.1: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.1(Aspergillus sp.); MB 2.7:
TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB2.7(Aspergillus sp.) e MB 2.13B: TSPM
fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.13 B (Aspergillus sp.). Medias + desvio padrdo. As
médias com mesma letra ndo diferem a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Letras

iguais médias iguais.

O fungo EF 41 n&o obteve crescimento na TSPM. Dos fungos utilizados no
processo de fermentagéo (EF71 EF 79, MB 2.1, MB 2.7 e MB 2.13B), 0s que apresentaram
maiores potenciais para destoxificacdo da TSPM apos 15 dias de fermentagdo foram EF 71 e
MB 2.13B (Aspergillus sp.), sendo observado uma reducdo de 92,02 + 0,00% e 90,46 +
0,00% dos EF, respectivamente. Os fungos Aspergillus sp.MB 2.7, Aspergillus sp.MB 2.1,

43



EF 79 (Perenniporia spp) apresentaram reducdo dos ésteres de 83,60 + 0,00, 62,81 + 0,01 e
40,89 + 0,06% respectivamente como mostra a figura 8, este valores estdo de acordo com 0s
observados por Barros et al.(2011) que relataram reducdo de 91% e 97% dos ésteres de
forbol nas torta de pinhdo manso analisadas ap6s 30 dias de incubagcdo com Bjerkandera
adusta e Phlebiarufa , respectivamente. Estudo de Da Luz et al. (2014) mostraram reducédo
de 99% nos niveis dos ésteres apds 60 dias de cultivo com Pleurotus ostreatus. Najjar el al
(2014) utilizando cepas de Trichoderma harzianum, Paecilomyces sinensis e Cladosporium
cladosporioides degradacdo dos ésteres apds 30 dias de cultivo com reducbes de 99,7%,

98,9% e 96,9%, respectivamente.
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Figura 8: Porcentagem de degradacdo dos ésteres de forbol da torta de semente de pinhao-
manso tratada, quando comparado a concentracdo do gossipol livre na torta in natura.
Legenda: EF 79: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 79 (Perenniporia spp); MB 2.1:
TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.1(Aspergillus sp.); MB 2.7: TSPM fermentada
15 dias pelo fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.); MB 2.13B: TSPM fermentada 15 dias pelo
fungo MB 2.13 B (Aspergillus sp.) e EF 71: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF
71(Oudemansiella canarii). Medias * desvio padrdo. As médias com mesma letra ndo

diferem a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Letras iguais médias iguais.

5.2.2 Cinética de degradacéao dos ésteres de forbol

Durante os trés primeiros dias do processo fermentativo observa a reducédo da concentracao
de ésteres de forbol de 1,54 + 0,11 mggda torta in natura para 0,42 + 0,02 mgg™ com o
fungo MB 2.13B (Aspergillus sp.) e 1,12 + 0,06 mgg‘com EF 71. Apés 15 dias de
fermentacéo os indices sdo reduzidos para 0,080 + 04 mgg‘com Aspergillus sp.MB 2.13 B e
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0,07 + 0,02 mgg™com o fungo EF 71(Oudemansiella canarii), como mostra a figura 9. Em
12 dias do processo de fermentacdo o ascomiceto MB 2.13B a concentracdo de EF na TSPM
€ menor que os indices observados com o basidiomicetos EF 71, isso indica que o MB é

melhor agente para degradacdo do EF que o EF71 como mostra a figura 9.
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Figura 9: Cinética de degradacdo dos ésteres de forbol na torta de pinhdo-manso apds a
fermentagdo. Legenda: MB 2.13B: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.13B
(Aspergillus sp.) e EF 71: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 71(Oudemansiella

canarii)

