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RESUMO - Estudou-se o efeito da temperatura de seca-
gem de folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz
cv. Baiana) sobre a liberagdo do &cido cianidrico. Dois
ensaios in vitro foram realizados. determinagdo do pH
6timo e medida da estabilidade térmicadalinamarase, vi-
sando a escolha das temperaturas de secagem. O pH 6-
timo foi 6,0 e a linamarase manteve-se estavel por duas
horas entre 15 e 30°C. Em temperaturas maiores que 30°C,
aenzimacomegou a perder a atividade. Baseando-se nos
resultados obtidos, foram utilizadas as seguintes formas
de secar as folhas, sendo colocadas em bandejas de pa-
pel e essas: 1 - sobre bancadas de madeira, em recinto
fechado e arejado, a temperatura ambiente, por 14 horas
(das 17 as 7 h) e, em seguida, ao sol, sobre piso de con-
creto; 2 — & sombra, sobre bancadas de madeira, em re-
cinto fechado e argjado, a temperatura ambiente; 3 - ao
sol, sobre piso de concreto; 4 - em estufaa 30°C; 5-em
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estufa a 40°C. ApGs secagem, retirou-se o peciolo e as
folhas foram moidas. Em seguida, determinou-se o teor
de cianeto e mediram-se as atividades das linamarase e
tripsina em cada amostra de farinha. O menor teor em ci-
aneto foi encontrado para a farinha de folhas secas a
sombra. A linamarase e a tripsina apresentaram maiores
atividades nas farinhas de folhas secas ao sol e em estu-
fa a 40°C, apresentando umarelagdo direta com o teor de
cianeto. Esses resultados estdo em contradi¢cdo com a
medida da estabilidade térmica da linamarase in vitro, ja
que ela permaneceu estavel até 30°C. E provéavel que a
perda de atividade dessa enzima no interior da folha de
mandioca durante o periodo de secagem seja mais lenta
do que quando se trabalha in vitro, o que levou a uma
desnaturacdo mais répida. Concluiu-se que 0 processo
de secagem a sonbra é o melhor para a eliminagéo de ci-
aneto.

TERMOSPARA INDEXACAO: Folhas de mandioca, secagem, farinha, linamarase, cianeto.

THE FLOUR OF CASSAVA LEAVESI - EFFECT OF
LEAF-DRYING ON THE ACTIVITY OF LINAMARASE

ABSTRACT — The effect of the temperature of drying of
cassava (Manihot esculenta Crantz cv. Baiana) leaves,
on the release of hydrogen cyanide was studied. Two in
vitro assays were accomplished: determination of the
optimum pH and measure of the thermal stability of the
linamarase. The optimum pH was 6,0 and the linamarase
was shown to be stable for two hours, between 15 and
30°C. In temperatures higher than 30°C, the enzyme
began to lose its activity. Starting from the obtained
results, the leaves were placed in paper trays and the

following leaf-drying strategies were applied: 1 —on a
wood bench, in a shut and aerated place, at room
temperature for 14 hours (overnight), and soon after
under the sun light, on a concrete floor ; 2— under
shadow, on a wood bench, in a shut and aerated place,
at room temperature; 3 - under the sun light, on a
concrete floor; 4 —in oven at 30°C; 5 - in oven at 40°C.
After drying, the petiole was removed and the leaves
were, ground and sieved using of 40-mesh sieve. Soon
after, the level of cyanide
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was determined and the activities of the linamarase and
trypsin were measured, in each flour sample. The lowest
level of cyanide was found in the flour leaves dried in
the shadow. The linamarase and the trypsin presented
higher activity levelsin the flours of leaves dried under
sun and those dried in oven at 40°C, evidencing a direct
relationship with the level of cyanide. These results are
in contradiction with the measure of the in vitro thermal

stability of linamarase, where it stayed stable only up to
30°C. It is probable, that the loss of activity of this
enzyme in the interior of the cassava leaf during the
drying period is slower than in vitro, which leads to a
faster denaturation. The conclusion drawn was that the
under-shadow drying process is the best choice for the
elimnation of cyanide.

