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RESUMO

Este estudo avaliou os processos tecnoldgicos utilizados para producgéo de folhas de mandioca
cozidas (maniva cozida) considerando a insercdo de um processo de detoxificacdo (ensaio de
repouso), visando a diminuicdo do teor de cianeto total. Foram coletadas dez amostras de folhas
de mandioca cozidas comercializadas na cidade de Belém-PA sendo cinco de feiras e cinco de
supermercado, onde realizou-se analises de teores de compostos cianogénicos (cianeto total,
cianeto ndo glicosidico e cianeto livre), microbiolégicas e fisico-quimica. Verificou-se 0s
processos para producdo de folhas de mandioca cozidas em feiras e agroindudstrias. As Boas
Préticas de Fabricacdo (BPF) foram verificada atraves da aplicacéo lista de verificagdo em duas
agroindustrias. Para o estudo do processo de detoxificacdo (ensaio de repouso) as folhas foram
moidas e permaneceram em repouso sem e com adi¢do de 4gua nos tempos: 1,5; 3; 4,5; 6 e 24h,
sendo realizadas analises de compostos cianogénicos em todos os ensaios e pH apenas nas
folhas in natura e repousos de 24h. Foram reproduzidos em escala laboratorial quatro processos
de producéo de folhas de mandioca cozidas: dois utilizados em feiras e agroindustrias (1 e 2) e
dois considerando 0s ensaios de repouso que apresentaram maior eliminacdo de compostos
cianogénicos (3 e 4). No produto de cada ensaio foram realizadas analises de pH, compostos
cianogénicos e microbioldgicas. Os teores de composto cianogénicos foram determinados por
leitura espectrofotométrica a 605 nm. Realizou-se as analises microbioldgicas de: Salmonella
spp, contagens de Bacillus cereus, estafilococos coagulase positiva, coliformes a 45°C, aerébios
mesofilos e bolores e leveduras. Realizou-se as andlises fisico-quimicas de umidade, cinzas,
proteinas, lipidios, carboidratos, fibras, determinag&o de pH por leitura direta em potenciémetro
e Acidez Total Titulavel (ATT). Os resultados dos compostos cianogénicos variara de 1,25 a
8,22 mg HCN/Kkg, estando 100% acima do preconizado pela legislagéo para cianeto livre. Todas
as amostras estiveram em conformidade com a legislacdo para Salmonella spp, estafilococos
coagulase positiva e Bacillus cereus. Para coliformes a 45°C, 60% das amostras de feiras e 20%
do supermercado estiveram em concordancia com a legislacdo. Os resultados de aerdbios
mesdéfilos e bolores e leveduras variaram de <2,40 a 5,38 e <2,88 a 7,30 log UFC/g,
respectivamente. As amostras de feiras, estavam abaixo do minimo preconizado para umidade,
lipidios e pH e as do supermercado, abaixo do estabelecido para cinzas, lipidios e pH. As
agroindustrias foram consideradas de risco alto em relacdo as BPF. Os resultados do estudo de
detoxificacdo mostram diferenca significativa entre o pH das folhas in natura e o tempo de
repouso de 24 h. Os ensaios de repouso de 6h com e sem dgua, mostraram maior eliminacao de
compostos cianogénicos, por isso foram utilizados no processamento em escala laboratorial.
Em relacdo aos resultados dos processos em escala laboratorial, Ndo houve diferenca
significativa do pH das folhas in natura comparado aos produtos dos processos e nem entre 0s
produtos 1, 3 e 4, em relacdo aos compostos cianogénicos e parametros microbiolégicos.
Alteracbes no processamento influenciam nos teores de compostos cianogénicos, bem como a
escassez das BPF sdo precedentes a contaminacdes. Os ensaios de repouso contribuiram na
eliminacdo de parte dos compostos cianogénicos, entretanto grande parte da conversédo e
eliminacdo de HCN ocorreu no processo de moagem das folhas, sendo esta etapa primordial
para a detoxificagdo e 0 cozimento anterior a moagem se mostrou insatisfatorio em relacéo aos
parametros cianogénicos e microbioldgicos.

Palavras-chave: Subproduto da mandiocultura, Acido cianidrico (HCN), Eliminagio de

compostos cianogénicos, Microbiologia.



ABSTRACT

This study evaluated the technological processes used to produce cooked cassava leaves
(cooked manioc) considering the insertion of a detoxification process (rest test), aiming at
reducing the total cyanide content. Ten samples of cooked cassava leaves commercialized in
the city of Belém-PA were collected, five from fairs and five from supermarkets, where
analyzes of cyanogenic (total cyanide, non-glycosidic cyanide and free cyanide),
microbiological and physical contents were performed. -chemistry. The processes for
producing cassava leaves cooked at fairs and agro-industries were verified. Good
Manufacturing Practices (GMP) were verified by applying a checklist to two agro-industries.
To study the detoxification process (rest test) the leaves were ground and remained at rest
without and with added water at the times: 1.5; 3; 4.5; 6 and 24h, being performed analysis of
cyanogenic compounds in all tests and pH only in fresh leaves and homes of 24h. Four
processes of production of cooked cassava leaves were reproduced on a laboratory scale: two
used in fairs and agroindustries (1 and 2) and two considering the rest tests that showed greater
elimination of cyanogenic compounds (3 and 4). In the product of each assay, pH, cyanogenic
and microbiological compounds analyzes were performed. Cyanogenic compound contents
were determined by spectrophotometric reading at 605 nm. Microbiological analyzes were
performed of: Salmonella spp, Bacillus cereus counts, coagulase positive staphylococci,
coliforms at 45 ° C, mesophilic aerobes and mold and yeast. The physicochemical analyzes of
moisture, ashes, proteins, lipids, carbohydrates, fibers, pH determination by direct reading in
potentiometer and Total Titratable Acidity (TTA) were performed. The results of the
cyanogenic compounds will vary from 1.25 to 8.22 mg HCN / kg, being 100% above the free
cyanide legislation. All samples complied with legislation for Salmonella spp, coagulase
positive staphylococci and Bacillus cereus. For coliforms at 45 ° C, 60% of the fair samples
and 20% of the supermarket were in compliance with the legislation. The results of mesophilic
and mold aerobic and yeast ranged from <2.40 to 5.38 and <2.88 to 7.30 log CFU / g,
respectively. The fair samples were below the minimum recommended for humidity, lipids and
pH and the supermarket samples, below the established for ashes, lipids and pH. Agro-
industries were considered to be at high risk compared to GMP. The results of the detoxification
study show significant difference between the pH of fresh leaves and the resting time of 24 h.
The 6h rest tests with and without water showed greater elimination of cyanogenic compounds,
so they were used in laboratory scale processing. Regarding the results of the processes on
laboratory scale, There was no significant difference in the pH of fresh leaves compared to the
products of the processes nor between the products 1, 3 and 4, in relation to the cyanogenic
compounds and microbiological parameters. Changes in processing influence the contents of
cyanogenic compounds, as well as the scarcity of GMP preceded by contamination. Resting
tests contributed to the elimination of part of the cyanogenic compounds, however much of the
conversion and elimination of HCN occurred in the leaf milling process, being this primordial
step for detoxification and the previous grinding cooking proved unsatisfactory in relation to
the parameters. cyanogenic and microbiological.