Apesar dos bons resultados obtidos no processo de fermentacdo para redugéo dos
ésteres de forbol, existem desvantagens para este processo, com a cinética da fermentacdo que
é consideravelmente mais lenta quando comparada aos métodos quimicos e fisicos. Também
seguranga do produto depende do metabolismo secundario microbiano, pois espécies de
fungos podem secretar micotoxinas, dessa forma a torta estaria com niveis reduzidos dos
ésteres porem com presenca de outros compostos toxicos. Estudos mostram que apos o
processo de degradacdo da torta houve mortes de animais, ou seja, ndo houve a
destoxificacdo, mas apenas biotransformagdo em outros compostos que também eram toxicos.
(ZAIN, 2011). Dos fungos utilizados, os EF 41, EF 71 e EF 79 sdo espécies que durante o
processo de fermentagcdo ndo liberam toxinas, ja os fungos ascomicetos (Aspergillus) MB
2.1, MB 2.7 e MB 2.13B ainda estdo em fase de avaliacao.

45



5.3 Compostos fenolicos

Na tabela 4 estdo descritos as variagfes nos teor de composto fendlicos na TCA
e TSPM pré e pos fermentacdo. O teor dos compostos fendlicos apds fermentacdo na TCA
apresentou pequena reducdo, o mesmo foi observado na TSPM apds a fermentacdo pelo
fungo EF 71. Durante processo de fermentacdo o teor de compostos fendlicos pode sofrer
reducdo pelo uso destes compostos como fonte de nutriente usada pelo fungo, ou pela
liberacdo de enzimas oxidativas durante a fermentacdo. Os basidiomicetos sdo amplamente
conhecidos por sua habilidade em produzir enzimas extracelulares, tais como as lacases que
desempenha um papel importante na reacdo catalitica que ocorre pela oxidacdo de um
substrato fendlico (KUNAMNENI et al., 2008). A concentracdo de compostos fenolicos na
TSPM apo6s os 15 dias de fermentacdo pelo fungo MB 2.13B (Aspergillus sp.) apresentou
um aumento, isso de deve a provavelmente pela liberacdo de compostos fenolicos durante o

crescimento do fungo.

Tabela 4: Analise da concentracdo de compostos fendlicos na torta de caroco de algodéo e

pinhdo-manso pré e apds processo de fermentacao.

TORTA COMPOSTOS FENOLICOS (mgg™)
TCA in natura 36,42% + 0,03
TCAMB 2.7 31,78° 0,03
TCAEF 79 31,00° 0,03
TSPM in natura 23,27°+ 0,02
TSPM MB 2.13B 31,91%+ 0,02
TSPM EF 71 20,69° + 0,01

Legenda: TCA in natura: TCA autoclavada por 20 minutos; TCAMB 2.7: TCA
fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.7(Aspergillus sp.) e TCA EF 79: TCA fermentada 15
dias pelo fungo EF 79 (Perenniporia spp), TSPM in natura: TSPM autoclavada por 40
minutos; TSPM MB 2.13B: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.13 B (Aspergillus
sp.) e TSPM EF 71: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 71(Oudemansiella canarii).
Medias + desvio padrdo. As médias com mesma letra ndo diferem a 0,05 de significancia

pelo teste de Tukey. Letras iguais médias iguais.
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5.4 Atividade antioxidante total

Nas amostras de TCA analisadas os valores de antioxidante encontrados foram
0,68 + 0,00 mgg'1 para TCA sem fermentacdo, 0,64 + 0,00 mgg'1 para TCA com os fungos
MB 2.7 (Aspergillus sp.) e EF 79 (Perenniporia spp), ndo apresentando alteracdo apos o
processo fermentativo. A atividade antioxidante observada nédo apresentou diferenca na torta
in natura e ap6s o processo fermentativo. A atividade observada na TSPM in natura foi de
0,67 + 0,00 mgg™, ap6s a fermentacdo durante 15 dias com o fungo MB 2.13B (Aspergillus
sp.) a atividade foi 0,69 + 0,00mgg™e com EF 71(Oudemansiella canarii) 0,62 + 0,00mgg™.

Tabela 5: Analise da atividade antioxidante na torta de caroco de algoddo e pinhdo manso

pré e apos processo de fermentacéo.

