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RESUMO

Devido & mandioca ser uma matéria-prima rica em compostos cianogénicos, e por
guestdes de seguranca, torna-se necessario o conhecimento dos teores residuais de
cianeto nos produtos finais de farinha, tucupi e maniva, visto que quando ingerido,
pode causar intoxicagdo e desenvolvimento de doencas cronicas. Este estudo teve
como objetivo propor um método rapido de analise semiquantitativa de cianeto total
(kit) em derivados de mandioca. Foram realizadas determinac¢des de cianeto total em
raizes e folhas de mandioca e seus respectivos produtos derivados (farinha seca,
tucupi e maniva), para avaliar a faixa de trabalho a ser proposta para o kit. Os
componentes do kit foram desenvolvidos com base em metodologia
espectrofotométrica amplamente utilizada em pesquisas com mandioca. Foi
estabelecido o tempo de armazenamento dos componentes do kit desenvolvido e sua
validacao a partir das figuras de mérito linearidade, repetibilidade, faixa de trabalho e
limite de deteccdo. A concentracdo de cianeto total nos derivados de mandioca
apresentou comportamento distinto entre as amostras, indicando a predominancia de
compostos cianogénicos nado glicosidicos e residuos de linamarina. Uma forma
adequada de enzima desidratada e parcialmente purificada foi obtida a partir de
precipitacdo de extrato de entrecasca de mandioca com solvente etanol. O kit
desenvolvido contém frascos conta-gotas com solucdes tampéo e alcalina, reagente
de cor e enzima em papel de filtro, armazenada em embalagem laminada
multicamada, que também configura como o recipiente de reacao. Este formato foi
capaz de apresentar respostas visualmente diferenciadas de cor, para as faixas de
concentracdo de cianeto total presentes em amostras de tucupi, farinha e maniva. O
estudo de estabilidade indicou que o kit deve ser armazenado sob refrigeracéo e
utilizado no periodo maximo de 30 dias para analise de tucupi. Porém ha a
necessidade de ajustes para a analise de farinha e maniva. O kit apresentou
linearidade entre 1,03 e 3,97 ug de HCN por embalagem de reagcdo com coeficiente
de correlacdo de 0,9898; faixa de trabalho entre 5 e 100 ppm; desvio padréo relativo
menor que 3 %; limite de deteccao de 5 ppm e indice de recuperacéo entre 88 e 94%.

Palavras-chave: Cianeto total, linamarase, produtos derivados de mandioca.



ABSTRACT

Because cassava is a raw material rich in cyanogenic compounds, and of safety
issues, it is necessary to know the cyanide residues in the final products of flour, tucupi
and maniva, since when ingested it can cause intoxication and development of chronic
diseases. This work aimed to study a rapid and semi-quantitative method of analysis
of total cyanide (kit) in cassava derivatives. Total cyanide determinations were carry
out on roots and leaves of cassava, and their derived products (dry flour, tucupi and
maniva) to evaluate the range of work to be proposed for the kit. The components of
the kit were developed based on spectrophotometric methodology widely used in
cassava research. It was established the storage time of the components of the
developed kit and its validity from the figures of merit linearity, repeatability, working
range and limit of detection. The total cyanide concentration in the cassava derivatives
showed a distinct behavior among the samples, indicating a predominance of non -
glycosidic cyanogenic compounds and linamarin residues. A suitable form of
dehydrated and partially purified enzyme was developed from the precipitation of
cassava weevil extract with ethanol solvent. The kit contains dropper bottles with buffer
and alkaline solutions, color reagent, and enzyme on filter paper, stored in multilayer
laminated packaging, which also sets up as the reaction vessel. This format was able
to present visually differentiated color responses for the total cyanide concentration
ranges in tucupi, flour and maniva samples. The stability study indicated that the kit
should be stored under refrigeration and used in the maximum period of 30 days, for
tucupi analysis, but with adjustments for the analysis of flour and maniva. The kit
showed linearity between 1.03 and 3.97 uyg of HCN per reaction package with
correlation coefficient of 0.9898; working range between 5 and 100 ppm; relative
standard deviation less than 3%; limit of detection of 5 ppm and recovery index
between 88 and 94%.

Keywords: Total cyanide, linamarase, cassava products.
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1 INTRODUCAO

O estado do Para possui uma culinaria peculiar e muito apreciada em todo o
Brasil e por alguns paises do mundo. Destaque para os produtos alimenticios
produzidos a partir da mandioca, tais como a farinha seca, farinha d’agua, tucupi,
caldo bastante consumido e apreciado na culinaria paraense, e a maniva que é uma

massa produzida a partir das folhas moidas.

No entanto, a planta da mandioca possui um alto teor de glicosideos
especificos que ao serem hidrolisados liberam cianeto, um composto téxico que
ocasiona problemas de saude (CEREDA, 2004). O cianeto causa intoxicacdo aguda
que pode levar a morte, aumenta a ocorréncia do bocio e cretinismo, em regifes de
alta caréncia do iodo, e konzo, que € a perda parcial das fungcbes motoras dos
membros inferiores ou superiores e ainda implica na ocorréncia da neuropatia em
criancas (NHASSICO et al., 2008).

A OMS (Organizacdo Mundial de Saude) e a FAO (Organizacdo das Nacbes
Unidas para Alimentacao e Agricultura) estabeleceram um limite maximo de 10 mg de
HCN/kg de farinha, em base seca (JECFA et al., 1993). Por muito tempo nédo existia
definicdo de limites de ingestédo para os demais produtos derivados consumidos com
regularidade no estado do Para, como € o caso do tucupi e da maniva. Contudo, a
Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Pard — ADEPARA, através da
Instrucdo Normativa n. 1/2016, definiu para a maniva o limite de 0,5 mg de HCN/Kg,
bem abaixo da recomendacdo para farinha. Para o tucupi, a Instrucdo Normativa
n.1/2008 indica que os limites para tucupi serdo definidos em atos complementares
(ADEPARA, 2008; 2016).

Atualmente, a determinagédo de cianeto total nos derivados de mandioca €&
dificultada em razdo de metodologias complexas e por possuirem custo elevado ou

serem inadequadas, tornando-as inacessiveis para 0s seus processadores.

Dentre as metodologias utilizadas, a enzimatica adotada por Essers et al.
(1993) é a mais utilizada por ser capaz de identificar o cianeto total, o cianeto nao-
glicosidico e o cianeto livre (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2011). Além desta, existem

também os métodos rapidos e semiquantitativos (kits) desenvolvidos com base em
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reacOes colorimétricas de Konig, que sdo mais indicados para andlise de aguas

residuais com baixas concentracdes de cianeto livre.

Diante disto, o desenvolvimento e avaliagdo de um método rapido de analise
semiquantitativa, para quantificar cianeto total em unidades de processamento de

derivados de mandioca, é necessario.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Estabelecer um método rapido de analise semiquantitativa de cianeto total em

produtos derivados de mandioca.
2.2 ESPECIFICOS

- Identificar a faixa de concentracao dos diferentes compostos cianogénicos presentes

em farinha, tucupi e maniva produzidos no Estado do Par§;

- Desenvolver todos os componentes de um método rapido para determinacao
semiquantitativa de cianeto total em produtos de farinha de mandioca, tucupi e

maniva;

- Determinar o tempo de armazenamento dos componentes do método rapido

desenvolvido;

-Validar o método rapido semiquantitativo de cianeto total.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 IMPORTANCIA DA MANDIOCA PARA A AMAZONIA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é muito produzida, principalmente na
Africa, Asia e América Latina (SEAB, 2016). Planta cultivada, predominantemente,
para a subsisténcia dos trabalhadores rurais, € uma das principais fontes de
carboidratos disponiveis aos estratos sociais de baixa renda (ALBUQUERQUE et al,

2012), tendo importante participacdo na geracao de emprego e renda.

A producdo de mandioca, apesar de estabelecida em diversas regides do
mundo, no Brasil € uma das mais promissoras, devido as condicfes climaticas e
disponibilidade de area para cultivo. Na regido norte do Brasil, mais especificamente
na mesorregidao nordeste do estado do Pard, o cultivo da planta € amplamente
difundido pela agricultura familiar, com producdo voltada ao autoconsumo,
alimentacdo animal e venda de excedentes como forma de geracdo e/ou
complemento de renda. Contudo, as familias produtoras utilizam pouca ou henhuma
tecnologia no seu processo de producédo, o que impacta negativamente na qualidade
e seguranca alimentar dos produtos obtidos e em seu rendimento de producao
(SILVA; SILVA; SILVA, 2014).

A Amazonia é a regido do mundo onde a mandioca apresenta 0 maior numero
de formas de aproveitamento ou utilizacdo, aspecto este que tem levado alguns
estudiosos a admitir a regido como local de origem da domesticacéo desta planta. E,
de fato, bem extensa a relacdo das formas pelas quais a mandioca € utilizada na
regido, devido a grande contribuicdo dada pelo elemento indigena dentro do setor
culinario (CAMARAO et al., 1993).

Apesar da grande diversidade, o sistema produtivo da cadeia da mandioca
apresenta trés tipologias basicas: a unidade doméstica, a unidade familiar e a unidade
empresarial. Essa classificacdo leva em consideragcdo as interconexdes entre a
origem da mao-de-obra, o nivel tecnoldgico, a participacdo no mercado e o grau de
intensidade do uso de capital na exploracédo (ESPM/SEBRAE, 2008).

A unidade doméstica é caracterizada por usar mao-de-obra familiar, ndo utilizar

tecnologias modernas e pouco participar do mercado. A unidade familiar, ao contrario
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da doméstica, j4 adota algumas tecnologias, tem uma participacdo significativa no
mercado e dispde de capital de exploracdo em nivel mais elevado. J& na unidade
empresarial, a contratacdo de méao-de-obra de terceiros € a caracteristica marcante,
correspondendo, juntamente com as unidades do tipo familiar, pela maior parte da
producédo de raizes no Brasil (PEDUZZI, 2009).

3.2 PRODUTOS DERIVADOS DE MANDIOCA NO ESTADO DO PARA

O beneficiamento da mandioca € uma atividade que comecou a ser praticada
no Brasil pelos seus primeiros habitantes, os indios. Especificamente no estado do
Para, maior produtor nacional de mandioca, existe uma variedade de pequenas
agroindustrias de beneficiamento da mandioca que desempenham importante papel
no desenvolvimento do estado (SEAB, 2016).

As atividades agroindustriais garantem emprego e renda aos produtores,
familiares e demais agentes envolvidos, 0 que por sua vez movimenta a economia
das localidades onde estéo inseridas. Tais agroindustrias desenvolveram técnicas que
possibilitam transformar certos tipos de mandioca, considerados improprios para o
consumo humano, em alimentos, os quais sdo consumidos na forma de farinha e
outros derivados (FAO, 2016). Porém, um grande empecilho para um maior
desenvolvimento dessas agroindustrias € que a maioria destes estabelecimentos se
caracteriza por ter uma estrutura familiar tradicional, com instalacées impréprias aos
atuais padrées de higiene e qualidade, além de equipamentos rudimentares e

inexisténcia de uma gestao capacitada.