Key-words: Mandioculture by-product, Hydrocyanic acid (HCN), Elimination of cyanogenic

compounds, Microbiology.
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1 INTRODUCAO GERAL

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é a quinta cultura mais importante do mundo,
possuindo uma producdo mundial em 2017 de aproximadamente 285 milhdes de toneladas por
ano (FAOSTAT,2017). No Brasil, a estimativa para producao de mandioca em 2019 sera de 20
milhdes de toneladas, com destaque para a regido Norte do pais, onde a principal utilizacdo €
na producado de farinha de mandioca (IBGE,2019).

De grande versatilidade, a cultura da mandioca € totalmente aproveitada, desde as raizes até
parte aérea (folhas e hastes). As raizes sdo empregadas para alimentagdo humana,
principalmente na forma de farinhas; as hastes séo utilizadas na alimentagédo animal, sob a
forma de silagens e fenos e as folhas s&o usadas na alimentacdo humana e animal
(CONAB,2014)

As folhas de mandioca, um subproduto da colheita da raiz de mandioca é (dependendo da
variedade) rica em proteinas (14 - 40% de matéria seca), minerais, vitaminas B1, B2 e C e
carotenos. Além do menor teor de metionina, lisina isoleucina, o perfil de aminoécidos da
proteina da folha de mandioca se compara favoravelmente aos do leite, queijo, soja, peixe e ovo
(SOUZA et al., 2011; SOARES et al., 2016).

As folhas de mandioca formam uma parte importante da dieta em alguns paises, mas
existem muitos locais onde geralmente ndo sdo consumidas, embora a mandioca seja
amplamente cultivada e prontamente disponivel. Merecem mais atencdo como fonte de
proteinas e nutrientes para a nutricdo humana e devem receber tanta atencdo quanto as raizes.
Ha uma necessidade de estabelecem métodos simples de processamento de folhas de mandioca
para seu consumo (LATIF; MULLER2015).

Folhas de mandioca sdo amplamente comercializadas e utilizadas para consumo
humano no Norte do Brasil, como um prato tipico chamado manicoba, e na Africa, onde sdo
consumidos em regiGes como fonte de alimento, principalmente devido aos aspectos
nutricionais e baixo valor comercial (MODESTO JUNIOR et al., 2019). A manigoba vem
ganhando notoriedade no cenario gastronémico nacional, uma vez que a culinaria nortista vem
despertando cada vez mais a curiosidade e o interesse de grandes chefes de cozinha. Em virtude
disso, a necessidade do gerenciamento da seguranca alimentar para os derivados da mandioca
se faz necessario, tendo em vista que estes produtos estdo sendo cada vez mais exportados para
outras regides, atingindo um publico maior, demandando maiores tempos de armazenamento e

com isto mais susceptivel a fatores que podem causar altera¢des negativas no produto.
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Apesar do elevado consumo de mandioca e derivados, o seu contetdo de glicosideos
cianogénicos (GCs) (linamarina e lotaustralina;) torna a mandioca fresca e seus derivados
potencialmente toxicos pois as enzimas B-glicosidases enddgenas os hidrolisam, liberando o
acido cianidrico (HCN) (SHAMA; WASMA, 2011). Estudos tém sido realizados com folhas
de mandioca, objetivando propiciar niveis baixos de substancias antinutritivas e/ou toxicas.
Sabe-se que a forma de secagem das folhas, a idade da planta e a propria cultivar tém grande
influéncia, por exemplo, nos teores de nutrientes (CORREA et al., 2004).

O processamento tem sido reconhecido como a maneira mais eficiente de controlar os
teores de ciandgenos (linamarina, acetona cianoidrina e HCN) presentes na mandioca a curto
prazo. Para as populagdes que dependem da mandioca como alimento bésico, o problema da
exposicao ao acido cianidrico (HCN) pode ser resolvido, a partir do consumo de cultivares com
baixos teores de glicosideos cianogénicos ou, ainda, se os cultivares com altos teores de
glicosideos cianogénicos forem processadas adequadamente até atingirem niveis seguros de
HCN (NAMBISAM, 2011).

As principais técnicas de processamento industrial utilizadas na diminuicéo do principio
toxico da mandioca envolvem processos como maceragdo, a coccao, a secagem, a torracao e a
fermentacdo; ou a combinacdo desses processos, podendo também serem submetidas a
procedimentos de processamento antes de sua cocgdo. Aparentemente, a maioria destes
métodos sdo eficazes na reducdo do teor de HCN, porém é comum encontrar teores residuais
destes compostos, capazes de produzir sintomas de intoxicacdo (ROLINDA et al., 2008;
NAMBISAN, 2011, BRADBURY; DENTON 2014; MODESTO JUNIOR et al., 2019).