TORTA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (mgg™)
TCA in natura 0,68%+ 0,00
TCAMB 2.7 0,64 + 0,00
TCAEFT79 0,64% + 0,00
TSPM in natura 0,67%+ 0,00
TSPM MB 2.13B 0,69% + 0,00
TSPM EF 71 0,62% + 0,00

Legenda: TCA in natura: TCA autoclavada por 20 minutos; TCAMB 2.7: TCA
fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.) e TCA EF 79: TCA fermentada 15
dias pelo fungo EF 79 (Perenniporia spp), TSPM in natura: TSPM autoclavada por 40
minutos; TSPM MB 2.13B: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo MB 2.13 B (Aspergillus
sp.) e TSPM EF 71: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo EF 71(Oudemansiella canarii).
Medias + desvio padrdo. As médias com mesma letra ndo diferem a 0,05 de significancia

pelo teste de Tukey. Letras iguais medias iguais.
5.5 Composicao centesimal

A composic¢do quimica das sementes se refere aos constituintes presentes nos
tecidos das plantas ou as substancias de reservas que foram acumuladas no intuito de formar
e desenvolver as mesmas. A caracterizagdo desses coprodutos é de extrema importancia na
avaliacdo da viabilidade dessas novas oleaginosas, uma vez que a composi¢ado dessas tortas e

farelos pode ser decisiva na definicao de seus usos potenciais.
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Na tabela 6 estdo descritos os valores encontrados para a andlise centesimal da
TCA, pré e ap6s fermentacdo. A matéria seca das amostras TCA pura e com os fungos nao
apresentaram diferencas significativas, assim coma as porcentagens de cinzas, pH, sélidos
soluveis totais e acidez titulavel. O teor de fibra apresentou um aumento com o fungo MB
2.7, com 29,00 = 1,19 % em comparacao com a torta pura 27,33 = 1,16%. O aumento no teor
de fibra aumenta a digestabilidade da torta. A fibra vem sendo utilizada para caracterizar os
alimentos e para estabelecer limites de inclusao de ingredientes nas ragdes, entretanto, nao
existe consenso a respeito da definicao de fibra, assim como a respeito da concentragdo de
fibra na dieta que otimiza o consumo de energia. A fibra pode ser definida como sendo o
componente estrutural das plantas (parede celular), a fragdo menos digestivel dos alimentos,
a fracdo do alimento que ndo ¢ digerida por enzimas de mamiferos ou a fragdo do alimento

que promove a ruminag¢do e a satide do ramen (WEISS 1993; VAN SOEST, 1994).

Tabela 6: Analise da composicdo centesimal da torta de caroco de algoddo antes a ap6s o

processo fermentativo.

COMPONENTES TCA MB 2.7 EF 79
Matéria seca 50,00° + 2,64 55,337+ 1,86 46,002 + 3,29
Cinzas 4,66° + 0,47 4,33%+0,93 3,66%+ 1,53
Fibra bruta 27,33 £1,16 29,00%+ 1,19 22,00% + 2,53
Proteina 20,33%+ 0,86 18,66 %+ 0,24 15,00° + 1,14
Lipideos 8,00%+ 1,82 0,66°+0,11 2,00°+0,20
pH 6,00 + 0,04 6,00 + 0,04 5,66+ 0,35
Sélidos soltveis 0,13%+ 0,05 0,26+ 0,05 0,26%+0,11
Acidez total titulavel 10,66%+ 2,5 15,00%+ 0,04 13,00 + 0,35

Legenda: TCA: TCA autoclavada por 20 minutos; MB 2.7: TCA fermentada 15 dias pelo
fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.) e EF 79: TCA fermentada 15 dias pelo fungo EF 79
(Perenniporia spp). Medias + desvio padrdo. As médias com mesma letra ndo diferem a 0,05

de significancia pelo teste de Tukey. Letras iguais médias iguais.