INDEX TERMS: Cassava leaves, drying, flour, linamarase, cyanide.

INTRODUCAO

As folhas de mandioca frescas contém glicosi-
dios cianogénicos, linamarina e lotaustralina que, ao so-
frerem hidrolise, liberam o &cido cianidrico, toxico aos
seres humanos. Essa liberagdo é acarretada pela agdo da
enzima linamarase em plantas cujos tecidos foram danifi-
cados mecanicamente ou quando a integridade fisiol 6gi-
ca foi perdida, como no caso de murchamento das fo-
Ihas, ou pela agdo da b-glicosidase no trato digestivo de
animais.

Animais podem detoxificar cianeto por vérias vias
metabdlicas, sendo a principal a reacdo com tiosulfato
para formar tiocianato. Essa conversdo representa uma
reducéo de 200 vezes em toxicidade. O tiocianato, entre-
tanto, interfere no metabolismo de iodo, causando hiper-
tireoidismo em animais (Langer, 1966; Sihombing et al.,
1971) e humanos (Ekpechi et al ., 1966).

GOmez & Vadivieso (1985) verificaram os efeitos
da secagem ao sol sobre piso de concreto ou em estufaa
60°C sobre a eliminagéo de cianeto da folhagem de man-
dioca e concluiram que secagem ao sol reduziu mais o
teor de cianeto que aguela a 60°C (82 a 94% versus68 a
76%, respectivamente). Também observaram que amaior
parte do cianeto presente na folhagem seca ao sol era
constituida por cianeto livre (62 a 77%), ao passo que na
folhagem seca a 60°C, havia apenas 24 a 36%.

Padmaja (1989) estudou o efeito de trés tempera-
turas de secagem (45, 60 e 75°C) sobre o nivel de cianeto
de folhas de cinco variedades de mandioca e observou
gue os menores teores foram encontrados nas folhas se-
cas a 60°C, variando de 7,7 a 15 mg/100 g de matéria se-
ca. Também constatou que 0 murchamento do ramo todo
sob sombra, por 16 horas, seguida pela secagem das fo-
Ihas a 60°C, foi mais eficaz nareducdo dos niveis de cia-
neto. Porém, a picagem das folhas murchas, antes da se-
cagem, acarretou a maior retencéo de cianeto, comparada
com asecagem dafolhainteiramurcha.

No Brasil, 0 “pd” de folhas de mandioca vem
sendo utilizado como ingrediente de “multimisturas’ ou
adicionado a refeicdo (uma pitada de trés dedos) no
combate a desnutri¢cdo de criangas, sendo acrescentadas
a merenda escolar ou incluidas em cestas basicas para
familias carentes, em varias regides (Branddo & Bran-
déo, 1989; Alternativas..., 1994). Todavia, até esta data
ndo existem pesquisas em relagdo ao teor de cianeto
nessas “multimisturas’. Além disso, o contetido de cia-
neto em folhas de mandioca de diferentes cultivares é
muito variado, sendo essa variabilidade devida, princi-
palmente, ao fator genético (Barrios & Bressani, 1967,
Chew, 1972; Yeoh & Oh, 1979; Teles et al., 1981; Ravin-
dran & Ravindran, 1988). Portanto, a escolha da cultivar
a ser processada também deve ser considerada como um
fator importante.

Neste trabal ho, estudou-se o efeito datemperatu-
ra de secagem das folhas de mandioca da cultivar Baia-
na, utilizada para o consumo da raiz tuberosa, sobreali-
beracdo de cianeto.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Departamento de
Quimica (DQI) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Foram estabelecidas duas etapas neste exp eri-
mento.