14

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os processos tecnologicos utilizados para producdo de folhas de mandioca
cozidas (maniva cozida) considerando a insercéo de etapa de detoxificacdo (ensaio de repouso),
visando a diminuigéo do teor de cianeto total.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os teores de compostos cianogénicos e a qualidade microbioldgica e fisico-quimica,
de amostras comerciais de folhas de mandioca cozidas provenientes das feiras principais capital
paraense e agroindustrias;

- Verificar os processos de producéo de folhas de mandioca cozidas empregados atualmente em
agroindustrias e principais feiras da capital paraense;

- Avaliar as Boas Préticas de Fabricacdo em duas agroindustrias produtoras de folhas de
mandioca cozidas;

- Estudar um processo de detoxificacdo de folhas de mandioca cozidas (ensaio de repouso);

- Avaliar influéncia do ensaio de repouso na reducao do teor de cianeto total, quando incluida

nos processos utilizados na regido Norte do Brasil para obtencéo de folhas de mandioca cozidas
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A MANDIOCA

A mandioca é uma angiosperma da classe das dicotileddneas, da familia Euphorbiaceae,
composta por cerca de 7200 espécies, com caracteristica de apresentar glicosideos cianogénicos
e latex (BURNS et al., 2010; CEBALLOS; LA CRUZ, 2012; GABRIEL et al., 2014). Em sua
area nativa, na América do Sul, onde foi domesticada ha milhares de anos e na Africa, onde foi
introduzida durante o século XVI, € uma das mais importantes fontes de alimentos basicos para
familias de baixa renda em areas rurais e uma cultura de renda primaria para pequenos
agricultores, principalmente devido as suas raizes amilaceas, sendo uma das culturas agricolas
mais antigas (MCKEY et al., 2010; FAO, 2013). Globalmente, a mandioca é a segunda raiz
mais importante depois da batata e a quinta cultura mais importante em termos de consumo
calorico humano (ROSENTHAL et al., 2012).

Em 2016, os dez paises que apresentaram a maior area colhida de mandioca em hectare
(ha) foram: Nigéria (6.261.047 ha), Republica Democréatica do Congo (1.801.335 ha), Tailandia
(1.461.827 ha), Brasil (1.406.258 ha), Republica Unida da Tanzénia (1.061.043 ha),
Mogambique (1.002.305 ha), Uganda (945.595 héd), Gana (938.725 ha), Angola (919.779 ha) e
Indonésia (867.495 ha). Em relacéo a producao mundial de mandioca em toneladas (t) ainda no
ano de 2016, os dez paises que apresentaram maior destaque foram: Nigéria (57.134.478 1),
Tailandia (31.161.000 t), Brasil (21.082.867 t), Indoneésia (20.744.674 t), Gana (17.798.217 t),
Republica Democratica do Congo (14.677.809 t), Vietna (11.045.184 t), Cambodia (10.206.514
t), Angola (9.981.245 t) e Mocambique (9.100.000 t) (FAO, 2016).

De acordo com o Ultimo levantamento sistematico da producdo agricola (LSPA),
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica (IBGE), em janeiro de 2019 a
producdo de mandioca foi de aproximadamente 20 milhdes de toneladas no Brasil. Houve
aumento de 4,2% em relacdo ao ano de 2018, sendo a regido norte responsavel por 36,1% da
producdo nacional. O estado do Para é considerado o maior produtor de mandioca, responsavel
por uma producdo de aproximadamente 4 milhdes de toneladas (IBGE, 2019).

A alta producédo no estado do Para deve-se principalmente a extensa area colhida, que
no més de abril/2018 foi de 286.079 ha (em grande nimero de pequenas propriedades), muito
embora ainda com uma produtividade relativamente baixa, ou seja, da ordem de 7,43 t/ha,
enquanto no estado do Parand, segundo maior produtor, atinge-se, em média, 25,89 t/ha
(COSTA et al., 2016; IBGE, 2018). As mesorregides produtoras da cultura da mandioca no

estado do Pard, destacaram-se a regido Nordeste, com producdo de 2.021.648 t e 0 Baixo
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Amazonas, com 1.217.785 t da producdo. Os municipios paraenses com as cinco principais
posicdes de destaque sdo: Acara (381.000 t), Santarem (304.780 t), Alenquer (220.000 t),
Braganca (183.260 t) e Obidos (180.000 t) (IBGE (2015).

Além do amido das raizes, a parte aérea da planta também é utilizada, o primeiro
constitui uma fonte importante de carboidratos e o segundo de proteinas, minerais e vitaminas,
particularmente carotenos e vitamina C (CEBALLOS, 2012). O conteido de glicosideos
cianogénicos (linamarina e lotaustralina) nas raizes e folhas torna a mandioca fresca e seus
derivados, potencialmente toxicos, influenciando seus fins de consumo, pois enzimas
F-glicosidases endogenas, promovem a hidrélise desses GCs e libera o &cido cianidrico. As
mandiocas consideradas “doces” tem niveis baixos destes glicosideos e podem ser consumidas
com seguranga apos o0 processo de cozimento normal; as variedades de mandioca denominadas
de “amargas”, no entanto, tem niveis tdo altos dessas substdncias que um processo mais
sofisticado é necessario para torna-las adequadas ao consumo humano (SHAMA; WASMA,
2011; CEBALLOS, 2012).

3.2 GLICOSIDEOS CIANOGENICOS

Os glicosideos cianogénicos (GCs) sdo relativamente difundidos no reino vegetal e
constituem um importante grupo de metabélitos secundarios. Nas plantas, a hidrolise dos GCs
promove a liberacdo de acido cianidrico (HCN). A funcdo mais conhecida dos GCs é a protecédo
contra, herbivoros, artrébpodes e no estoque de nitrogénio e de glicose
(KONGSAWADWORAKUL et al., 2009; GLEADOWAND; M@LLER, 2014).

Quimicamente, GCs sdo definidos como glicosideos de a-hidroxinitrilas e, sdo
compostos armazenados em vactolos (GANJEWALA et al., 2010; GLEADOWAND;
M@LLER, 2014). Com relacdo a biossintese de GCs, eles sdo derivados a partir de cinco
aminoéacidos: L-valina, L-leucina, L-isoleucina, L-fenilalanina e L-tirosina e a partir de um
amino acido ndo proteico: ciclopentinil-glicina (OWUAMANAM et al., 2010). Os GCs estdo
presentes em plantas de muitas familias: rosaceae, leguminoseae, gramineae, araceae,
passifloraceae e euforbiceae, além de fungos, bacteérias e algas (VETTER, 2000; TOKARNIA
et al., 2012). A mandioca, assim, como a maca, a aveia, o0 trigo e a cana-de-agUcar, possuem
glicosideos especificos, potencialmente hidrolisaveis, que liberam HCN. Contudo, a mandioca
é uma das poucas plantas cujo conteido de HCN pode causar problemas de toxicidade
(CEREDA, 2004).