Os principais produtos derivados da mandioca séo a farinha, o tucupi e a
maniva. Seus processos de obtencéo estdo descritos a seguir.

3.2.1 Processamento de farinha de mandioca seca

A farinha de mesa é o derivado da mandioca mais amplamente difundido no

pais, sendo consumida de diferentes maneiras, em todas as regides brasileiras.

A tecnologia de fabricacdo da farinha (Figura 1) € simples, mas exige alguns
cuidados no seu desenvolvimento. A selecdo da matéria-prima adequada, a higiene e
os cuidados durante todo o processo de fabricagcéo, sdo fatores fundamentais para

garantir um produto de qualidade. O rendimento médio é de 25 a 30 %, dependendo
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da variedade de mandioca e da eficiéncia dos equipamentos utilizados (CHISTE;
COHEN; OLIVEIRA, 2005).

As raizes, antes do processamento, devem ser lavadas em agua corrente, para
eliminar as impurezas, e o descascamento é feito manualmente utilizando-se facas de
aco inoxidavel, seguido da lavagem para retirada da casca ou impurezas ainda
remanescentes. A etapa seguinte € a trituracdo, a qual geralmente é realizada em
“caititus”, que sao cilindros de madeira contendo serras de ago que funcionam como
trituradores (CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2005).

A etapa de prensagem tem como objetivo obter a massa com menor teor de
umidade e com isso evitar o comeco da fermentacéo, o escurecimento da farinha e
diminuir a umidade da massa ralada. A prensagem pode ser realizada em prensas
manuais ou em prensas hidraulicas (SOUZA; BRAGANCA, 2000).

Ao sair da prensa, a massa ralada esta compactada, havendo necessidade de
ser desaglomerada manualmente ou utilizando um tipo de ralador, permitindo assim a
peneiragem. Em sequencia, a massa € colocada, em bateladas, no forno para a
eliminacdo do excesso de agua e realizar a torracdo a qual tem como funcgéo
desenvolver o sabor torrado na farinha, além de gelatinizar parcialmente o amido
(CHISTE; COHEN; OLIVEIRA, 2005).

Figura 1. Fluxograma do processamento das raizes de mandioca para a producao de
farinha do grupo seca.

RAIZES LAVAGEM

D E mp | TRITURAGAO |map
MANDIOCA DESCASCAMENTO PRENSAGEM

FARINHA
DE
MANDIOCA
SECA

<4m| TORRAGAO |<«@mm | ESFARELAMENTO

Fonte: Adaptado de Chisté et al.( 2005).
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3.2.2 Processamento de farinha de mandioca d’agua

A farinha d’agua é produzida (Figura 2) a partir da raiz que fica imersa em
tanques com agua ou em igarapés por cerca de quatro dias, antes de passar por todos
0s processos similares aos da farinha seca (COHEN; OLIVEIRA; CHISTE, 2007).

Figura 2. Fluxograma do processamento das raizes de mandioca para a producéo de
farinha do grupo d’agua.

RAIZES LAVAGEM
DE

E = MOLHO [= = A
MANDIOCA DESCASCAMENTO LAVAGEM TRITURAGAO

FARINHA
DE
MANDIOCA
D'AGUA

4m| TORRAGAO «@m | ESFARELAMENTO |<fmm| PRENSAGEM

Fonte: Adaptado de Chisté et al.( 2007).

3.2.3 Processo de fabricacdo do tucupi

A producdo de tucupi (Figura 3) inicia-se com a recepcdo das raizes de
mandioca, que posteriormente sdo lavadas, descascadas, trituradas e prensadas,
para a remocao da fracdo liquida denominada de manipueira. A manipueira € deixada
em repouso por um ou dois dias a temperatura ambiente, para que ocorra a
fermentacdo. Durante o repouso, ha a decantacdo do amido, que posteriormente é
removido (COHEN; OLIVEIRA; CHISTE, 2007). ApOs a etapa de fermentacéo, é
realizada a cocc¢édo do liquido com condimentos para obtencao do tucupi. Segundo
Campos (2016), o tempo de fermentacdo e coccao varia muito de fabricante para

fabricante.

O tempo de coccgéo, juntamente com o tempo de fermentacdo, sédo as etapas
do processo que mais influenciam na reducdo dos compostos cianogénicos, devido a

acao da enzima linamarase sobre a linamarina (CAMPQOS, 2016).


http://asacolabrasileira.com.br/2014/02/11/farinha-seca
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Figura 3. Fluxograma do processamento das raizes de mandioca para a producéo de
tucupi.

RAIZES LAVAGEM

DE E mp | TRITURAGAO |mp
MANDIOCA DESCASCAMENTO PRENSAGEM

<= COCGAO «mm | FERMENTAGAO |-«mm| MANIPULACAO

Fonte: Adaptado de Cohen et al. (2007).

3.2.4 Processo de fabricacdo de maniva

Enguanto em todo o pais as folhas da mandioca sao consideradas co-produtos,
em cidades do Par4, principalmente, elas sao utilizadas como alimento (CARVALHO,
2005).

A massa feita das folhas moidas é chamada de maniva, utilizando-se
comumente as folhas mais novas, de diferentes variedades (SACOLA BRASILEIRA,
2014).

O processamento tem inicio com a imersao das folhas em tanque com agua,
passando por uma segunda lavagem em agua corrente e, entdo, seguem para o

cozimento em tacho aberto.

AplOs o0 cozimento, a 4gua € drenada e as folhas cozidas resfriadas em
temperatura ambiente. A moagem das folhas é realizada em equipamento elétrico
(similar ao utilizado para moer carnes), com auxilio de adicdo de agua (Figura 4)
(MODESTO JUNIOR; ALVES; ABREU, 2018). Esta forma de processamento vem

sendo adotada por processadores com grande volume de matéria prima.

Muitas unidades de processamento de maniva ainda utilizam o processo
tradicional, onde as folhas séo primeiramente trituradas para depois serem cozidas,.
Entretanto, ndo se tem estudo definitivo do efeito desta inversdo de etapas em termos

de residual de cianeto, valor nutricional ou caracteristicas sensoriais.
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Figura 4. Fluxograma de fabricacdo de maniva.

DE FOLHA DE | mmp»|  COM AGUA POR 15

ESCORMENTO DO EXCESSO
LAVAGEM mp | COZMENTO |
MANDIOCA MINUTOS PARA LAVAGE!

RECEPCAO IMERSAO EM TANQUE
(48 A 50 HORAS) DE AGUA E RESFRIAMENTO

MANIVA

HIDRATAGAO MOAGEM DAS
PRE - COZIDA « EMBALAGEM ‘ G ‘

COM AGUA (1:1) FOLHASCOZIDAS

Fonte: Adaptado de Modesto et al. (2018).

3.3 GLICOSIDEOS CIANOGENICOS E TOXICIDADE

A mandioca possui um nivel toxico de glicosideos cianogénicos formados por
95 % de linamarina do teor total de cianogénio (Figura 5) e 5 % de lotaustralina. Todos
os tecidos da mandioca possuem linamarina, que € sintetizada a partir do aminoéacido
valina (MIDIO; MARTINS, 2000).

Figura 5. Estrutura quimica da linamarina.

/.OH 5 CN
HO™ \ A-CH
OH CH,

Fonte: Adaptado de Oliveira (2010).

Com a ruptura da estrutura celular da raiz, as enzimas presentes (linamarase)
degradam os compostos cianogénicos (linamarina e lotaustralina), liberando o cianeto
na forma de acido cianidrico (Figura 6), que € o principio téxico da mandioca. A
ingestdo ou mesmo a inalacdo representa sério perigo a saude, podendo ocorrer
casos extremos de envenenamento ou intoxicagdes cronicas (CAGNON; CEREDA,
PANTAROTTO, 2002).

Durante a ingestao, com auxilio da enzima endégena rodanase, os mamiferos
tém a capacidade de converter o ion cianeto a tiocianato, que é facilmente eliminado
na urina. Quanto esta capacidade de detoxificacdo do organismo é superada, ocorre
a intoxicagédo aguda (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).
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Uma das mais conhecidas intoxicagdes cronicas por cianeto envolve o sistema
nervoso e é chamada de neuropatia ataxica tropical (TAN), que € representada por
uma perda gradual dos movimentos do corpo, perda de visdo e descoloracdo de
discos oOpticos da retina em ambos os olhos, surdez bilateral e polineuropatia (MIDIO;
MARTINS, 2000).

Figura 6. Acao da enzima responsavel pela liberacdo do cianeto.

(a) CHOH \ CN CH_OH
Y ‘ 2
J—0. 07 ™ i -O OH X
7 N\ 7 \ !
</ OH \> Linamarase «;// OH \J
™\ Y + HO > [N | ~  +HO CH
N B - glicosidase ) H N /7
OH | ( B - glicosida (0] j CH
OH OH
Linamarina Glicose Cianidrina
(b) N 0
Hidroxinitrila liase
HO CH3 > iCN  +
EspontdneaempH>4eT>30C
CH3
Cianidrina Propanona

Fonte: Adaptado de Oliveira (2010).

Em levantamentos feitos pelo Comité Misto de Peritos FAO/OMS sobre Aditivos
Alimentares (JECFA, 1993), considera-se como dose letal ingerida por um ser humano
valores entre 0,5 e 3,5 mg de HCN/kg de peso corpdreo, ou ainda uma Unica ingestédo
de 60 mg de HCN. Pela dificuldade de estabelecer um valor definitivo de ingestéao para
produtos de mandioca, apenas a farinha de mesa tem um valor limite de HCN total
(ou potencial) estabelecido em norma, segundo a OMS e a FAO, de 10 mg de HCN/kg
de farinha, em base seca (JECFA, 1993).

Por muito tempo nao existia definicdo de limites de ingestdo para os demais
produtos derivados consumidos com regularidade no estado do Para, como € o caso
do tucupi e da maniva. Contudo, a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do
Pard — ADEPARA, através IN n. 1/2016, definiu para a maniva o limite de 0,5mg de
HCN/Kg, bem abaixo da recomendacao para farinha. Ja na IN n.1/2008 ha indicagao
de que os limites para tucupi serdo definidos em atos complementares (ADEPARA,
2008; 2016).
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3.4 METODOS DE DETERMINACAO DE CIANETO

Existem métodos disponiveis na literatura para quantificacdo de cianeto em
diferentes tipos de matrizes, como em aguas residuais e em alimentos. Contudo,
guando séo aplicados na matriz mandioca, outros procedimentos S4o necessarios
(ESSERS et al.,1993).