Etapa |

Nesta etapa foram determinadas as condi¢es 6-
timas de ag&o in vitro dalinamarase (pH e estabilidade
térmica), visando a escolher a temperatura de secagem
das folhas de mandioca que resultasse em maior libera-
¢do do cianeto. As folhas de mandioca (Manihot escu-
lenta Crantz cv. Baiana) maduras e frescas, originérias
do Sitio Santa Maria, municipio de ljaci/MG, foram co-
Ihidas pela manhd, transportadas para o laboratério do
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Departamento de Quimica da UFLA, em caixa de isopor
contendo gelo e processadas |ogo em seguida.

a) Umidade (AOAC, 1990) — foi utilizado o nméto-
do de perdas de agua por dessecacdo em temperatura de
100 a 105°C na amostra de folhas frescas de mandioca,
em triplicata.

b) Obtencdo da linamarase (Santos, 1985, com
adaptacbes) — uma folha de mandioca fresca foi cortada
com uma tesoura em pedacos de cerca de 0,25 cnt’ e ho-
mogeneizados. Pesou-se 1,0 g, que foi triturado em gral
de porcelana contendo 0,1 g de &cido ascorbico e 0,2 g
de polivinilpirrolidona-insolavel (Sigma), em banho-de-
gelo, até se obter uma massa homogénea. Em seguida
suspenderam-se em 10 mL de tamp&o citrato-fosfato 20
mmol/L, pH 6,0 e centrifugaram-se a 2.000 x g, por 15 mi-
nutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido, dividido em
porcoes e congelado até ser utilizado.

¢) Obtencdo da curva de pH (Santos, 1985, com
adaptacOes) — aliquotas de 0,2 mL do extrato enzimético
foram incubadas a 30°C, com 0,2 mL do substrato, p-
nitrofenil-b-D-glicopiranosidio (10 mmol/L), preparado
em tampédo citrato-fosfato 0,2 mol/L, variando o pH de
3,0a7,0, emintervalos de 0,5 unidades. A reagdo foi in-
terrompida pelaadi¢éo de 1,6 mL de NaOH 0,2 mol/L, nos
tempos 10, 20, 30 e 40 min. Controles sem enzima (branco
de substrato) e sem substrato (branco de enzima) foram
incubados do mesmo modo que os experimentais. A lei-
tura espectrofotométrica foi feita a 400 nm, contra dgua.
Considerou-se como pH 6timo (100% de atividade)
aquela inclinagdo da reta do gréfico (absorbancia x
tempo) que apresentou maior valor.

d) Medidada estabilidade térmica dalinamarase —
aliquotas de 0,2 mL do extrato enzimético foram incuba-
das nas temperaturas de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60 e
70°C, por duas horas, antes da realizacdo do ensaio nas
mesmas condic¢des descritas no item ¢, mas apenas em
pH 6,0. A curva-padréo foi obtida com aliquotas de 0,05
a 0,40 mL da solugdo aquosa de pnitrofenol (0,0174
@/500 mL) para um volume de 0,40 mL. A leitura espec-
trofotométrica foi feita a 400 nm, contra agua. A ativida-
de calculada foi expressa em mmol de substrato hidroli-
sado por minuto (U) por 100 g de matériaseca (MS).

Etapall

Em funcéo dos resultados obtidos na etapa |, as
folhas de mandioca foram colhidas com o peciolo, pela
manha (exceto aquelas a serem submetidas a secagem
pelaforma 1), no més de abril (fase de acimulo de ami-
do), transportadas em caixas de isopor contendo gelo,

até o local da secagem, sendo colocadas em bandejas de
papel e sendo secas das seguintes formas:

1 - sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e are-
jado, atemperatura ambiente, por 14 horas (das 17 as 7 h),
e, em seguida, ao sol, sobre piso de concreto;

2 - a sombra, sobre bancadas de madeira, em recinto fe-
chado e argjado, atemperatura ambiente;

3- a0 sol, sobre piso de concreto;

4- em estufaa 30°C;

5- em estufaa 40°C.

Apobs a secagem, retiraramse 0s peciolos, e as
folhas foram moidas em liquidificador e passadas em pe-
neira de 40 mesh, sendo o residuo triturado em gra de
porcelana. As farinhas foram embaladas em recipientes
de vidro envoltos com papel-aluminio e hermeticamente
fechados, até as andlises.

O delineamento estatistico foi inteiramente
casualizado com 5 tratamentos e 4 repeticdes (Pimentel
Gomes, 1990).