Na mandioca, 0s GCs presentes séo: a linamarina, em maior concentragdo (95%) e uma

pequena concentracdo de lotaustralina (metil linamarina), cerca de 5% (Figura 1), bem como, a
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enzima linamarase. As concentra¢des dos GCs ha mandioca séo devidas as diferencas genéticas,
fisiologicas e ambientais, além da idade da planta e condig¢Bes nutricionais (disponibilidade no
solo de nutrientes como nitrogénio e fosfato) (ERNESTO et al., 2002; SILVA et al., 2004;
VALLE et al., 2004, CARDOSO JUNIOR et al., 2005; MEZETTE et al., 2009). As
concentragcdes de GCs variam amplamente, entre as cultivares de mandioca, entre plantas da
mesma cultivar, entre diferentes tecidos da mesma planta, entre raizes da mesma planta e até
dentro do parénquima radicular (ESSERS, 1995). A parte comestivel das raizes contém teores
mais baixos de GCs do que as folhas, o caule e o cortex das raizes (MCMAHON et al., 1995;
BRADBURY; DENTON, 2010). As folhas jovens possuem as concentracfes mais altas de
GCs, ja as folhas maduras e velhas, cerca de 50% e 70% menos, respectivamente, enquanto que
as folhas senescentes tém concentracGes despreziveis dessas substancias (NAMBISAN, 2011).

Quanto ao seu potencial tdxico, as mandiocas podem ser classificadas de acordo com 0s
seus teores de HCN na polpa fresca em: indcuas (teor menor do que 50 mg HCN/kg de polpa
fresca), moderadamente venenosas (entre 50-100 mg HCN/kg de polpa fresca), e perigosamente
venenosas, popularmente conhecida como mandioca “brava” (teor superior a 100 mg HCN/kg

de polpa fresca) (COHEN; OLIVEIRA, CHISTE, 2007).

OH
P i
HO CH; @N CH>CH;
HO CH; CH;
OH

Linamarina Lotaustralina

Figura 1. Desenhos esquematicos das estruturas moleculares dos GCs linamarina e
lotaustralina presentes na planta da mandioca.
Fonte: Cereda (2004).

A biossintese da linamarina e da lotaustralina, presentes na planta da mandioca
inicia-se com a conversdo dos aminoacidos L-valina e L-isoleucina, respectivamente pelos
sistemas enzimaticos microssomais citocromos P450 CYP79D1 e CYP79D2 (ANDERSEN et
al., 2000) (Figura 2). Nesta fase, ocorrem duas N-hidroxilagbes no grupamento amino do
aminoacido, e em seguida, sucedem uma descarboxilagdo e uma desidratacdo (SIBBESEN et
al., 1994). A aldoxina formada é convertida entdo, a uma a-hidroxinitrila pelos citocromos P450
CYP71E1l (KAHN et al., 1997; BAK et al.,1998). Esta reacéo inicia-se com uma reacgdo de

desidratacdo que gera uma nitrila, seguida de uma hidroxilagdo no carbono a, formando uma
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cianoidrina. Finalmente, as cianoidrinas correspondentes sdo glicosiladas em linamarina e
lotaustralina pela enzima soltvel uridina 5” -difosfoglicose-glicosiltransferase (ANDERSEN et
al., 2000).

O processo a partir do qual a linamarina e a lotaustralina liberam 0 HCN ¢é denominado
cianogénese (catabolismo de GCs). A cianogénese é um processo de duas etapas que envolve a
deglicosilagéo inicial dos GCs e, posteriormente a clivagem de acetona cianoidrina para formar
acetona e HCN. As pesquisas sdo focadas na cianogénese de linamarina, devido a elevada

concentracdo desse glicosideo presente na planta da mandioca (MCMAHON et al., 1995).

CH,
R\)\(COOH

NH,
R=H: L-valina
R=CH3j: L-isoleucina

CYP79D1
CYP79D2

CHj
R\)\
N
HO™
R=H: (Z)-2-metilpropanal oxima (valox)
R=CHazx: (Z)-2-metilbutanal oxima (ilox) o

¢

H,O + NADP*
CHy

R\)\
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R CH3 R CH3
CN ‘—FCN
OH . /O
R=H: acetona cianoidrina — UGT u
R=CHj: 2-hidroxi-2-metilbutironitrila — R=H: Linamarina

R=CHai: Lotaustralina

Figura 2. Desenho esquematico da biossintese dos GCs linamarina e lotaustralina na mandioca,
a partir dos aminodacidos L-valina e L-isoleucina.
Fonte: McMahon et al. (1995) (com adaptacdes).

O primeiro passo na converséo de linamarina a HCN é a deglicosilagéo ou hidrolise de

linamarina pela enzima linamarase a glicose e a a-hidroxinitrilas instaveis, denominadas
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acetona cianoidrinas, conforme mostrado na Figura 3. As acetonas cianoidrinas s&o
decompostas em cetonas e HCN por meio de duas rotas: espontaneamente, em pH > 4,0 e
temperatura > 30°C, ou ainda, devido a atividade da enzima hidroxinitrila liase (HNL), em
valores de pH entre 3,5 - 6,0 e temperatura < 60°C (MKPONG et al., 1990; WHITE et al., 1994;
WHITE; SAYRE, 1995; WAJANT; PFIZENMAIER, 1996).

Os GCs e suas enzimas catabolicas especificas estdo armazenadas em compartimentos
celulares distintos da planta da mandioca, prevenindo assim a autotoxicidade. A linamarina
localiza-se nos vacuolos celulares, enquanto que a enzima S-glicosidase (linamarase) encontra-
se associada a parede celular. Assim, a ruptura dos tecidos vegetais intactos (traumas
mecanicos, entre outros) para que ocorra a exposi¢do do substrato — linamarina — a enzima
linamarase representa um papel importante na cianogénese ou catabolismo de GCs
(GLEADOW; MOLLER, 2014).

=N glucose
CH,OH | C=N a-hydroxynitrila lyase
0 0— ¢ —CH, 4_4—/7 | (ou espontaneo)
HH H é + H0 HO—C— CH; ———>» HCN + HO=C—CH;,
3
HO glucose CH, . _'r' CH,
H OH fd“ms"ﬂme =<
linamarina (linamarase} acetona cianoidrina acidocianidrico  acetona

Figura 3. Desenho esquematico da cianogénese do GC linamarina.

Fonte: McMahon et al. (1995) (com adaptacdes).

O consumo de produtos de mandioca com alta concentragéo de cianogénicos pode levar
a doencas graves ou até a morte. A dose de 1 a 3 mg de HCN/kg de massa corporal pode causar
intoxicacdo aguda e, consequentemente pode levar a morte seres humanos e outros animais
vertebrados (GLEADOW; MOLLER, 2014). Os sintomas da intoxicacdo aguda ocorrem
quando o HCN ao entrar na célula interrompe a cadeia respiratoria, pois este blogueia a enzima
citocromo ¢ oxidase, causando andxia celular (HODGSON, 2004). Nesta reacdo, também
ocorre o0 bloqueio da producéo de energia com reducgdo nos niveis intracelulares de trifosfato de
adenosina (ATP), acidose intracelular, devido a producdo de &cido latico em meio a anaerobiose
e, finalmente, a morte celular (FORTIN, et al., 2010).