As etapas seguintes sdo comuns em todas as metodologias disponiveis para a
analise em mandioca: amostragem, homogeneizacao, extracao, transformacao dos
compostos cianogénicos em HCN ou CN-, isolamento, quantificacdo e calculo a partir

de padroes.

Dentre as metodologias, destacam-se dois métodos quantitativos, 0 método
oficial da AOAC e o0 método enzimatico de Essers et al. (1993). O método oficial de
guantificacdo de cianeto € o método de destilacdo a vapor com subsequente titulacéo
do HCN (cianeto livre), descrito pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC). Este método compreende a autdlise da mandioca triturada, por imersdo em
agua, e incubacao por 20 horas a 37°C, seguido de destilacdo a vapor para isolar o

HCN e subsequente titulacdo com solucéo de nitrato de prata (AOAC, 1990).

Atualmente, o método enzimatico descrito e adaptado por Essers et al. (1993)
€ 0 mais utilizado. Compreende as etapas de homogeneizacdo, filtracéo,
neutralizacdo, hidrélise enzimética e leitura espectrofotométrica, apos reacéo
colorimétrica, via reagente de cor a base de isonicotinato e &cido 1,3-
dimetilbarbitarico. Este método elimina a dependéncia da atividade natural da enzima
enddgena da mandioca, a linamarase. Essa enzima, ao ser adicionada na reacdo,
aumenta a rapidez e a eficacia da conversao de compostos cianogénicos em cianeto.
Além disso, tem a capacidade de determinar o cianeto total (glicosideos cianogénicos,
o—hidroxinitrila e cianeto livre), o cianeto ndo glicosidico (o—hidroxinitrila e cianeto
livre) e o cianeto livre (HCN) (ESSERS et al., 1993).

Existem kits de determinacéo de cianeto desenvolvidos baseados nos métodos
colorimétricos, considerados métodos rapidos e semiquantitativos. Sao fornecidos e
comercializados pelas empresas Hanna e Merck. Estes kits ttm como fundamentacgéo
a reacado dos ions cianeto com agentes corantes para formar o cloreto cianogénico, o

qual reage com o acido barbitarico na presenca de piridina para formacao de uma cor
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violeta (reacdo de Konig). A concentracao de cianeto é medida semiquantitativamente
por comparacdo visual com uma escala de cores que equivalem a faixas de
concentracdo de cianeto pré-determinadas. Sdo mais indicados para analise de aguas

residuais com baixas concentracdes de cianeto livre (MERCK MILLIPORE, 2016).

Os kits disponiveis no mercado tem sua utilizacao limitada para derivados de
mandioca, pois determina apenas o cianeto livre em amostras. Uma conformacgao
ideal de metodologia, que seria util para as unidades de processamento de mandioca,
seria a unido do conceito pratico dos kits rapidos com a possibilidade de determinacao

do cianeto total presente nos produtos derivados da mandioca.

Contudo, a producao de enzimas para utilizacdo em analises requer métodos
de separacao e purificacdo complexos e onerosos. A precipitacdo de enzimas, com
uso de solventes, pode ser uma alternativa para a obtencdo de um material com
pureza intermediaria que possa atender ao nivel de sensibilidade de um método

semiquantitativo.
3.5 PRECIPITACAO DE ENZIMAS POR SOLVENTES ORGANICOS

As proteinas podem sofrer precipitacdo por solvente orgéanico, devido a
diminuicdo da atividade de agua na solucdo, ocasionada pela substituicdo da agua
pelo solvente organico. Quando se adiciona solvente organico, h4 uma diminuicao na
constante dielétrica da solucédo, fortalecendo-se as forcas de atracao entre as cargas
opostas das moléculas de proteina (ROBERT; LAVENANT; RENARD, 2002).

A desvantagem do uso deste método é a possivel desnaturacéo das proteinas.
Ainda assim, isso pode ser minimizado através da reducdo da temperatura para
valores geralmente em torno de 0° C, ja que, em baixas temperaturas, a flexibilidade
das biomoléculas € menor, diminuindo assim a capacidade de penetracdo do solvente
e de qualquer desnaturacao irreversivel das enzimas (MARINO-BOHORQUEZ, 2014).

Segundo Robert et al. (2002), as principais mudancas observadas na estrutura
secundaria das proteinas foi a formacao de B-folhas intermoleculares e a perda de a-
hélice e B-folhas intramoleculares, devido as interacdes hidrofébicas, com 50 % (v/v)
de etanol, a temperatura ambiente. A exposi¢do do nucleo hidrofobico das proteinas,

em solugéo alcoolica, aumenta com o aumento do comprimento da cadeia alifatica de
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alcoois e, deste modo, a tendéncia ao desdobramento das proteinas é maior
(HERSKOVIIS; JAILLET; GADEGBKU, 1970).

Segundo o estudo de Sashi; Yasin; Bhuyan (2012), o valor do pH da solucéo
tem alta influéncia no processo de agregacéo das biomoléculas, pois um aumento na
carga liquida da proteina tende a diminuir a velocidade do processo pela repulséo
entre moléculas carregadas e, especificamente em meio alcalino, as moléculas de
solvente, além de interagirem com os grupos hidrofébicos da proteina, vao interagir
por ligacdes de hidrogénio com grupos peptideos —NH, formando a estrutura de [3-

folhas intermoleculares.
3.6 VALIDACAO E FIGURAS DE MERITO

No desenvolvimento de um método analitico, a etapa de validacdo tem o
objetivo de estimar a sua eficiéncia de execucdo em laboratério (LA ROCA et al.,
2007).

Segundo a resolucao da diretoria colegiada do INMETRO (2016), a validacao
analitica é a avaliacdo sistematica de um método, por meio de ensaios experimentais,
de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos especificos
para seu uso pretendido sdo atendidos. Entretanto, a validacdo de um método deve
apresentar resultados confidveis e adequados a sua finalidade de forma

documentada.

Na validacdo, existem critérios que devem ser seguidos durante seu
desenvolvimento, conhecidos como parametros ou figuras de mérito. Dentre esses,
estédo a linearidade, a faixa de trabalho, a precisao (repetibilidade e reprodutibilidade)
e o limite de deteccdo (ANVISA, 2017).

A linearidade é demostrada a partir das respostas analiticas obtidas da relacéo
diretamente proporcional da concentracdo do analito, em uma amostra. Essa anélise
€ realizada com no minimo cinco pontos de concentracoes diferentes para as solugcdes

preparadas em, no minimo, triplicata (ANVISA, 2017).

Os resultados da linearidade podem ser mostrados no analito, a partir de grafico

de disperséo dos residuos, acompanhado de sua avaliagéo estatistica e equacao da
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reta de regressdo de y em x, estimada pelo método dos minimos quadrados, entre
outros métodos (ANVISA, 2017).

Na precisdo, avalia-se a proximidade entre os resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado. Os parametros que expressam a precisdo séo a repetibilidade e também a
reprodutibilidade (ANVISA, 2017).

Os resultados da precisdo sdo mostrados pela dispersdo dos resultados,
calculando-se os desvios padrao relativos (DPR) (ANVISA, 2017). O limite de
deteccdo deve ser demonstrado pela obtencdo da menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente

guantificado, sob as condi¢cBes experimentais estabelecidas.

A determinacado do limite de deteccéo pode ser realizada por meio de método
visual, da razéo sinal-ruido, baseado na determinacéo do branco ou em parametros
da curva de calibracdo, considerando-se as particularidades do método analitico

utilizado.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIA-PRIMA E PRODUTOS DERIVADOS

Para determinar a faixa de cianeto total, ndo glicosidico e livre dos derivados
de mandioca, foram adquiridas raizes e folhas de mandioca e seus respectivos
produtos derivados (farinha seca, tucupi e maniva), em unidades de processamento
localizadas em quatro municipios do nordeste paraense (Castanhal, Inhangapi, Santa

Izabel e Santa Maria).

Para as analises referentes a farinha, foram coletadas em cada unidade de
processamento, seis raizes descascadas, do inicio do processo de fabricagéo, e cinco

sacos de um quilograma de farinha de mesa branca seca.

Para a analise de maniva, foram coletados cinco quilogramas de folhas in
natura, no inicio do processamento e cinco sacos, de um quilograma cada, com

maniva cozida antes (MC1) e ap0s a trituragdo (MC2).

Para as analises referentes ao tucupi, foram coletadas seis raizes descascadas
do inicio do processamento, dois litros de manipueira recém extraida, dois litros de
manipueira decantada e dois litros de tucupi. As manipueiras e o0 tucupi foram

acondicionados em garrafas PET de 1 litro, com tampa e rosca.

Para a producdo de extrato enzimatico de linamarase, e para os testes de
obtencdo de enzima desidratada, foram adquiridas amostras de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) do cultivar BRS Poti do Banco de Germoplasma (BAG) da Embrapa
Amazonia Oriental. As raizes foram coletadas com periodos de 11 a 13 meses de
plantio.

Para as andlises de cor e establidade, foram adquiridas, periodicamente,
amostras de tucupi, farinha seca e maniva, em supermercados da cidade de Belém,

com periodos de 1 a 4 semanas de produgao.
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4.2 METODOS

4.2.1 Determinacgao do teor de cianeto total, ndo glicosidico e livre dos derivados
de mandioca (ESSERS et al., 1993).

Obtencado da enzima linamarase e determinacao de atividade enzimatica

A enzima utilizada para a analise foi obtida de acordo com metodologia descrita
por Cooke (1979), a partir de 200 g de entrecasca de mandioca da variedade BRS

Poti, obtida no Banco de Germoplasma de Mandioca da Embrapa Amazonia Oriental.

A partir da Equacao 01, calculou-se o correspondente valor de umol de HCN

liberado por minuto.
Atividade enzimética (U/mL) = (X . F) / (0,1.30) Eq. (01)

Em que:

U: unidade de atividade enzimética, ou seja, 1 pmol de HCN liberado por minuto;

X (umol de HCN L*): quantidade pmol de HCN liberado nos 30 minutos de incubacéo, obtido
a partir da curva analitica (X = (Asos — b)/a);

F: fator de diluicdo (102 10° ou 10%);

30: tempo em minutos de reacao, pois a definicdo de unidade de atividade enzimatica é pmol
de produto liberado por minuto a 30°C.

Preparo de extratos da raiz de mandioca e seus respectivos derivados (farinha, tucupi

e maniva)

Para a obtencéo dos extratos, as amostras de raizes, folhas, farinha, maniva,
manipueira e tucupi passaram pelo processo de quarteamento para homogeneizacao
e obtencdo da massa necessaria. Utilizou-se cerca de 70 g de raiz, 40 g de farinha,
20 g de maniva, 20 mL de manipueira e 20 mL de tucupi. Adicionou-se, a cada
amostra, 250 mL de solucdo extratora (solucdo etandlica de &cido fosférico 0,1 M)
para trituracdo. Para as amostras de maniva, foi adicionada solu¢éo de NaCl a solugéo
extratora. Os extratos foram centrifugados (Centrifuga Excelsa Baby Il / modelo 206 —
R) a 5.100 x g, por 10 minutos, e os sobrenadantes acondicionados em frascos de
PEAD, com tampa e rosca, e mantidos sob congelamento até o momento da analise
(ESSERS et al., 1993).