Analises

a) Umidade (AOAC, 1990) — foi utilizado o méto-
do de perdas de &gua por dessecacdo em temperaturas
de 100 a 105°C na amostra de folhas frescas de mandio-
ca, e nafarinha de folhas, em triplicata.

b) Cianeto - Extrato enzimatico para a obtengdo
dalinamarase —foi preparado como descrito no item bda
Etapa |. Em seguida, foi dialisado com tampéo citrato-
fosfato 50 mmol/L, pH 6,0, para remover os glicosidios
cianogénicos. A atividade da enzima foi medida como
descritanoitem d daEtapal.

- Preparo dos extratos contendo glicosideos cia-
nogénicos para a dosagem de cianeto (Ikediobi et al.,
1980, com algumas adaptagdes) — 1,0 g da farinha de fo-
Ihas foi misturada com 25 mL de HCI 0,1 mol/L e agitados
por 15 minutos em agitador magnético, a temperatura
ambiente. Essa mistura foi filtrada por tela de ndilon e o
pH do extrato foi gjustado para 6,0 com solugdo de Na-
OH 0,2 mol/L. A seguir, centrifugou-se a2.000 x g, por 15
minutos e o sobrenadante foi recolhido e congelado até
ser analisado.

- Determinacdo de cianeto (Wood, 1966) — foram
pipetados 0,15 mL do extrato contendo os glicosidios ci-
anogénicos, 0,05 mL do extrato enzimético e amisturain-
cubada a 30°C, por 1 hora. Em seguida, foram adiciona-
dos 0,8 mL de uma mistura recente de &cido picrico satu-
rado (1,4 ¢/100 mL a 30°C) e carbonato de sédio 5 g/100
mL napropor¢do 1:1. Deixou-se em repouso por 10 minu-
tos, adicionou-se 1,5 mL de &gua e agueceram-se 0s tu-
bos com as solugdes durante 12 ninutos em banho-
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maria em ebulicdo. A leiturafoi feitaem 530 nm usando o
cianeto de potassio como padrdo. Além do branco rea-
gente, fez-se branco de extrato contendo os glicosideos
cianogénicos (sem enzima) e branco do extrato enzimati-
co (sem glicosideos cianogénicos). Os resultados foram
expressos em mg de cianeto/100 g de M S.

¢) Atividade da linamarase na farinha de folhas -
0 extrato enzimatico foi obtido agitando-se por 30 minu-
tos, em agitador magnético, dentro dageladeira, 0,3 g da
farinha de folhas de mandioca em 10 mL de tampé&o citra-
to-fosfato 20 mmol/L, pH 6,0, contendo 0,1 g de &cido
ascorbico e 0,2 g de polivinilpirrolidona-insolGvel. Em
seguida, o extrato foi filtrado por tela de nailon e centri-
fugado a 2.000 x g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadan-
te foi coletado e mediu-se a atividade da enzima, como
descrito noitem d da Etapal.

d) Atividade da tripsina na farinha de folhas (Er-
langer et al., 1961) - o extrato enzimatico foi obtido agi-
tando-se por 15 minutos, em agitador magnético, a 4°C,
1,0 g dafarinha de folhas de mandioca em 15 mL de égua
destilada. O extrato foi filtrado por tela de néilon, centri-
fugado a 2.000 x g por 15 minutos, e congelado até ser
analisado. Aliquotas de 0,2 mL do extrato enzimético fo-
ram utilizadas para determinar a atividade de tripsina a
37°C, juntamente com 1,0 mL do substrato benzoil-dL-
arginina-p-nitroanilida— BApNA (0,435 g/L) e 1,0 mL de
tampdo tris 0,2 mol/L, pH 8,5, e areagdo foi interrompida
pela adi¢do de 0,2 mL de &cido acético 30 mL/100 mL. Em
cada determinagdo, a mistura de reagéo foi incubada por
0, 30, 60, 120 e 240 minutos. Controles sem enzima (bran-
co de substrato), sem substrato (branco de enzima) fo-
ram incubados do mesmo modo que 0s experimentais. A
leitura espectrofotométrica foi redizada em 410 nm. A a-
tividade foi calculada utilizando-se o coeficiente de ex-
tingdo molar do p-nitroanilina (8800) e foi expressa em
nmol de substrato hidrolisado/minuto (mU) por 100 g de
MS.