A ingestdo continua de produtos da mandioca, ndo processados ou inadequadamente
processados, contendo altos niveis de ciandgenos (linamarina, acetona cianoidrina e HCN),

combinado com uma dieta deficiente em aminoacidos, que contenham enxofre (metionina e
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cisteina) pode levar a intoxicacdo cronica, uma vez que esses aminoacidos sdo necessarios para
a detoxificacdo de cianetos dos organismos de seres humanos (JORGENSEN et al., 2011). Os
tubérculos de mandioca sdao uma fonte pobre de proteina, e as folhas, que sdo comidas como
um suplemento proteico ndo contém as quantidades adequadas de metionina e cisterna (YEOH;
CHEW, 1976). N&o apenas a proporcao total de proteina ingerida é baixa, em populagdes cuja
dieta é baseada em produtos da mandioca, mas a necessidade de S-aminoacidos para a
detoxificacdo restringe a proporcao das referidas proteinas, que estdo associadas aos fatores de
crescimento dos individuos, o que pode resultar em baixa estatura de criancas (STEPHENSON
etal., 2010).

Assim, onde a mandioca é a principal fonte de alimento nas dietas humanas, € necessario
garantir que haja uma nutricdo adequada ao enxofre (BURNS, et al., 2010). Os principais
problemas de saude associados a dietas ricas em compostos cianogénicos incluem: o bécio, o
hipertireoidismo, resultante do metabolismo do tiocianato no metabolismo do iodo; a
neuropatia atéxica tropical, uma desordem neuroldgica; e o konzo, uma paralisia instantanea e
permanente que pode levar ao 6bito, muito frequente na Africa; ndo ha relatos de konzo na
América do Sul (OKAFOR; OKOROWKWO; MADUAGWU 2002; SREEJA et al., 2003;
ADAMOLEKUN, 2010, BAEA et al., 2013)

A biotransformacdo do HCN, em seres humanos, ocorre principalmente no figado onde
0 mesmo é convertido em tiocianato (SCN) através de uma reacdo catalisada pela enzima
tiossulfato sulfotransferase — “rodanase”, conforme mostrado na Figura 4. A reacao consiste na
transferéncia de um atomo de enxofre dos tiossulfatos para o ion CN- sendo a fonte primaria de
enxofre os aminoacidos metionina e cisteina (AZEVEDO, CHASIN, 2004; BURNS, et al.,
2010).

rodanase
HCN + S,0.% » SO~ + -SCN

. ey tiosulfato _—
acido cianidrico sulfito tiocianato

Figura 4. Desenho esquematico da reacdo de detoxificacdo de cianeto, em seres humanos e
algumas plantas

Fonte: Burns et al. (2010) (com adaptagdes).
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3.3 FOLHAS DE MANDIOCA

A parte aérea da mandioca (Figura 5), ou rama, compreende a porcao da planta que fica
acima do solo e, esta é considerada um residuo gerado na colheita das raizes. Esta é constituida
por ramos, peciolos e folhas em proporcGes variaveis. Além disso, a sua composicao
bromatoldgica varia de acordo com a proporcao entre hastes e folhas, variedade utilizada, época
de colheita, manejo adotado, fertilidade do solo e condi¢des climéticas (PESTANA; CASTRO,
2015). Devido a grande quantidade desse material encontrar-se desprezado no solo, apos a
colheita da raiz, € necessario a viabilidade do uso deste em industrias alimenticia, farmacéutica,
dentre outras, assim como na alimenta¢cdo humana ou animal como fonte de alternativa protéica
(FERRI, 2006).

As folhas de mandioca formam uma parte importante da dieta em alguns paises, mas
existem muitos locais onde geralmente ndo sdo consumidas, embora a mandioca seja
amplamente cultivada e prontamente disponivel. Merecem mais atencdo como fonte de
proteinas e nutrientes para a nutricdo humana e devem receber tanta atencdo quanto as raizes.
H& uma necessidade de estabelecem métodos simples de processamento de folhas de mandioca
para seu consumo (LATIF; MULLER, 2015).

S&o consideradas um subproduto da colheita da raiz de mandioca e (dependendo da
variedade), sdo ricas em proteinas (14 - 40% de matéria seca), minerais, vitaminas B1, B2 e C
e carotenos. Além do menor teor de metionina, lisina e isoleucina, o perfil de aminoacidos da
proteina da folha de mandioca se compara favoravelmente aos do leite, queijo, soja, peixe e
ovo. A colheita da mandioca, em uma fase de crescimento precoce, poderia reduzir o teor de
tanino condensado e aumentar o teor de proteina, resultando em um valor nutritivo maior
(AYODEJI, 2005; SOUZA et al., 2011; SOARES et al., 2016).

Figura 5. Reproducdo da rama da mandioca (Manihot esculenta Crantz).
Fonte: Lancaster e Brooks (1983).
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As folhas de mandioca possuem altos teores de em minerais, como fésforo, magnésio,
potéssio, ferro, zinco, célcio, entre outros. Os teores de ferro foram encontrados, entre 61,50 a
225,60 mg/kg, magnésio entre 0,16 a 0,38 g/100 g, manganés variando entre 50,30 a 333,69
mg/kg e de zinco entre 4,05 a 93,38 mg/kg, todos valores em matéria seca (CHAVEZ et al.,
2000; WOBETO, 2003; MELO, 2005; MODEST]I, 2006). Os teores de potassio, magnésio,
fésforo, zinco e manganés diminuem, enquanto os de célcio, sédio e ferro aumento com
maturidade foliar (LATIF; MULLER, 2015).

Folhas de mandioca apresentam grandes quantidades de GCs, linamarina e uma pequena
quantidade de lotaustralina, que sdo decompostos pela enzima linamarase presente nas folhas
produzindo cianidrinas que sdo ainda decompostas por outra enzima, hidroxinitrila liase
também presente, para formar cianeto de hidrogénio (HCN) e uma cetona (CARDOSO et al.,
2005; BRADBURY; DENTON, 2011).