Curva analitica e célculo dos resultados
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A curva analitica foi construida a partir de uma solucéo padrédo de 2ug/mL de
KCN. Foram estabelecidos seis pontos equivalentes a uma faixa de 0,19 a 1,15 ug de

HCN, por tubo de reacéo.
Dosagem de cianeto total, ndo glicosidico e livre

As concentracdes de cianeto total (linamarina + acetona-cianidrina + HCN), n&o
glicosidico (acetona-cianidrina + HCN) e livre (HCN) foram determinadas tanto na

matéria-prima quanto no produto final.

As andlises foram realizadas em triplicata, seguindo a metodologia
espectrofotométrica de Essers et al. (1993). O cianeto total € determinado pelo
principio da hidrélise dos compostos cianogénicos presentes no meio de extracao,
pela enzima linamarase, em cianidrina. A cianidrina € transformada a cianeto em
solucdo alcalina. A quantidade total de cianeto € determinada pelo método
colorimétrico, no qual o cianeto é oxidado a haleto de cianogénio pela cloramina T.
Esta substancia reage com o &cido isonicotinico para produzir um produto
intermediario o qual se hidrolisa para produzir o dialdeido conjugado. Este dialdeido
reage com a amina primaria ou com compostos que possuem grupamento metileno

ativo, como o acido 1,3-dimetilbarbiturico, formando um substancia colorida.

A determinag&o do cianeto total se inicia com a adi¢cdo de 0,1 mL do extrato
obtido, em tubo de ensaio contendo 0,4 mL de tampéao fosfato pH 7,0 e seguido da
adicao de 0,1 mL da enzima linamarase obtida pela metodologia de Cooke (1979). Os
tubos foram mantidos a 30° C, por 15 minutos, em banho de 4gua. Apds esta etapa,

foram adicionadas as demais solugdes, conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Preparo dos tubos para a determinacdo de cianeto total.
Solucgéo Branco Amostra
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Solucdo NaOH 0,2 M (mL) 0,6 0,6
Aguardar cinco minutos

Solucéo tampéo fosfato 0,1 M pH 6,0 (mL) 2,8 2,8
Solucao cloramina T (mL) 0,1 0,1

Aguardar cinco minutos
Isonicotinato/1,3-dimetilbarbittrico (mL) 0,6 0,6
Aguardar 10 minutos

Ler absorbancia em 605 nm

A partir da Equacéo 02, calculou-se o correspondente valor de HCN em ug/g

(mg/Kg ou ppm) nas amostras.

Cianeto = (ugHCN/g) = X.V.F/ m.v Eq. (02)

Em que:

X: pg de HCN presente na reagéo, obtido a partir da curva analitica (X = (Aeos — b) /a);

V: volume total do extrato em mL (volume de meio de extragéo + volume de 4gua na amostra);
F: fator de diluicdo da amostra, quando necessario;

m: massa da amostra (Q);

v: volume de extrato utilizado na analise (mL).

Os resultados foram expressos em mg HCN/kg de amostra. Para obter o teor
de umidade das amostras, foi determinada a umidade em estufa a 105° C (AOAC,
2002).

Para a determinacdo de cianeto ndo glicosidico, 0,1 mL do extrato obtido foi
adicionado em tubo de ensaio contendo 0,4 mL de tampéo fosfato pH 6,0. Apds esta

etapa, foram adicionadas as demais solucdes, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Preparo dos tubos para a determinacéo de cianeto néo glicosidico.

Solucéo Branco Amostra
Solucdo NaOH 0,2 M (mL) 0,6 0,6
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Aguardar cinco minutos

Solucéo tampo fosfato 0,1 M pH 6,0 (mL) 29 29
Solucao cloramina T (mL) 0,1 0,1
Aguardar cinco minutos

Isonicotinato/1,3 dimetilbarbittrico (mL) 0,6 0,6

Aguardar 10 minutos
Ler absorbancia em 605 nm

A partir da Equacéo 02, calculou-se o correspondente valor de HCN em pg/g
(mg/Kg ou ppm) nas amostras.

A determinacdo do cianeto livre inicia-se com a adicdo de 0,6 mL do extrato
obtido, em tubo de ensaio contendo 3,4 mL de tampé&o fosfato pH 6,0. Apds esta etapa

foram adicionadas as demais solu¢des, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Preparo dos tubos para a determinacdo de cianeto livre.
Solucéo Branco Amostra

Solucéo cloramina T (mL) 0,1 0,1
Aguardar cinco minutos

Isonicotinato/1,3 dimetilbarbitdrico (mL) 0,6 0,6
Aguardar 10 minutos

Ler absorbancia em 605 nm

A partir da Equacgéo 02 calculou-se o correspondente valor de HCN em pug/g

(mg/Kg ou ppm) nas amostras.

4.2.2 Desenvolvimento do método rapido semiquantitativo de andlise de

cianeto total

O método rapido semi-quantitativo (kit) teve como base a metodologia de
Essers et al. (1993). Foi desenvolvido um protétipo visando a determinacdo de cianeto
total, em derivados de mandioca, a partir da percepgcao visual de formacdo de
coloracdo azul, durante a reagdo. Os reagentes foram adicionados respeitando a
ordem descrita por Essers et al. (1993). As adaptacdes do método foram feitas a partir
de testes utilizando amostras dos produtos derivados de mandioca (farinha, tucupi e
maniva), visando estabelecer as quantidades adequadas de amostras e reagentes,

para uso pratico em unidades de processamento. Os testes foram seguidos por
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leituras espectrofotométricas, a 605 nm de comprimento de onda, para verificacdo e
ajustes das faixas de absorbancia.

Visando a conversédo dos glicosideos cianogénicos, houve a necessidade de
obter uma forma adequada de enzima desidratada para compor o kit, cujos testes
estdo descritos a seguir.

Também foram realizados testes para estabelecer a massa ideal de produtos
de mandioca a ser utilizada no kit, para atingir inicialmente uma faixa de trabalho em
torno de 10 mg HCN/kg, conforme recomendacdo da FAO/WHO, como limite seguro

para consumo da farinha de mandioca.
Ensaios para obtencéo de enzima linamarase em papel de filtro

Para definir o processo de obtencdo da enzima linamarase em papel de filtro,
foi realizado um experimento de delineamento experimental em duplicata, com trés
repeticdes no ponto central, visando a determinagdo da melhor concentragdo e
proporcao de etanol, para um maior rendimento de precipitacdo da enzima, conforme

descrito a seguir.
Obtencado de enzima linamarase em papel de filtro

O extrato bruto enzimatico foi obtido a partir de 200 g de entrecasca de
mandioca do cultivar BRS Poti, utilizando um processador. Em seguida, realizou-se a
filtracdo a vacuo e o filtrado foi dividido em béqueres em sete aliquotas iguais de 40
mL. Em cada béquer foram adicionadas trés diferentes concentracdes de etanol, em
trés proporcdes diferentes, conforme delineamento experimental descrito no item a
seguir. Os béqueres com as misturas extrato:etanol foram colocados sob refrigeracéo,
por quinze minutos, para precipitacdo da enzima. Em seguida, os precipitados foram
filtrados a vacuo, em papel filtro qualitativo (Quanty, 60 g/cm?). Para a determinacgéo
do rendimento, os papéis de filtro contendo a enzima precipitada foram secos durante
uma hora em estufa com circulagéo e remocao de ar (Tecnal, modelo TE — 394/1) a
40° C, resfriados em dessecador e pesados em balanc¢a analitica (Shimadzu modelo
AUW220D).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicos%C3%ADdeo_cianog%C3%A9nico
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Para eliminar qualquer residuo, os papéis de filtro foram previamente tratados,
passando-se agua destilada e etanol 90 % e em seguida secos, da mesma forma

como descrito anteriormente.
Delineamento experimental composto central de 22

A concentragdo de etanol (X1) e a proporcdo de etanol (X2) foram
estabelecidas como variaveis independentes, estudadas em dois niveis e um ponto
central, em tiplicata (Tabela 4), totalizando sete ensaios (Tabela 5). Como resposta,
considerou-se o rendimento de precipitacdo da enzima linamarase expresso em

porcentagem (m/v).

Tabela 4. Variaveis independentes e niveis de variacao.

Variaveis Independentes Niveis de variacao

-1 0 +1
X1 — Concentracao de Etanol (%) 65 80 95
X2 — Proporcao de Etanol (%) 30 50 70

Tabela 5. Delineamento experimental completo 22, e seus valores codificados e reais.

Experimento Concentracdo de Etanol Proporcéo de Etanol
(%) (%)
T1 65 (-1) 30 (-1)
T2 95 (+1) 30 (-1)
T3 65 (-1) 70 (+1)
T4 95 (+1) 70 (+1)
T5 80 (0) 50 (0)
T6 80 (0) 50 (0)
T7 80 (0) 50 (0)

Avaliacdo da atividade linamarase no ponto 6timo

Devido a inviabilidade econdmica de se determinar a atividade de todas as
enzimas produzidas a partir do delineamento experimental, foi escolhida a enzima
com o melhor rendimento de precipitacdo a partir do delineamento experimental e
realizados testes utilizando-se amostras de tucupi, farinha e maniva comerciais. A
eficiéncia do processo de obtencao e da atividade da enzima linamarase desidratada,

em papel de filtro, foi determinada verificando-se o comportamento da cor de reacao,
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ao final de cada analise, conforme Essers et al. (1993), com testes com e sem (branco)

adicao das amostras.

Adaptacdo das amostras dos produtos derivados de mandioca a serem analisados

por meio do kit

A realizacdo dos testes para definicdo da média do peso das amostras de
farinha e maniva, utilizando uma colher que mede, aproximadamente, 0,1 g de
amostra, foi executada a fim de verificar o desvio da média dos pesos medidos na
colher do protétipo. Para as amostras de tucupi utilizou-se conta gotas, para medicdo

de uma gota.

Foram utilizados oito voluntarios, sendo que quatro voluntérios fizeram dez
medicdes para cada amostra de farinha (V1, V2, V3 e V4) e quatro fizeram dez
medicdes para cada amostra de maniva (V5, V6, V7 e V8), em um total de 40
repeticbes para cada produto. Os pesos de cada medicdo foram determinados
utilizando uma balanga analitica (Shimadzu, modelo AUW220D).

A partir da Equacdo 03, determinaram-se as dispersdes dos resultados,
calculando-se o desvio padréo relativo (DPR) da série de medi¢des. Os resultados

foram expressos em porcentagem.