Observou uma redugdo do teor de lipidios apds o processo de fermentagdo, a

porcentagem apresentada antes da fermentacdo era de 8,00 + 1,82%, apds a fermentacao os
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valores obtidos foram 0,66 + 0,11 e 2,00 = 0,20 % para MB 2.7 (Aspergillus sp.) ¢ EF 79
(Perenniporia spp) respectivamente. A reduc¢do dos lipideos pode esta relacionado a
producao de enzimas durante o periodo da FES. As lipases sdo enzimas que apresentam
importancia econdmica e possuem como substrato lipideos, sendo umas das possiveis para

producdo a partir de residuos agroindustriais. (SLIVINSKI, 2007).

O teor de proteina bruta € um ponto crucial para tomada de decisdo sobre a
ado¢do ou ndo de um ingrediente em formulagdes de racdes para animais. A TCA apo6s
autoclavagem apresentou teor de 20,33 + 0,86% de proteina, apds o processo fermentativo
houve uma pequena reducdo do teor, como o fungo MB 2.7 (Aspergillus sp.) o teor
observado foi 18,66 * 0,24% e com EF 79 (Perenniporia spp) 15,00 + 1,14%. A reducdo no
teor de proteina presente nas sementes apds a fermentacdo é provavelmente devido a
utilizacdo de proteina como fonte de nutrientes pelos microorganismos durante a

fermentacao.

Na tabela 7, esta descrito os valores da composicdo centesimal da TSPM antes e
apos o processo fermentativo, o percentual de matéria seca obtido para a torta in natura e
apos o processo de fermentacdo ndo apresentou diferencas significativas. O percentual para
teor de cinzas ndo apresentou grande variacao na torta pré e pds fermentacdo, assim como 0s

valores de pH, solidos soluveis totais, acidez titulavel.

O teor de fibra também ndo apresentou diferencas significativas, a torta in natura
apresentou teor de 24,97 + 7,86%, ap6s a fermentacdo com o fungo MB 2.13B o teor
observado foi de 21,36 + 2,03% e com o fungo EF 71(Oudemansiella canarii) obteve 21,08
+ 2,30% de fibra. O teor de fibra bruta é um pardmetro importante para avaliar a composicao
de um alimento. Composicdo que apresenta elevados teores de fibra aumenta a

digestabilidade do produto.

Estudos sobre a composicdo indicam que a torta de pinhdo-manso é rica em
proteina, podendo chegar a 46%, dependendo do método de extracdo do 6leo. Devido ao alto
valor proteico, a torta de pinhdo-manso possui um potencial para uso na nutricdo animal. O
teor de proteina observado na TSPM foi de 13,07 + 0,83%, ap0ds a fermentacdo o teor foi
elevado para 22,20 + 0,09 e 21,70 + 0,89% com os fungos MB 2.13B (Aspergillus sp.) e
EF 71 (Oudemansiella canarii) respectivamente. Durante o processo fermentativo os fungos

contribuiram para o0 aumento das fracdes de proteinas presente na torta.
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O teor de lipidios apresentou uma pequena diminuicdo apds o processo de
fermentacdo, os lipideos presentes na torta podem servir como um substrato adequado para a
producdo de enzimas microbianas importantes para aplicagdes industriais. Durante o
processo fermentativo pode ter ocorrido a producdo de enzimas que tem como substrato

lipideos.

Tabela 7: Composicdo centesimal da torta de semente de pinhdo manso antes apos o

processo fermentativo.

COMPONENTES TSPM MB 2.13B EF 71
Matéria seca 53,07% + 2,28 49,77+ 2,76 48,73%+0,76
Cinzas 4,27° 0,07 4,52° + 0,46 5,36 + 0,26
Fibra bruta 24,97* + 7,86 21,08% + 2,03 21,36% + 3,30
Proteina 13,07° + 0,83 22,20% + 0,90 21,70% + 0,89
Lipideos 10,19* + 0,05 7,14 +1,48 6,75 + 2,08
pH 5,48% +0,18 4,98 +0,12 5,86% + 0,16
S6lidos solGveis 0,16" + 0,05 0,30+ 0,00 0,20°+ 0,00
Acidez titulavel 8,597°+ 1,40 18,02* + 2,78 17,52% + 0,56