Embora as folhas de mandioca sejam uma fonte de nutrientes valiosos, também possuem
toxicidade devido a glicosideos cianogénicos, e fatores antinutricionais como alto teor de fibra,
taninos, polifendis e acido fitico que reduzem a biodisponibilidade dos nutrientes, absor¢édo de
e digestibilidade, podem ter efeitos toxicos dependendo do método de processamento e
quantidade consumida. Dependendo da quantidade ingerida, alguns desses compostos pode
atuar como antioxidantes e anticarcinégenos (WOBETO et al., 2007; MONTAGNAC et al.,
2009).

3.4 MANIVA COZIDA

No estado do Para, em especial, a mandioca € amplamente utilizada na culinéria regional
que é fortemente influenciada pela cultura indigena. A raiz (tubérculo) da mandioca é um dos
principais ingredientes da gastronomia paraense e sua farinha € muito apreciada pela populacéao
local. O “tucupi” ¢ utilizado no preparo de pratos tipicos como “tacaca”, “pato no tucupi”,
“arroz paraense”, entre outros. As folhas da mandioca moidas “maniva”, estas sao utilizadas
como componente principal no preparo da “manigoba” (COSTA et al., 2016).

A Instrucdo Normativa N° 1 DE 06/05/2016 da Agéncia de Defesa Agropecuéaria do
Para-ADEPARA-que dispde sobre o Padrio de Identidade e Qualidade da Maniva Cozida para
producdo e comercializacdo no estado do Para, tem por objetivo estabelecer padrdes de
identidade e caracteristicas de qualidade as quais devem acatar o produto "maniva cozida”,
sendo o mesmo definido na presente normativa sendo: Maniva: produto obtido da folha da
mandioca do género Manioth, especificamente da moagem das folhas, através de processo

tecnoldgico adequado; Maniva cozida € o produto obtido através do cozimento da maniva, com
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uso predominantemente na culinaria paraense e Manigoba € o prato tipico da culinaria paraense
obtido a partir da maniva cozida acrescida dos ingredientes de origem animal, condimentos e
sal (PARA, 2016).

A Instrucdo normativa aborda também aspectos relacionados a classificacao
composigdes organolépticas e fisico-quimicas, métodos de conservacao, adicao de ingredientes
opcionais (sendo para maniva cozida apenas agua tratada), aditivos e coadjuvantes de
tecnologia/elaboracdo (sendo para maniva cozida ndo permitido a adicdo de corantes ou
conservantes), caracteristicas microscopicas e sensoriais, residuos e contaminantes, proibicdes,
caracteristicas microbiologicas, pesos e medidas (que devem obedecer as exigéncias do
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia-INMETRO), rotulagem, juntamente
com exigéncias para a construcdo e funcionamento de estabelecimentos produtores de maniva
cozida (PARA, 2016).

As etapas de producdo da “maniva cozida”, de acordo com Paré (2016) sdo mostradas
na Figura 6.

LAVAGEM
(As folhas serdo lavadas com agua clorada,
seguida de lavagem com agua potavel)

@

MOAGEM
(As folhas devem ser moidas em maquinas de
aco e o produto moido. coletado em baldes ou
bacias de ago inoxidavel)

U

COZIMENTO
(Tempo minimo de 50 horas, em utensilios de
aco-inox ou material aprovado pela ADEPARA)

U

RESFRIAMENTO
(Local devidamente higienizado e telado)

$

EMBALAGEM
(Embalagens plasticas de 1 kg ou baldes
plasticos)

$

ARMAZENAMENTO
(Congelada até -8 °C ou resfriada até 10 °C)

Figura 6. Etapas de produgédo de “maniva cozida”.
Fonte: Adaptado de Par4 (2016).
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e Lavagem

Segundo Abreu e Mattietto (2016), nesta etapa recomenda-se 0 uso de aspersao para evitar
desperdicio de &gua e para auxiliar na remocdo de sujidades. A utilizacdo de chuveiros e a
distribuicdo dessas folhas em esteiras ou caixas também sdo recomendados.

e Moagem

Existem dois modos de producdo de maniva: moer as folhas antes ou depois do seu
cozimento. O modo mais utilizado e a moagem anterior ao cozimento (Figura 7). As folhas
lavadas sdo colocadas em moedores elétricos de carne podendo ou ndo ter a adigdo de &gua.
Atualmente, existem moedores confeccionados em aco inoxidavel, sendo 0s mesmos
recomendados (ABREU; MATTIETTO, 2016).

Figura 7. Etapas de preparo de maniva cozida (Recepc¢éo das folhas in natura, lavagem por
imersdo e moagem).

Fonte: autor
e Cozimento

O tempo de cozimento das folhas da mandioca sdo convencionados tradicionalmente em 7
dias, o que equivaleria teoricamente a 168 horas. Contudo, em avalia¢cdes de campo, observa-
se que os tempos de cozimento variam entre 8 a 12 horas por dia, que seriam equivalentes a 56-
84 horas de cozimento (Figura 8). Além da questdo de seguranca alimentar, em eliminar todo
o0 cianeto das folhas, acredita-se que o tempo de cozimento influencie diretamente na questdo
sensorial e melhoria da palatabilidade (ABREU; MATTIETTO, 2016). Durante o cozimento
ocorre a eliminacdo do &cido cianidrico presente, devido ser altamente volétil, e a inativacdo da

enzima linamarase a altas temperaturas, o que afeta o processo de hidrélise da linamarina,
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responsavel pela liberagdo do principio toxico da mandioca (COHEN; OLIVEIRA; CHISTE,
2007).

Figura 8. Etapa de cozimento da maniva.

Fonte: autor

¢ Resfriamento, embalagem e armazenamento

Ap0s o cozimento, observa-se que € préatica realizar a embalagem da maniva ainda quente
em sacos plasticos de 1 kg (Figura 9), o que é valido, desde que o seu resfriamento ocorra da
forma mais rapida possivel. Contudo, verifica-se a tendéncia em deixar a maniva resfriando em
temperatura ambiente (ABREU; MATTIETTO, 2016).

+

Figura 9. Etapas de resfriamento da maniva cozida, embalagem e armazenamento.