DPR= (DP/CMD).100 Eqg. (03)

Em que:
DP: desvio padrao
CMD: concentracdo média determinada

Analise de amostras e definicdo de parametros de cor utilizando o kit

Com o propésito de definir os parametros de cor L*, a* e b*, equivalentes as
faixas de concentragcdo de cianeto total, em andlises utilizando o kit, foram realizadas

adaptacdes para adequacao das amostras de farinha, tucupi e maniva.

As amostras de farinhas foram trituradas, utilizando uma colher de metal de

cozinha, e medidas na colher do prot6tipo, com as quantidades de 1/2, 1 e 2 colheres.
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As amostras de maniva foram medidas na colher do protétipo com as quantidades de
1 e 2 colheres.

Foi utilizada aliquota equivalente a uma gota (=0,05 mL) das amostras de

tucupi, em cinco diferentes dilui¢cdes (0; 1:1; 1:3; 1:9 e 1:19) com agua destilada.

Em seguida, as amostras de farinha, tucupi e maniva, separadamente, foram

analisadas utilizando-se o kit.

Apos o complexo colorido azul ser formado, ao final da reagéo, foi determinada
a sua absorbéancia em espectrofotdmetro (Agilent Technologies, modelo Cary 60 UV-
Vis), com auxilio do acessorio de fibra 6tica (modelo dip probe coupler), a 605 nm. Os
resultados foram calculados de acordo com a Equagéo 4, e expressos em ppm.

Comparativamente, foram feitas andlises de cor, para obtencdo dos
parametros de L*, a* e b*, de acordo com o sistema CIELAB, em colorimetro Chroma
Meter CR - 400/410 (Konica Minolta). A reacao para formagédo do complexo colorido
foi realizada em béqueres de 10 mL, revestidos lateralmente com papel kraft, para
conter a disperséo da luz. O colorimetro foi posicionado de tal forma que a leitura

fosse realizada no sentido de baixo para cima, no béquer.

A curva analitica foi construida a partir de uma solucéo padrdo de 3 ug/mL de
KCN. Foram estabelecidos cinco pontos equivalentes a uma faixa de 5 a 100 ppm de
HCN, por embalagem do kit.

A partir da Equacéo 04, calculou-se o correspondente valor de HCN em pg/g

(mg/Kg ou ppm), nas amostras.
Cianeto Total (ugHCN/g) = X/ m Eq. (04)

Em que:
X: pg de HCN presente na reagéo € obtido a partir da curva analitica (X = (Aesos — b)/a);
m: massa da amostra (g) ou (mL).

A enzima utilizada para a analise foi obtida de acordo com o topico Obtencdo
de enzima linamarase em papel de filtro, descrito anteriormente, a partir de 200 g de
entrecasca de mandioca da variedade BRS Poti.
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A partir da Equacgéo 01 calculou-se o correspondente valor de pmol de HCN
liberado por minuto.

4.2.3 Validacéao e figuras de mérito

As figuras de mérito avaliadas para a validacdo foram: linearidade, faixa de
trabalho, precisao (repetibilidade e reprodutibilidade) e limite de deteccdo. Estes
parametros foram avaliados de acordo com orientacdo sobre validacdo de métodos
analiticos (INMETRO, 2016).

Linearidade

A linearidade foi avaliada por teste da concentragcédo de HCN em ppm. A andlise
da concentracdo de HCN em ppm foi realizada em triplicata, utilizando um
espectrofotometro (Agilent Technologies, modelo Cary 60 UV-Vis), com auxilio do
acessorio de fibra o6tica, modelo dip probe coupler, a 605 nm. Os valores em ppm

foram calculados de acordo com a Equacéo 4, descrita anteriormente.

A linearidade foi demostrada por meio da sua capacidade de obter respostas
analiticas (absorbancia) diretamente proporcionais a cinco concentracées (5,10, 25,
50 e 100 ppm) diferentes de KCN (INMETRO, 2016).

Precisao

A precisdo do kit foi medida por meio da repetibilidade, sendo realizadas
medicOes de cianeto total em amostras comerciais de produtos derivadas de

mandioca, adquiridas na cidade de Belém.

As condi¢cdes de medicdo foram realizadas pelo mesmo operador, 0 mesmo

sistema de medicdo e as mesmas condi¢des de operacao (INMETRO, 2016).

A partir da Equacédo 03, determinaram-se as dispersbes dos resultados,
calculando-se o desvio padréo relativo (DPR) da série de medi¢des. Os resultados

foram expressos em porcentagem.
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Faixa de trabalho

A faixa de trabalho foi estabelecida a partir dos estudos de linearidade,
juntamente com os resultados de precisdo e considerando o limite de 10ppm como
referéncia de um produto seguro (INMETRO, 2016).

Limite de deteccao

Como o kit € um método visual, o limite de deteccao foi determinado pela menor
concentracdo para a qual é possivel constatar o efeito visual esperado (INMETRO,
2016).

Método de adicao e recuperacdo

O método de adicao e recuperacéo, utilizando-se o kit de analise, foi realizado
adicionando-se quantidades conhecidas de uma solucéo padréo de KCN, juntamente
as amostras de tucupi, farinha e maniva comercial. As adi¢cdes de padrdes foram

adicionadas nas concentragdes de HCN de 0,50 pg/mL, 1,00 pg/mL e 1,50 pg/mL.

As amostras foram analisadas em triplicata e, o resultado das médias de
diferentes concentracfes da adicdo e recuperacao, foi calculado através da Equacao
05.

Recuperacao (%): (C1 — C2/ Cs). 100 Eq. (05)

Em que:

Ci: concentragdo do analito na amostra fortificada,;

C.: concentragdo do analito na amostra néo fortificada;

Cs: concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.

4.2.4 Teste de estabilidade de solugbes e da enzima linamarase em papel de

filtro

Esta etapa teve o objetivo de avaliar o tempo de validade dos reagentes
preparados e embalados, que foram utilizados para a realizacdo das analises com o

kit desenvolvido.
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Cada reagente foi armazenado em condi¢cdes de temperatura que simulam o
ambiente de seu armazenamento. Como a regido amazonica apresenta temperaturas
normalmente elevadas, foi considerada a temperatura de armazenamento de 30° C,
comparativamente a uma temperatura de refrigeracao de 10° C, mantidas com auxilio
de camaras de incubacéo tipo BOD (Solab Mod. SL-224/364)(MOURA; GERMER,
2004).

Em intervalos de 30 dias, foram realizadas analises, simultaneamente, de
cianeto total, utilizando o kit de analise e a metodologia de referéncia de Essers et al.
(1993), em amostras comerciais de produtos derivados de mandioca, adquiridas na
cidade de Belém (PA). As analises foram realizadas em sextuplicatas dos reagentes
armazenados, em comparacdo com reagentes recém preparados (controle),

totalizando trés meses de testes.

Admitiu-se o fim da estabilidade quando foi observada uma variacdo dos
valores obtidos de cianeto total (CT), maior do que 5 %, em relacdo aos resultados

obtidos quando utilizado o reagente controle (BRASIL, 2011).

Para os calculos de variacao de valores (VV) de cianeto total em relacdo ao

meétodo de referéncia utilizou-se a Equacao 06.

WV (%) = [(CTMR — CTkit).100)/CTMR Eq.(06)

Em que:
CTMR: Valores de cianeto total obtidos pelo método de referéncia;
CTKit: Valores de cianeto total obtidos pelo kit

Atividade enzimatica da enzima linamarase em papel de filtro utilizada nos testes de

estabilidade.

Além das analises comparativas com enzima recém-preparada, foram
realizadas determinagfes da atividade enzimética da linamarase em papel de filtro,

durante dois meses de armazenamento.

A partir da Equacao 07, calculou-se o correspondente valor de pumol de HCN

liberado por minuto.
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Atividade enzimatica (U/cm?) = (X . F) / (1.30) Eq. (07)

Em que:

U: unidade de atividade enzimética, ou seja, 1 pmol de HCN liberado por minuto;

X (umol de HCN L*): quantidade pmol de HCN liberado nos 30 minutos de incubagéo, obtido
a partir da curva analitica (X = (Asos — b)/a);

F: fator de diluicdo (102 10° ou 10%);

30: tempo em minutos de reacao, pois a definicdo de unidade de atividade enziméatica é umol
de produto liberado por minuto a 30°C.

4.2.5 Andlise estatistica

Para os testes de obtencdo de enzima linamarase em papel de filtro foi

realizada analise de variancia (ANOVA), com nivel de confianga de 95 % (p < 0,05).

Nos resultados de determinagcdo de cianeto total, em produtos derivados de
mandioca, foi realizada a comparacdo de médias pelo teste de Tukey (P < 0,05),

utilizando-se o programa Statistica 7.0.

As analises de validacdo e as figuras de mérito foram realizadas em
sextuplicata e consideradas de acordo com orientacdo sobre validacdo de métodos
analiticos (INMETRO, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE CIANETO TOTAL (CT), NAO GLICOSIDICO (CNG) E
LIVRE (CL) EM PRODUTOS DERIVADOS DE MANDIOCA.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados da concentracdo de cianeto

total, ndo glicosidico e livre das raizes e farinha de mandioca.

Tabela 6. Cianeto total (CT), ndo glicosidico (CNG) e livre(CL) das raizes e farinha de
mandioca.

Amostra CT CNG CL Umidade
(ppm) (ppm) (ppm) (%)
Raiz RF1 124,98+22,002 24,26+0,80 2 1,52+0,21% 54,12+0,08 P
Farinha F1 9,15+0,65¢  10,72+0,87° 1,4620,11P 6,23+0,09 ¢
Raiz RF2 84,27+1,36> 24,71+3,972 3,95+0,76 2 58,12+0,10 2
Farinha F2 4,30+0,389  3,17+0,12¢ 0,69+0,11°¢ 4,21+0,14 ¢

F1 e F2 (Farinha 1 e 2); RF1 e RF2 (Raiz descascada/F1 e F2);.

Resultados média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras iguais, na mesma
coluna, n&o diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey a p >0,05).

Os resultados indicam que, a partir de raizes consideradas perigosamente
venenosas, com teores maiores que 80 mg de HCN/kg, houve reducéo efetiva dos
teores de cianeto total durante o processamento das farinhas analisadas, que
apresentaram valores abaixo do limite estabelecido pela FAO, de 10 mg de HCN/Kkg.
Na etapa de trituracdo, a enzima linamarase entra em contato com o substrato,
enquanto na etapa de prensagem os glicosideos responsaveis por formar o HCN
(linamarina e a lotaustralina) sdo removidos, por serem solUveis em agua. Por outro
lado na etapa de torracdo, o HCN por ser volétil é eliminado, devido ao aumento da

temperatura (Cereda, 2003).