Legenda: TSPM: TSPM autoclavada por 40 minutos; MB 2.13B: TSPM fermentada 15

dias pelo fungo MB 2.13B(Aspergillus sp.)

e EF 71: TSPM fermentada 15 dias pelo fungo

EF 71(Oudemansiella canarii). Medias + desvio padrdo. As medias com mesma letra ndo

diferem a 0,05 de significancia pelo teste de Tukey. Letras iguais médias iguais.
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6. CONCLUSAO

Dos trés basidiomicetos utilizados, o que apresentou melhor potencial para
reduzir a concentracdo de GL na TCA foi o EF 79 (Perenniporia spp) e para reduzir os EF
na TSPM foi o0 EF 71(Oudemansiella canarii).

O melhor ascomiceto para degradar o GL na TCA foi MB 2.7 (Aspergillus sp.)
e 0s EF na TSPM foi MB 2.13 (Aspergillus sp.). Observou-se aumento ou pelo menos a
concentracdo proteina microbiana presente na TSPM apds o processo de fermentagdo do EF
71 (Oudemansiella canarii) e MB 2.13B (Aspergillus sp.) e uma reduc¢do da proteina apés a
fermentacao da TCA com os fungos MB 2.7 (Aspergillus sp.) e EF79 (Perenniporia spp).

A inoculacéo de fungos MB 2.7 (Aspergillus sp.) e FE 79 (Perenniporia spp)
na TCA e MB 2.13B (Aspergillus sp.) e EF 71(Oudemansiella canarii) na TSPM mostrou
ser uma alternativa para agregar valor aos residuos agroindustrial, possibilitando o seu uso
da alimentacdo animal, apds de testes toxicoldgicos, com a reducdo de GL na TCA e EF na

TSPM aumentando a qualidade das tortas oriundas das inddstrias de biodiesel.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
v" Identificacdo do género e espécies dos fungos MB 2.1, MB 2.7 e MB 2.13B por anélise

molecular.
v" Realizar estudo dos fungos quanto a producdo de toxinas quando cultivados em fermentagéo

em estado s6lido na TCA e TSPM.
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ANEXO A - RESULTADO HPLC DA TORTA DE ALGODAO

Compound 1: Gossypol

# Name Type RT Area ug/mL Resultado
24| 2018 06 19 TCA Natura R1 Analyte 3,17|  10535,99 0,770 77
25 2018 06 19 TCA Natura R2 Analyte 3,17 12404,03 0,897 8,97
26| 2018 06 19 TCA Natura R3 Analyte 3,17| 11880,53 0,862 8,62
27| 2018 06 19 Controle R1 Analyte 3,17|  3072,713 0,236 2,36
28 2018 06 19 Controle R2 Analyte 3,17 2681,801 0,207 2,07
29| 2018 06 19 Controle R3 Analyte 3,17|  3023,004 0,233 2,33
60| 2018 06 19 EF41-R1 Analyte 3,16| 5446,079 0,411 4,11
61 2018 06 19 EF41-R2 Analyte 3,16 5510,891 0,416 4,16
62| 2018 06 19 EF41-R3 Analyte 3,17 5557,35 0,419 4,19
63 2018 06 19 EF71-R1 Analyte 3,17 2311,174 0,179 1,79
64 2018 06 19 EF71-R2 Analyte 3,17 2238,934 0,174 1,74
65| 2018 06 19 EF71-R3 Analyte 3,16| 2203,943 0,171 1,71
66 2018 06 19 EF79-R1 Analyte 3,16 1424,549 0,112 1,12
67| 2018 06 19 EF79-R2 Analyte 3,16| 1445196 0,113 1,13
68 2018 06 19 EF79-R3 Analyte 3,16 1430,072 0,112 1,12
69 2018 06 19 MB2-1-R1 Analyte 3,17 14685,46 1,048 10,48
70| 2018 06 19 MB2-1-R2 Analyte 3,17| 1486318 1,060 10,6
71 2018 06 19 MB2-1-R3 Analyte 3,17 14726,5 1,051 10,51
72| 2018 06 19 MB2-7-R1 Analyte 3,16| 2353,934 0,182 1,82
73 2018 06 19 MB2-7-R2 Analyte 3,16 4307,349 0,328 3,28
74| 2018 06 19 MB2-7-R3 Analyte 3,16| 2296,984 0,178 1,78
75| 2018 06 19 MB2-13B-R1 Analyte 3,17|  109399,2 5,652 56,52
76 2018 06 19 MB2-13B-R2 Analyte 3,17 118548,6 6,000 60
77| 2018 06 19 MB2-13B-R3 Analyte 3,16| 1074754 5,578 55,78
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ANEXO B - CROMATOGRAMA DOS ESTERES DE FORBOL E RESULTADOS DOS CALCULOS