Fonte: autor

3.5 PROCESSAMENTO DA MANDIOCA E PRODUTOS DERIVADOS

O processamento tem sido reconhecido como a maneira mais eficiente de controlar os

cianogénicos da mandioca a curto prazo. Para as populagcdes que dependem da mandioca
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como alimento bésico, o problema da exposi¢do a compostos cianogénicos na dieta pode ser
resolvido apenas usando cultivares com baixo teor de cianogénio (linamarina) ou
alternativamente, se forem utilizados cultivares de alto cianogénio, elas devem ser
adequadamente processadas para reduzir o teor de cianogénio a niveis seguros. Uma ampla
diversidade de métodos de processamento é usada no consumo de mandioca comunidades.
Estes incluem descascar e cortar tubérculos frescos, seguidos de cozimento, cozimento a
vapor, secagem, fritura profunda, fermentacdo, ralacdo / batimento seguido de secagem ou
torrefacdo. A maioria desses métodos de processamento é eficaz na reducdo do contetido de
GCs (OKE, 1994; NAMBISAN, 1994; VASCONCELOS et al., 1990; ESSERS, 1994;
WESTBY, 1991; MLINGI; BAINBRIDGE, 1994; BRADBURY, 2006). Os niveis seguros
de HCN nos produtos alimentares de mandioca estabelecidos pela Comissdo do Codex
Alimentarius da FAO/OMS (1988) sdo de 10 mg de HCN/kg de massa seca.

Dependendo da natureza do processamento, pode ocorrer a hidrélise do GC, formacao
de acetona cianidrina até a liberacdo de HCN, que é volatilizado e, subsequentemente perdido,
ou 0 GC, altamente soltvel e seus produtos hidroliticos séo lixiviados em agua (NAMBISAN,
2011). Existem algumas modifica¢des no processamento da folha de mandioca dependendo da
variedade e do pais. Diversas tecnologias tradicionais foram desenvolvidos para remover GCs,
mas cada método possui algumas limitagdes (LATIF; MULLER, 2015).

Tabela 1. Remocdo de compostos cianogénios da mandioca durante o processamento.

Método de processamento  Porcentagem de Mecanismo de remogao

cianogénicos retido

Ebulicéo 20-50 Lixiviagao

Branqueamento e secagem 50 Lixiviacao

Cozer, fritar, cozinhar 80 Degradacdo térmica

Secagem ao sol 20-50 Acdo enzimatica

Secagem em forno 30-50 Acdo enzimatica

Trituracédo e secagemao sol <5 Desintegracao e acao
enzimatica

Triturar/fermentacao, <2 Desintegracao e acao

desidratagéo, secagem enzimatica

Fonte: Nambisan (1994).
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O uso de cultivares com baixos teores de GCs e 0 processamento adequado ajudaria a
reduzir a toxicidade associada ao consumo de produtos derivados da mandioca, baseado na
elaboracdo de um sistema de monitoramento dos teores de GCs da mandioca processada, antes
do consumo (NAMBISAN, 2011).

Na regido Norte do Brasil, durante as etapas de beneficiamento da mandioca e obtencéo
de seus produtos derivados, observa-se a ocorréncia de alguns fatores considerados criticos no
processamento dos derivados da mandioca: problemas higiénico-sanitarios existentes nas
unidades processadoras, presenca residual de HCN em niveis acima dos preconizados pela
legislacdo vigente, equipamentos e utensilios confeccionados em materiais de dificil
higienizacdo e a presengca de micro-organismos patogenos e deterioradores (ABREU;
MATTIETTO, 2016).

A forma de obtencdo dos subprodutos da mandioca segue, tradicionalmente, uma
sequéncia de processos artesanais ou semimecanizados que podem apresentar variagoes pelas
caracteristicas de cada localidade e, devido a isto, hd a auséncia de processos com parametros
estabelecidos que garantam o padrdo de identidade e qualidade. Ndo existem normas de
qualidade para a fabricacdo dos produtos derivados da mandioca, entretanto, no estado do Para,
vém-se fazendo um esforgo de regulamentar e padronizar esses produtos, sem perder as suas
caracteristicas regionais e garantindo a seguranca alimentar (ABREU; MATTIETTO, 2016).

Foi publicado o decreto que regulamenta a Lei n° 7.565, de 25 de outubro de 2011 que
trata das normas para licenciamento, registro e comercializacdo de produtos artesanais
comestiveis de origem animal e vegetal no Estado do Pard e, nesse regulamento, sdo
estabelecidos padrGes de identidade/qualidade e recomendag¢fes minimas de cuidados
higiénico-sanitarios a serem atendidos por produtores artesanais, garantindo a qualidade
minima dos produtos e visando evitar problemas em relacdo a seguranca alimentar (ABREU,;
MATTIETTO, 2016).

Os derivados da mandioca, normalmente, tém um periodo de comercializacdo curto,
mas, com a divulgacdo dos pratos tipicos da regido Norte e, mais especificamente em eventos
gastrondmicos, a demanda por seus derivados tem aumentado. Esse fato pode demandar
maiores periodos de armazenamento e, nesses casos, problemas de contaminacgdo durante as
etapas de processamento serdo evidenciados e podem acarretar prejuizos a qualidade desses
produtos. Fica propicio a proliferacdo de microrganismos patogénicos, alteracfes sensoriais e
defeitos de embalagem (ABREU; MATTIETTO, 2016).
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3.6 BOAS PRATICAS DE FABRICACAO EM AGROINDUSTRIAS

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA (1997), as Boas Préticas
de Fabricagao (BPF) correspondem a: “um conjunto de medidas que devem ser adotadas pelas
indUstrias de alimentos a fim de garantir a qualidade sanitaria e a conformidade dos produtos
alimenticios com os regulamentos técnicos. A legislacdo sanitaria federal regulamenta essas
medidas em carater geral, aplicavel a todo o tipo de industria de alimentos e especifico, voltadas
as industrias que processam determinadas categorias de alimentos. ”

A implementacdo de um Programa de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) compreende:
a alteracdo dos métodos de producdo, a modificacdo de projetos das instalagbes, o
desenvolvimento de cuidados com o0 uso e conservacao dos equipamentos, a introducdo de
mudancas comportamentais e a alteracdo no sistema de gestdo, além do estabelecimento de
normas de manutencado e limpeza de equipamentos e instalagcdes (LOPES, 2007).

A Boa Prética de Fabricacdo (BPF) é um requisito para todas as atividades associadas a
producdo, fabricacdo e distribuicdo de alimentos. Os principios devem ser aplicados em estagios
da producdo, através da aquisicdo de matérias-primas, materiais e fabricacdo de produtos
intermediéarios, para distribuicdo e venda a retalho de produtos finais. Os consumidores tém o
direito de esperar que os alimentos sejam seguros e saudaveis e satisfacam suas expectativas
em termos de qualidade organoléptica e preco. A aplicacdo da BPF requer adesao filosofica e
pratica, por parte da administracdo e dos funcionarios, a principios que foram desenvolvidos ao
longo de muitos anos (JARVIS et al., 2014).