Chisté et al. (2010), ao estudarem a determinagao de cianeto total durante as
etapas de processamento da farinha de mandioca, obtiveram uma dosagem de
cianeto total de 50 mg HCN/kg em raizes trituradas e 36 mg HCN/kg na massa
prensada, evidenciando uma reducéo significativa durante a etapa de prensagem, até

o produto final, que apresentou valor de cianeto de 9,0 mg de HCN/kg.
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Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados da concentracdo de cianeto
total, ndo glicosidico e livre das raizes, manipueira, manipueira decantada e tucupi de

mandioca.

Tabela 7. Cianeto total (CT), n&o glicosidico (CNG) e livre(CL) das raizes, manipueira,
manipueira decantada e tucupi de mandioca.

Amostra CT CNG CL Umidade
(ppm) (ppm) (ppm) (%)

Raiz RT1 249,33+6,732 62,69+4,18° 1,02+0,207 72,05+0,08 ©
Manipueira M1 43,97+1,339  45,36+0,97 ¢ 45,463,492 95,62+0,07 ©
Manipueira MD1 34,86+1,64¢ 34,92+1,58 ¢ 34,28+0,77 ¢ 97,78+0,06 °
Tucupi T1 11,17+ 2,379 11,44+0,12¢ 3,98+0,09 ¢ 97,85+0,02 ©
Raiz RT2 157,50+36,96 © 34,32+1,229 0,95+0,157 70,00+0,21f
Manipueira M2 86,30+2,44°¢ 74,90+6,552 13,45+1,159 91,33+0,25 ¢
Manipueira MD2 34,99+2,60¢ 39,65+2,03° 38,41+1,20° 98,61+0,17 2
Tucupi T2 14,95+1,07 11,06+1,74¢ 6,89+0,49¢ 98,69+0,02 2

Tle T2 (Tucupile 2); RT1 e RT2 (Raiz descascada /T1 e T2); M1 e M2 (Manipueira
recém extraida/T1 e T2); MD1 e MD2(Manipueira decantada/T1 e T2); Resultados
expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas de letras iguais, na mesma

coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey a p >0,05).

As raizes de mandioca para a producao de tucupi também apresentaram teores
de cianeto total alto, o que caracterizou as mandiocas como impréprias para o
consumo direto, sem o devido tratamento de destoxificagdo. Contudo, a partir da
obtencdo das manipueiras, observou-se uma diminuicdo significativa do teor de
cianeto total, evidenciando uma maior taxa de reducéo durante as etapas de trituracéao
e prensagem. Por isso, a realizacdo da andlise de cianeto durante a etapa de
fermentacdo da manipueira (decantacédo da fécula) mostra-se de suma importancia,
visto que, neste ponto pode-se estabelecer um maior controle da qualidade do produto
final. Como o tucupi apresentou valor proximo de 10 mg de HCN/kg, partindo-se de
uma manipueira com 34 mg de HCN/kg, estima-se que o ponto ideal de inicio do
processo de fervura seria quando a manipueira decantada apresentasse valores
abaixo de 30 mg de HCN/kg.
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Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados da concentracdo de cianeto

total, ndo glicosidico das folhas in natura e manivas cozidas de mandioca.

Tabela 8. Cianeto total (CT), néo glicosidico (CNG) e livre(CL) das folhas in natura e
manivas cozidas de mandioca.

Amostra CT CNG CL Umidade
(ppm) (ppm) (Ppm) (%)
Folha de mandioca 97,46+5,37 2 95,01+6,632% 3,70+0,122 76,18+0,03°¢
Maniva MC1 12,96+0,84 > 2,20+0,33P 2,51+0,03P 80,18+0,37°P
Maniva MC2 1,77¢0,13¢ 2,23+0,12P 1,39+0,03°¢ 81,61+0,03 2

MC1 (Maniva cozida antes da trituracdo); MC2 (Maniva cozida ap0s a trituracao).
Resultados expressos como média + desvio padrdo.. Médias seguidas de letras
iguais, na mesma coluna, nao diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey a p
>0,05).

Assim como nos demais produtos, os processos de detoxificacdo da maniva
causaram reducdo significativa dos compostos cianogénicos. O cozimento apés a
trituracdo, considerado o procedimento tradicional, apresentou teores de cianeto total
abaixo de 10 mg HCN/kg, que é o limite recomendado como seguro, tendo como
referéncia a farinha de mesa, segundo a FAO (JECFA, 1993; CAC, 1996). Contudo,
0 processo de cozimento antes da trituracdo demonstrou ser cerca de dez vezes
menos eficiente na reducdo dos teores de cianeto total nas folhas de mandioca,
quando comparado ao processo de cozimento apés a moagem das folhas. Este fato
pode ser devido a inativacdo prévia de parte da enzima linamarase, durante o

cozimento, indicando a necessidade de estudos mais detalhados.

Os resultados apresentados, tanto para farinha, quanto para tucupi e maniva
indicaram que o0 cianeto total, dos produtos derivados de mandioca, s&o
representados majoritariamente por cianetos ndo glicosidicos, mais especificamente,
cianidrina. Sugere-se ainda que, para garantir produtos finais com baixos residuais
de cianeto, seria importante analises de controle nas etapas de pos prensagem da
massa para farinha, na etapa de decantacéo da fécula de manipueira e apods a etapa
de moagem da maniva. Valores de cianeto total em torno de 30 mg de HCN/Kg, seriam
recomendados como determinantes para iniciar 0os processos de aguecimento,

durante a obtencao de farinha, tucupi e maniva.



44

5.2 TESTES PARA OBTENCAO DE LINAMARASE EM PAPEL DE FILTRO

Os resultados do planejamento experimental completo do tipo 22 estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Rendimento de precipitacdo de enzima linamarase obtidos a partir de
planejamento experimental completo 2°.

Concentracéo Etanol Proporgéo Etanol Volume extrato Rendimento
(%) (%) (mL) (% m/v)
60 30 40 1,53 + 0,07
95 30 40 2,07 £ 0,20
60 70 40 1,15+ 0,10
95 70 40 1,26 + 0,08
80 50 40 1,07 £ 0,16
80 50 40 1,32+ 0,02
80 50 40 1,38 £ 0,04

*Resultados expressos como média + desvio padréo

A partir dos resultados obtidos, foram realizados os tratamentos estatisticos

para a avaliacao dos efeitos principais e de interagcfes (Tabela 10).

Tabela 10. Efeito estimado, erro puro e grau de significancia estatistica (p) sobre o
rendimento de precipitacdo de enzima.

Efeito Erro Puro P
Média 1,397143 0,062144 0,001973
Concentracao de etanol 0,325000 0,164418 0,186716
Proporc¢éo de etanol -0,595000 0,164418 0,068596
Concentracao* proporcao -0,215000 0,164418 0,321100

Observa-se que todos os efeitos principais e de interacdo ndo exerceram
influéncia significativa sobre a precipitacdo da enzima, ao nivel de confianca de 95 %
(p <0,05).

A concentracao de etanol apresentou efeito positivo, ou seja, 0 aumento desta
varidvel acarreta um aumento ndo rendimento de precipitacdo, enquanto que a
propor¢cdo mostra um efeito negativo, ou seja, quando se diminui a propor¢ao de

etanol aumenta-se o rendimento de precipitacdo da enzima.
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Na Tabela 11 estdo apresentados os valores de F da analise de variancia

(ANOVA) para ajuste do modelo linear e a variacédo explicada pelo modelo (R?).

Tabela 11. Andlise de variancia (ANOVA) para o ajuste de um modelo linear de

precipitacdo de enzima.

SQ GL MQ F.calculado F.tabelado* R?
Regressao 0,505875 2 0,252938 6,41 6,94 0,7624
Residuo 0,157668 4 0,039417
Falta de ajuste 0,103601 2 0,051801 1,91 19,00
Erro puro 0,054067 2 0,027033
Total 0,663543 6

GL: grau de liberdade; SQ: soma quadratica; MQ: média quadratica
*Valores tabelados de F a p < 0,05.

Verifica-se na Tabela 11 que o modelo explicou 76% da variacdo, mas nao

apresentou regressdo significativa, confirmada pelo menor valor de Fcaculado €M

relacdo ao Frabelado. Entretanto, a falta de ajuste néo foi significativa, devido ao valor

de Fcalculado S€r 10 vezes menor que Ftabelado.

Segundo Box (1978), um modelo é considerado preditivo quando as relacdes

de Fcalculado / Ftabelado, da regresséo e da falta de ajuste, sdo maiores que quatro

e menores que 0,1, respectivamente. Dessa forma, o modelo gerado pode ser

considerado representativo do processo, mas nao preditivo.

Na Figura 7, pode se observar graficamente o comportamento do processo de

precipitacdo da enzima linamarase, de acordo com o modelo gerado.
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Figura 7. Superficie de contorno para o rendimento de precipitacdo de enzima.
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O comportamento da superficie de contorno, da Figura 7, demonstra que os
maiores valores de rendimento de precipitacdo sdo obtidos com o aumento das
concentracdes da solucao etandlica, juntamente com a diminui¢cdo da proporgéo de
etanol, em relacdo ao extrato enzimético bruto. Destacando-se que 0 maior
rendimento de precipitacdo obtido, de cerca de 2%, encontra-se na faixa equivalente
a 95% de concentragdo de etanol e 30% de proporcdo em relacdo ao extrato

enzimaético.
5.3 TESTE DE EFICIENCIA DA ENZIMA LINAMARASE EM PAPEL DE FILTRO

Os resultados dos testes de eficiéncia foram determinados visualmente
(Quadrol), a partir da coloracao final da solucéo.



47

Quadro 1. Resultados dos testes de eficiéncia da enzima desidratada em suporte de

papel.

Teste Cor aparente
Todas as solu¢des + Tucupi + Enzima em papel de filtro Azul
Todas as solucdes + Enzima em papel de filtro Incolor
Todas as solucdes + Farinha + Enzima em papel de filtro Azul
Todas as solucdes + Enzima em papel de filtro Incolor
Todas as solucdes + Maniva + Enzima em papel de filtro Azul - Verde
Todas as solu¢des + Enzima em papel de filtro Incolor

A reacao com todas as solu¢des mais a enzima em papel de filtro, apresentou-

se incolor, evidenciando a auséncia de residuos de compostos cianogénicos na

enzima obtida, que possam desenvolver a coloracdo azul caracteristica da reacao.

5.4 DEFINICOES DOS PESOS DAS AMOSTRAS DOS PRODUTOS DERIVADOS

DE MANDIOCA A SEREM ANALISADOS POR MEIO DO KIT

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados dos testes de pesagem de

amostras de farinha e maniva, por diferentes voluntérios, usando a colher estabelecida

para compor o Kkit.

Tabela 12. Médias, desvios padréo (DP) e desvio padréo relativo (DPR) das pesagens

de amostras de farinha e maniva.