120
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Os teores de umidade das folhas frescas e das
farinhas de folhas de mandioca foram, em média, iguais a
70,50 e 9,40 g/100 g, respectivamente.

Na Figura 1 verifica-se aatividade daenzimaem
funcd@o do pH. A linamarase, atuando nos pH 3,0, 3,5 e
4,0, apresentou de atividade 1, 12 e 40,5%, respectiva-
mente. Observou-se que o pH étimo da enzima foi 6,0.
Esse valor estd dentro daqueles registrados na literatura
entre 6,0 e 7,3 (Cooke et al ., 1978; Eksittikul & Chulavat-
natol, 1988; Y eoh, 1989; Mkpong et al ., 1990).

Uma vez determinado o pH 6timo, nas condi-
¢Oes de ensaio empregadas, pdde-se medir a estabilida-
de térmica da enzima. De acordo com a Figura 2, verifi-
cou-se que a atividade enzimética manteve-se estavel
por 2 horas, entre 15 e 30°C. Em temperaturas maiores
gue 30°C, a enzima comegou progressivamente a perder
atividade. Ap6s 2 horas a 35 e a40°C, a enzima perdeu
30 e 57% da sua atividade, respectivamente, e a 50, 60 e
70°C, a enzima perdeu totalmente a sua atividade. Ja Ye-
oh (1989) encontrou uma reducdo de 34% na atividade
da linamarase de folhas de mandioca, ap6s 30 minutos a
55°C, e uma reducdo de 50%, apés 1 h a 50°C. Por esses
dados, verifica-se que a enzima pode perder a sua ativi-
dade, dependendo datemperatura e do tempo de exp osi-
¢do. Mkpong et al. (1990) também mediram a atividade
da linamarase em folhas de mandioca frescas de 10 vari-
edades e encontraram valores que variaram entre 320 e
3.430 U/100g M S, estando o valor médio encontrado pa-
raa cultivar Baiana (411 U/100 g MS) dentro da referida
faxa

o

77
4,5 5

55 6 6,5 7
pH
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FIGURA 1- Atividade dalinamarase em funcgéo do pH.
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FIGURA 2 - Estabilidade térmica dalinamarase por 2 horas a diferentes temperaturas.

Tomando como base esses resultados, escolhe-
ramse as formas de secagem das folhas de mandioca
mencionadas em Material e M étodos.

A andlise de variancia dos teores de cianeto e
das velocidades de reacdo da linamarase e da tripsina da
farinha de folhas de mandioca resultou em diferencas
significativas, a 1% de probabilidade, pelo teste F, quan-
do as folhas foram submetidas as diferentes formas de
secagem. Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados
médios dos teores de cianeto e das velocidades da lina-
marase e da tripsina, obtidos para as farinhas de folhas
de mandioca.

A farinha das folhas secas a sombra apresentou
0 teor de cianeto mais baixo (19,39 mg/100g de MS), se-
guida pela seca em estufa a 30°C (36,22 mg/100g de MS).
Observou-se que quanto mais lenta a secagem, maior foi
aliberacdo de &cido cianidrico, visto que para a secagem
das folhas, foram necessérios cerca de;

v 5dias, asombra(2);

v' 44 (inclusive as 14 h de sol), paraas fol has colo-
cadas sobre bancadas de madeira atarde e depois
ao sol namanha seguinte (1);

v/ 28 h paraas secas em estufaa 30°C (4);

v' 26 h (com 14 h de sol) para as secas ao sol (3);

v 24 h paraas secas em estufaa40°C (5).