2018_06_07_Amostra_EF71_R1
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2018_06_07_Amostra_MB2-13B_R3
2018_06_07_Amostra_Controle_R1 Sm (Mn, 2x3)

1: MRM of 1 Channel ES+

740 _ TIC (Phorbol Esters - H2O)
1 315772 1.4566
Area
E=
0....,...‘|....|...|..‘. T T 1t 11 1 rrrrrrrrrrrrrqrrrr e
300 400 500 600 700 800 900 10.00
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Extrato Semente Controle

. < Concentracéo
Replicata Area MS Amount (ng) (ma/g) ¢

1 2473452

2 2437342
7806,0 6,505

3 2458897

Media 2456564

Amostras
. < Concentracéo
Replicata Area MS Amount (ng) (ma/g) ¢

2016_08_29 Controle R1 588948 1871,5 1,560
2016_08 29 Controle R2 402043 1277,5 1,065
2016 08 29 Controle R3 393837 12515 1,043
2016 08 29 MB2.13B_T1 R1 59445 188,9 0,157
2016 _08 29 MB2.13B T1 R2 69700 221,5 0,185
2016 _08 29 MB2.13B T1 R3 73738 234,3 0,195
2016 _08 29 MB2.13B T2 R1 112425 357,2 0,298
2016 _08 29 MB2.13B T2 R2 108386 3444 0,287
2016 08 29 MB2.13B_T2 R3 111450 354,1 0,295
2016 08 29 MB2.13B_T3 R1 25428 80,8 0,067
2016 _08 29 MB2.13B T3 R2 18971 109,7 0,091
2016 _08 29 MB2.13B_T3 R3 31515 100,1 0,083
2016 08 29 MB2.13B_T4 R1 34195 108,7 0,091
2016 _08 29 MB2.13B T4 R2 34766 110,5 0,092
2016 08 29 MB2.13B_T4 R3 33498 106,4 0,089
2016 _08 29 MB2.13B_T5 R1 146478 465,5 0,388
2016 08 29 MB2.13B_T5 R2 156864 498,5 0,415
2016_08 29 MB2.13B_T5 R3 175665 558,2 0,465
2016_08 29 EF71 T1 R1 446398 1418,5 1,182
2016_08_29 EF71 T1 R2 406752 1292,5 1,077
2016_08 29 EF71 _T1 R3 227113 1313,8 1,095
2016_08 29 EF71 T2 R1 339572 1079,0 0,899
2016_08 29 EF71 T2 R2 164623 952,3 0,794
2016_08 29 EF71_T2_R3 168444 974,4 0,812
2016_08 29 EF71 T3 R1 215744 685,6 0,571
2016_08 29 EF71 T3 R2 143426 455,8 0,380
2016_08 29 EF71_T3_R3 132866 4222 0,352
2016_08 29 EF71 T4 R1 76358 242,6 0,202
2016_08 29 EF71 T4 R2 77915 247,6 0,206
2016_08 29 EF71 T4 R3 77719 247,0 0,206
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