Voluntario/ Amostra Peso (g)* DPR (%)

V1 — Farinha 0,11 + 0,02 18,18
V2 — Farinha 0,11 £ 0,02 18,18
V3 — Farinha 0,11 £ 0,01 9,09

V4 — Farinha 0,11 + 0,01 9,09

V5 — Maniva 0,13+ 0,04 30,76
V6 — Maniva 0,12 £ 0,03 25,00
V7 — Maniva 0,13+ 0,02 36,36
V8 — Maniva 0,13+ 0,03 23,07

* Resultados expressos como peso da amostra + desvio padrao.

Segundo Gomes (1985) o desvio padrao relativo (DPR) permite comparacdes

entre variaveis de naturezas distintas e quanto menor o DPR, mais homogéneos séo

os dados.
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As amostras de farinha obtiveram valores de DPR médios enquanto as
amostras de maniva apresentaram DPR muito altos de acordo com a classificagéo de
Gomes (1985). Entretanto, todos os pesos das amostras apresentaram valores

aproximados de 0,1 g.

5.5 DESENVOLVIMENTO DO METODO RAPIDO DE  ANALISE
SEMIQUANTITATIVA DE CIANETO TOTAL EM DERIVADOS DE MANDIOCA

Apos os testes de adequacéo realizados, o primeiro prototipo do kit de analise

foi estabelecido com os itens descritos a seqguir:

- Enzima linamarase em papel de filtro, acondicionada em embalagem
laminada multicamada PET/PEBD transparente, de 15 mL;

- Frasco conta gotas contendo 20 mL de solucéo de hidroxido de sdédio 0,2 M;
- Frasco conta gotas contendo 10 mL de solucéo de cloramina T;

- Frasco conta gotas contendo 20 mL de reagente de cor isonicotinato/1,3-
dimetilbarbitdrico;

- Frasco conta gotas contendo 20 mL de tampé&o fosfato 1 M e pH 6,0.

Na Tabela 13 estdo descritas as quantidades sugeridas para adicdo de cada

um dos reagentes usados na analise.

Tabela 13. Quantidades de solucdes necessarias na reacdo, medidas em gotas.

Solucdao Concentracao/pH Numero de
gotas

Tampao fosfato 1M/6,0 1

Hidréxido de Sodio 0,2M 12

Tampao fosfato 1M/6,0

Cloramina T 1%

Reagente de cor isonicotinato/1,3- 12

dimetilbarbittrico

A utilizacdo de uma concentracdo baixa de solugao tampéo fosfato pH (6,0),
acarretava uma quantidade maior de gotas para a sua eficiéncia. Entdo, para tornar o
kit mais pratico, se fez necessario um ajuste de concentracdo para que houvesse a

necessidade de um menor numero de gotas durante a analise.

Desta forma, o kit desenvolvido tem capacidade para realizagédo de 30 analises.
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5.6 ANALISE DE AMOSTRAS E DEFINICAO DE PARAMETROS DE COR
UTILIZANDO O KIT

Na Tabela 14 estdo apresentados os valores dos parametros de cromaticidade
(L*, a* e b*), em relacdo aos valores equivalentes de cianeto total nas diferentes

quantidades de amostras de farinha, tucupi e maniva.

Tabela 14. Valores dos parametros de cromaticidade L*, a* e b* em relacdo ao teor
de cianeto total (CT) de amostras de tucupi, farinha e maniva em diferentes

quantidades.

Amostra/Quantidade (L™ a* b* CT (ppm)
Farinha/ %2 colher 95,12+0,53 -10,21+0,41 0,23%+0,42 5
Farinha/ 1 colher 75,10+ 0,20 -40,54+0,22 0,43+0,34 10

Farinha/ 2 colheres 55,20 £ 0,23 -30,34+0,31 0,89+ 0,10 20
Tucupi/ 0 25,12+ 0,12 -25,21+0,19 -35,66+ 0,31 100
Tucupi/ 1:1 4512+1,01 -5,21+0,80 -35,78+0,66 50
Tucupi /1:3 65,25+ 0,98 -20,32+0,23 -20,21+0,45 25
Tucupi /1:9 75,21 +0,34 -20,35%0,21 -20,67+0,14 10
Tucupi /1:19 75,22+0,83 8,52+0,21 -0,30+0,32 5
Maniva / 1 colher 75,27 +1,03 -20,58+1,30 20,59+ 1,06 10
Maniva/ 2 colheres 76,37 £+ 1,23 -30,51+1,30 10,28+ 1,06 20

A partir dos resultados de parametros de cromaticidade, estabeleceu-se um
gabarito de cores de acordo com as concentracdes de cianeto total equivalentes, em
ppm, por tipo de derivado de mandioca, conforme apresentado na Tabela 15.

Tabela 15. Gabarito de cores equivalentes ao teor de cianeto total (ppm) em farinha,
tucupi e maniva

Cianeto total

Amostra

Tucupi S5 ppm 10 ppm
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Farinha 5 ppm 10 ppm -

Maniva 10 ppm 20 ppm

Observou-se que a diferenciacao entre as cores € visualmente significativa, nas
diferentes faixas de concentracao de cianeto total, podendo estender-se além do limite
de 10 ppm, primeiramente estabelecido. Contudo, testes de desempenho dentro das
unidades de processamento ainda sdo necessarios para ratificar o gabarito, bem
como o desenvolvimento de um layout mais didatico. Com a escala de cores
estabelecida, o0 monitoramento dos pontos que precedem as etapas de aquecimento,

de ambos os derivados de mandioca sera possivel.
5.7 VALIDAGAO E FIGURAS DE MERITO

Os resultados para as figuras de mérito, tais como linearidade, precisdo
(repetibilidade), faixa de trabalho e limite de detecg&o, obtidas neste estudo estéao

apresentado abaixo.

A linearidade do kit para o cianeto variou entre 1,03 e 3,97 ug de HCN por

embalagem de reacéo, apresentando coeficiente de correlacdo 0,9898.

Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados de repetibilidade e os
respectivos desvios padrao relativos (DPR) do kit, quando utilizado em analise de

amostras de farinha, maniva e tucupi.

Tabela 16. Repetibilidade do kit utilizando amostras de tucupi, farinha e maniva.
Amostra CT (ppm) * DPR (%)

Tucupi 100,16 + 1,02 1,02
Farinha 5,16 + 0,08 1,55
Maniva 10,07 + 0,25 2,48

* Resultados expressos como média de CT * desvio padréo.

O coeficiente de variagdo (DPR) de 5,3 % foi utilizado como um critério para
avaliar a repetibilidade do método. Pode-se observar na Tabela 19 (onde foram
apresentados os valores de DPR) que foram obtidas excelentes repetibilidades dos
resultados (INMETRO, 2016).



51

A faixa de trabalho foi estabelecida segundo a linearidade, preciséo e valor
limite de HCN total estabelecido em norma, que segundo a OMS e a FAO é de 10mg
de HCN/kg de farinha de mesa, em base seca (JECFA et al., 1993). Desta forma,

selecionou-se a faixa entre 5 e 100 ppm.

Segundo a ANVISA (2017), o limite de deteccao pode ser determinado pela
menor concentracdo para a qual é possivel constatar o efeito visual esperado. Como
o kit € um método visual, a menor concentracdo para a qual € possivel constatar o

efeito visual esperado foi de 5 ppm.
5.8 METODO ADICAO E RECUPERACAO

Na Tabela 17 estdo apresentados os resultados dos testes de adicdo e

recuperacao para a o kit.

Tabela 17. Resultado dos testes de adicdo e recuperacdo de HCN do kit de analise.

Amostra Teor adicionado Recuperagéao
(Hg/mL) (%)
Tucupi 0,50 93,76
1,00 94,89
1,50 93,96
Farinha 0,50 92,89
1,00 93,19
1,50 94,25
Maniva 0,50 88,89
1,00 89,78
1,50 88,68

Resultados expressos como média das recupera¢cdes com diferentes concentracdes de HCN +
desvio padrao.

Os resultados encontrados do estudo de adicdo e recuperacdo para a
metodologia do kit, no presente trabalho, estdo de acordo com a orientacdo sobre
validacdo de métodos analiticos do Inmetro (2016), a qual a faixa do valor de

recuperagcdo media para um analito de 1ppm e de 80-110%.

A amostra de maniva, quando utilizado o kit para a determinagcéo de cianeto

total, apresentou um valor inferior ao das outras amostras. A coloracdo intensa das
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amostras de maniva pode ser responsavel pelas variagbes e interferéncias nas
leituras, tanto de absorbancia quanto de cor. A introducéo de um dispositivo capaz de
suprimir a coloracdo da amostra de maniva, antes da reacdo de cor, pode ser

necessaria, a fim de melhorar o desempenho do método para este tipo de produto.

5.8 TESTE DE ESTABILIDADE

Na Tabela 18 estdo apresentados os valores de cianeto total (CT) obtidos a
partir da metodologia Essers et al. (1993) em amostras comerciais de produtos

derivadas de mandioca, para cada més de estudo.

Tabela 18. Valores de cianeto total das amostras de tucupi, farinha e maniva,
utilizadas nos testes de estabilidade.

Amostra 1°més 2°més 3°més
CT (ppm)* CT (ppm)* CT (ppm)*
Tucupi 97,42 + 0,92 95,98 + 1,05 100,01 + 1,08
Maniva 1,19+ 0,19 1,53+ 0,02 1,20 £ 0,09
Farinha 9,73+1,12 9,19 £ 0,98 9,22 +£1,01

* Resultados expressos como média + desvio padréo.

Nas Tabelas 19 e 20 estdo apresentados os valores de CT da amostra de tucupi
utilizando cada um dos reagentes do kit armazenados a 10°C e 30°C e o0s respectivos
percentuais de variacdo (VV) em relacdo aos resultados obtidos pelo método de
referéncia de Essers et al. (1993).

Tabela 19. Variacéo dos valores (VV) de cianeto total (CT) obtidas para as amostras
de tucupi analisadas com reagentes do kit, quando armazenados a 10°C, em relacéo
ao método de referéncia.

Tempo 1° més 2°més 3°més

Componente CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%)

NaOH 95,23 +1,32 2,25 90,01 + 0,99 6,22 70,02 + 1,43 29,99
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Tampao 95,45+1,11 2,02 89,02+ 1,21 7,25 75,89 + 1,23 24,12
Cloramina T 92,56 + 0,91 4,99 80,31+ 1,23 16,33 50,32 + 0,99 49,69
Reag. Cor 92,99 + 0,99 4,55 81,17+1,81 15,43 45,75+ 1,35 54,25
Enzima 94,56 + 1,01 2,94 80,67 + 1,00 15,95 14,56 + 1,32 85,44

Na Tabela 19 pode-se observar que no primeiro més todos os componentes
apresentaram variacdo menor que 5 %, valor considerado por Brasil (2011) como

sendo o valor maximo de degradacéo para ser considerado estavel o componente.