Durante a secagem, com o murchamento das fo-
Ihas, ocorre liberagdo de &cido cianidrico por causa da
acdo da enzima linamarase sobre o glicosidio cianogéni-

co. Portanto, quanto mais tempo a linamarase puder atu-
ar sobre os glicosidios cianogénicos, maior serd alibera-
¢ao do acido cianidrico, e paraisso ocorrer, é necessaria
a presenca de agua, uma vez que alinamarase € uma en-
zima hidrolitica. 1sso deve explicar o porque de a seca-
gem a sombra ocasionar maiores perdas. Todavia, os ni-
Veis que permaneceram apos as diferentes formas de se-
cagem ainda tornam a farinha de folhas de mandioca t6-
xica, uma vez que teores de 5 a 10 mg HCN/100 g séo
considerados toxicos, segundo Ikediobi et al. (1980).
Considerando-se que, de modo geral, 100 g da*multimi s-
tura” contém 3 g de “pd” de folhas (M adruga & Camara,
1997), e caso se utilize a farinha produzida neste traba-
Iho, teria-se um teor de 1,7 mg de daneto (secagem a
40°C) paraum consumo de 100 g da “multimistura’/dia, o
gue ndo étoxico. Também a adicdo de uma pitada de trés
dedos, equivalente a 1,5 g de “pd” de folhas por refeicédo
(Alternativas..., 1994), ndo acarretaria problemas de tox-
dez.

A linamarase apresentou maior atividade na fari-
nha cujas folhas foram secas ao sol (3.520 U/100gMS) e
em estufa a 40°C (3.380 U/100 g MS). Esses resultados
estdo em contradicdo com aquele obtido no estudo da
estabilidade térmica dessa enzima, em que ela permane-
ceu estavel somente até 30°C. E provavel que aperdade
atividade dessa enzima no interior da folha de mandioca
durante o periodo de secagem seja mais lenta do que
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guando se trabalha in vitro, que levou a umadesnatura-
¢d0 mais répida.

Observou-se também uma relacdo direta entre o
teor de cianeto e a atividade da linamarase. A fim de

TABELA 1 — Teores médios de cianeto e vel ocidades médias da linamarase e tripsina das farinhas de folhas de man-
dioca submetidas a diferentes formas de secagem.

Em 100 g de matéria seca

Secagem* Cianeto Linamarase Tripsina
mg U muU

1 50,85 ab 1876b 36552b

2 19,39d 1729b 397,68b

3 4925b 3519a 698,42 a

4 36,22¢c 1.663b 35279b

5 56,46 a 3337a 703,00 a

Teores médios de umidade (g/100 g) dafolha fresca : 70,50 e dasfarinhas defolhas: 9,40.

* Secagem: 1- colocadas sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e argado, a temperatura ambiente, por 14
horas (das 17 as 7 h) e, em seguida, ao sol, sobre piso de concreto; 2 - a sombra, sobre bancadas demadeira, emre-
cinto fechado e argjado, a temperatura ambiente; 3 - ao sol, sobre pisode concreto; 4 - em estufa a 30°C; 5 - em estu-

faa40°C.

M édias seguidas por letrasdistintasdiferem entresi (testede Tukey, p £ 0,05).

buscar uma explicagdo para esse resultado, mediu-se
também a atividade da tripsina (enzima proteolitica). Es-
sa apresentou 0 mesmo comportamento da linamarase,
ou seja, maior atividade (703 mU/100 g MS) nas farinhas
das folhas secas ao sol e em estufa a 40°C. De acordo
com esses resultados, houve diminuicdo da atividade
dessas enzimas quando as temperaturas de secagem fo-
ram menores. Uma vez que a linamarase, quando em so-
lugdo, perdeu a sua estabilidade térmica a partir de 30°C,
talvez a permanéncia da enzima por mais tempo na pre-
senca de &gua (maior tempo de secagem) tenhalevado a
uma diminuicdo da sua atividade, o mesmo ocorrendo
com atripsina

CONCLUSDES

Das temperaturas estudadas neste trabalho, a se-
cagem das folhas de mandioca a sombra acarretou a mai-
or liberagdo de &cido cianidrico. Todavia, paraacultivar
Baiana, poderia-se secar as folhas nas diferentes formas
empregadas neste trabalho, se for para usar afarinha no
preparo de “multimisturas’ ou adicionadas como pitadas
nas refeicdes; caso contrario, deve-se ter o cuidado de
selecionar outras cultivares de mandioca que tenham ni-

veis iniciais mais baixos de cianeto nas folhas, evitando-
se, assim, qualquer risco de toxidez.
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