Tabela 20. Variacao dos valores (VV) de cianeto total (CT), obtidas para as amostras
de tucupi analisadas com reagentes do kit quando armazenados a 30°C em relacéo
ao método de referéncia.

Tempo 1° més 2° més 3°més
Componente CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%)
NaOH 40,32+ 1,21 58,61 20,34+ 0,14 78,81 n.d. n.d.
Tampao 42,54 £ 1,10 56,33 20,56 + 0,21 78,58 n.d. n.d.
Cloramina T 60,21 +1,11 38,20 15,89 + 0,58 83,44 n.d. n.d.
Reag. Cor 75,32 + 1,23 22,69 13,28 + 0,66 86,16 n.d. n.d.
Enzima 70,32 £ 0,99 27,82 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.: ndo detectado

Os resultados apés o primeiro més de armazenamento, a 30° C (temperatura
ambiente) em analise de amostra de tucupi mostraram que todos 0s componentes
obtiveram uma variagcdo maior que 40 %. Entretanto, no segundo més quando a
enzima linamarase armazenada foi utilizada, ndo se observou valor detectavel de

cianeto total.

Maherawati et al. (1995), ao estudarem atividade e a estabilidade da linamarase
das folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) e sua capacidade de hidrolizar
linamarina, observaram que a atividade da linamarase foi bastante estavel em
temperaturas de 30 a 50° C. Porém, a estabilidade da enzima depende também do
periodo no qual a enzima é submetida a uma determinada temperatura e a fonte de

onde foi extraida.

Nas Tabelas 21 e 22 estdo apresentados os valores de CT da amostra de

maniva utilizando cada um dos reagentes do kit armazenados a 10°C e 30°C e os
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respectivos percentuais de variacao (VV) em relacdo aos resultados obtidos pelo

método de referéncia de Essers et al. (1993).

Tabela 21. Variacdo dos valores (VV) de cianeto total (CT), obtidas para as amostras
de maniva analisadas com reagentes do kit, quando armazenados a 10°C, em relagéo
ao método de referéncia.

Tempo 1° més 2° més 3°més
Componente CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%)
NaOH 1,09 + 0,08 8,40 0,98 + 0,09 35,95 n.d. n.d.
Tampéo 1,10 + 0,03 7,56 0,97 £0,01 36,60 n.d. n.d.
CloraminaT 0,98 £ 0,07 17,65 0,81 +0,03 47,06 n.d. n.d.
Reag. Cor 0,99 + 0,05 16,81 0,77 £0,21 49,67 n.d. n.d.
Enzima 1,02 +0,08 14,29 0,69 +0,27 54,90 n.d. n.d.

n.d.: ndo detectado

Os resultados apds o primeiro més de armazenamento, a 10° C, em amostra
de maniva (Tabela 21), mostram que todos os componentes obtiveram uma variagéo
maior que 5 %. Os valores de cianeto total das amostras de maniva variaram de 0,98
a 1,10 ppm, valor este abaixo do limite de detecc¢éo do kit (5 ppm). Isso pode explicar
os valores altos de variacdo, pois amostras com concentra¢des do analito iguais ou
proximas a do limite de deteccdo sdo consideradas como tendo determinacgéo

imprecisa.

Tabela 22. Variacao dos valores (VV) de cianeto total (CT), obtidas para as amostras
de maniva analisadas com reagentes do kit, quando armazenados a 30°C, em relacéo
ao método de referéncia.

Componente 1° més 2° més 3° més
Armazenado CT (ppm) VV (%) CT VV (%) CT (ppm) VV (%)
(Ppm)
NaOH n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tampéo n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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Cloramina T n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Reag. Cor n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Enzima n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.: ndo detectado

Na Tabela 22 observa-se que o CT da amostra de maniva ndo apresentou
valores significativos, quando usados 0s componentes armazenados a uma
temperatura de 30° C, uma vez que as amostras apresentaram valores abaixo do

limite de detecg¢é&o do kit.

Nas Tabelas 23 e 24 estdo apresentados os valores de CT da amostra de
farinha, utilizando cada um dos reagentes do kit armazenados a 10°C e 30°C, e os
respectivos percentuais de variacao (VV), em relacdo aos resultados obtidos pelo
método de referéncia de Essers et al. (1993).

Tabela 23. Variacao dos valores (VV) de cianeto total (CT), obtidas para as amostras
de farinha analisadas com reagentes do kit, quando armazenados a 10°C, em relacdo
ao método de referéncia.

Tempo 1° més 2° més 3°més
Componente CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%)
NaOH 9,02 +1,42 7,30 4,75+ 1,94 48,31 3,77 £ 0,98 59,11
Tampéo 8,99 + 2,02 7,61 5,08 +127 44,72 3,67 +1,05 60,20
Cloramina T 8,53+ 0,99 12,33 4,21 £1,00 54,19 1,98 £ 1,03 78,52
Reag. Cor 7,99 £ 1,56 17,88 3,99 £2,33 56,58 2,98 +1,04 67,88
Enzima 9,06 + 1,39 6,89 5,67 +1,01 38,30 2,57 0,99 72,13

Observando-se a Tabela 23, verifica-se que os resultados ap6s o0 primeiro més
de armazenamento a 10° C, em uma amostra de farinha de mandioca, mostram que
todos os componentes obtiveram uma variacdo maior que 5 %, ou seja, 0 método

apos um més sob refrigeracao teria uma confiabilidade de 90 %, aproximadamente.

Entretanto, a variagdo da amostra de farinha apresentou um valor maior que a
amostra de tucupi (Tabela 23). Isto pode ser explicado por algumas farinhas serem
ricas em cianeto nédo glicosidico e livre (ABREU et al., 2016). Além disso, a
estabilidade sofre influéncia de todos os demais componentes Kit, incluindo a

caracteristica da amostra a ser analisada (ORIQUI, 2012).
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Tabela 24. Variacao dos valores (VV) de cianeto total (CT), obtidas para as amostras
de farinha analisadas com reagentes do kit, guando armazenados a 30°C, em relacéo
ao método de referéncia.

Componente 1° més 2° més 3° més

Armazenado CT (ppm) VW (%) CT(ppm) VV (%) CT (ppm) VV (%)

NaOH 1,01 + 0,03 89,62 n.d. n.d. n.d. n.d.
Tampéao 2,45+0,03 74,82 n.d. n.d. n.d. n.d.
Cloramina T 1,02 + 0,38 89,52 n.d. n.d. n.d. n.d.
Reag. Cor 1,05 + 0,06 89,21 n.d. n.d. n.d. n.d.
Enzima 1,98 +0,01 79,65 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d.: ndo detectado

Os resultados apo6s o primeiro més de armazenamento a 30° C (temperatura
ambiente) em uma amostra de farinha mostram que todos 0s componentes tiveram
uma variacdo maior que 5 %. Entretanto, a partir do segundo més, nao foi possivel a

deteccado de CT pelas metodologias utilizadas (Tabela 24).

De uma maneira geral, observou-se que dentre os componentes do kit de
analise, os que merecem especial atencdo sdo as solucdes de cloramina T e 0
reagente de cor, ja que apresentaram os maiores valores de variacao dos resultados

em relacdo a metodologia de referéncia.

Durante a avaliacdo dos componentes, o kit apresentou um melhor
desempenho nas amostras de tucupi, com valores menores que 5% de variacao. Este
fato pode ser devido as baixas concentracdes de cianeto total das amostras testadas
de farinha e maniva, que foram em torno de 1 a 9 ppm de HCN. Novos testes de
avaliacdo, com amostras retiradas durante as etapas de obtenc&o destes derivados,

S80 necessarios.

Estes resultados indicam que o kit foi eficiente para a analise de amostras com
altas concentrac6es dos compostos cianogénicos em sua fase inicial, na forma de

linamarina e cianidrina, o que € importante para o controle durante o processamento.
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5.8.1 Atividade enzimatica da linamarase em papel de filtro utilizada nos testes
de estabilidade

Na Tabela 25 estdo apresentados os resultados de atividade enziméatica da

linamarase armazenada em duas diferentes temperaturas (10 e 30° C), por 2 meses.

Tabela 25. Atividade enzimatica da linamarase em papel de filtro, durante o
armazenamento a 10 e 30°C, por dois meses.

Tempo (més)  Temperatura (°C) Atividade enziméatica (U/cm?)

0 10 47
1 10 20
0 30 47
1 30 2

Na temperatura a 10° C, houve uma perda menor de atividade da enzima
(27U/cm?), enquanto na temperatura de 30° C houve uma perda de 45 U/cm?, apdés o

primeiro més de armazenamento.

Na metodologia de referéncia de Essers et al. (1993) é recomendado que a
atividade da enzima linamarase seja ajustada para valores proximos de 5 U/mL e que
durante o armazenamento, néo atinjam valores menores do que 3U/mL. Isto explica a
leitura de amostras de tucupi com a enzima armazenada por um més sob refrigeracao
apresentar resultados com pequena variacao (2,94 %) em relacdo ao método de
referéncia, bem como ainda possibilitar leitura apds dois meses de armazenamento,

embora com variagao acima de 10 %.

A termoestabilidade de uma enzima néo é afetada apenas pela temperatura na
gual a mesma é submetida. Ela pode ser afetada por fatores como a pureza da enzima
e do substrato, pelo método utilizado na medicao da taxa de reagéo catalisada e pelo
tempo de incubacéo (SIZER, 2006).

Com a estabilidade mantida sob refrigeracdo, a atual versao do kit de analises
€ bastante util para avaliagéo de processos, com a possibilidade de ser produzido para
atender a viagens de campo com periodos menores que 30 dias, sem a necessidade

de envio de amostras ao laboratorio.
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Alguns ajustes sdo necessarios para 0 aumento deste tempo de
armazenamento, como uso de conservadores ou imobilizagdo da enzima em outro

tipo de suporte.

6. CONCLUSAO

Os produtos de mandioca apresentam comportamento diferenciado quanto ao
residual de compostos cianogénicos, onde a farinha e a maniva possuem baixos
residuais e o tucupi tem concentragbes maiores, representado principalmente pela

cianidrina.

O kit r4pido é composto por solugbes tampéo e alcalina, reagente de cor e

enzima em papel de filtro, armazenada em embalagem laminada multicamada, que
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também configura como o recipiente de reacao. O formato proposto para o kit foi capaz
de apresentar respostas visualmente diferenciadas de cor, para as faixas de

concentracdo de cianeto total presentes em amostras de tucupi, farinha e maniva.

O estudo de estabilidade indicou que o kit deve ser armazenado sob
refrigeracéo e utilizado no periodo maximo de 30 dias, para analise de tucupi, porém

com necessidade de ajustes para a analise de farinha e maniva.

As figuras de mérito de linearidade, faixa de trabalho, preciséo (repetibilidade)
e limite de deteccao, e o teste de adicdo e recuperacdo do kit estdo de acordo com as

recomendacdes sobre validacdo de métodos analiticos.
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