As BPF, embora seja um tema ja bastante debatido e previsto pela legislacdo, ainda ndo
estdo sendo adotadas de forma satisfatoria nas industrias de alimentos, representando assim
risco para os consumidores (SILVA et al., 2009). Entre os fatores que limitam a adogdo estdo:
a falta de conscientizacéo e capacitacdo de manipuladores, visto que as BPF exigem mudancas
comportamentais e de disciplina; auséncia de investimentos em instalagdes; indisponibilidade
de recursos financeiros; falta de comprometimento dos proprietarios e deficiéncia de apoio e
conhecimento para uma adequada implantacdo (CRUZ; CENCI; MAIA, 2006; SERAFIM;
SACCOL et al., 2009).

Uma das ferramentas utilizadas para o diagnostico das BPF ¢ a aplicagdo da Lista de
Verificacdo ou Check-list para area de alimentos, que permite levantar os pontos positivos e
negativos dos estabelecimentos, proporcionando uma anéalise detalhada de cada local, o que
contribui no planejamento de agdes corretivas para adequacao de instalagdes, procedimentos e

processos produtivos, buscando eliminar ou reduzir perigos fisicos, quimicos e bioldgicos, que
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possam comprometer os alimentos e a salide do consumidor (NASCIMENTO; BARBOSA,
2007). As BPF sdo importantes para a seguran¢a do alimento produzido, contudo, é algumas
vezes de dificil aplicacdo nas agroindustrias, principalmente pelo fato de esses locais
apresentarem uma estruturacao debilitada o que dificulta a sua correta adequacdo (SCARPIN,
2011). Em um estudo Cruz (2007), destaca a dificuldade encontrada para a implantacéo das
BPF nas agroindustrias, pois alguns estabelecimentos apresentavam-se em precarias condigdes
de trabalho colocando em risco a saude dos manipuladores.

S&0 escassas as Boas Praticas para a producdo de derivados de mandioca (tucupi, farinha
de mesa, de tapioca, goma e maniva) no estado do Par, fato constatado em inspecao conjunta
feita pelo Ministério Publico Estadual (MPE) e Agéncia de Defesa Agropecuaria do Para
(ADEPARA) em diversas agroindUstrias que produzem de forma artesanal farinha, tucupi e
maniva nos municipios de Belém, Icoaraci, Santa Izabel do Para e Castanhal, cidades
localizadas no nordeste paraense. O Para possui destaque na producdo de farinha no Brasil e
isso é um fato relevante com reflexos na economia rural familiar. Por conta disto, 0 MPE deve
atuar de forma conjunta para regularizar esta atividade econémica que atua de forma ilegitima,
negligenciando a seguranca alimentar. O MPE e ADEPARA pretendem trabalhar em conjunto
para a melhoria das condi¢bes higiénico-sanitarias, contando com o apoio de agentes
financiadores para se ter garantia juridica e seguranca alimentar na industrializacdo e
comercializagdo desses produtos essenciais na mesa dos paraenses (MINISTERIO PUBLICO
ESTADUAL-JUSBRASIL, 2012).
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FOLHAS DE MANDIOCA COZIDAS: TEORES DE COMPOSTOS
CIANOGENICOS, AVALIACAO DA QUALIDADE E DAS CONDICOES DE

PROCESSAMENTO

Capitulo em formato de artigo submetido a revista cientifica

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os teores de compostos cianogénicos e a qualidade
microbiologica e fisico-quimica de folhas de mandiocas cozidas, comercializadas na cidade de
Belém-PA, assim como, verificar as etapas de processamento executadas em agroindustrias e
feiras e realizar um diagnostico das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) em duas agroindustrias.
Foram coletadas dez amostras, sendo cinco de feiras e cinco de supermercado e realizadas as
analises de compostos cianogénicos, Salmonella spp, Bacillus cereus, estafilococos coagulase
positiva, coliformes a 45°C, aerdbios mesofilos, bolores e leveduras, composicdo centesimal,
pH e acidez. Verificou-se 0s processos para producdo de folhas de mandioca cozidas em feiras
e agroindustrias. As BPF foram avaliadas através da aplicacdo de check-list. Os resultados dos
compostos cianogénicos variara de 1,25 a 8,22 mg HCN/kg, estando 100% acima do
preconizado pela legislagéo para cianeto livre. Todas as amostras estiveram em conformidade
com a legislacdo para Salmonella spp, estafilococos coagulase positiva e Bacillus cereus. Para
coliformes a 45°C, 60% das amostras de feiras e 20% do supermercado estiveram em
concordancia com a legislacdo. Os resultados de aerdbios mesoéfilos e bolores e leveduras
variaram de <2,40 a 5,38 e <2,88 a 7,30 log UFC/g, respectivamente. As amostras de feiras,
estavam abaixo do minimo preconizado para umidade, lipidios e pH e as do supermercado,
abaixo do estabelecido para cinzas, lipidios e pH. As agroindustrias foram consideradas de risco
alto em relacdo as BPF. Alteracdes no processamento influenciam nos teores de compostos
cianogénicos, bem como a escassez das BPF sdo precedentes a contaminacdes.

Palavras-chave Subproduto da cultura da mandioca, Acido cianidrico (HCN), Fisico-quimico,
Microbioldgico.

1 Introducao

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma angiosperma da classe das
dicotiledéneas, da familia Euphorbiaceae, composta por cerca de 7200 espécies, com
caracteristica de apresentar glicosideos cianogénicos e latex. Em sua area nativa, na América
do Sul, onde foi domesticada ha milhares de anos e no continente africano, onde foi introduzida
durante o seculo XVI, é uma das mais importantes fontes de alimentos basicos, principalmente

devido as suas raizes amilaceas (Ceballos e La Cruz, 2012; Gabriel et al., 2014; Faostat, 2013).
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A parte aérea da mandioca (ou rama) compreende a por¢do da planta que fica acima do
solo e, esta é considerada um subproduto gerado na colheita das raizes. Dependendo da
variedade, as folhas de mandioca sdo ricas em proteinas, minerais, vitaminas B1, B2 e C e
carotenos. Além do menor teor de metionina, lisina e talvez isoleucina, o perfil de aminoacidos
da proteina da folha de mandioca se compara favoravelmente aos do leite, queijo, soja, peixe e
ovo (Haggblade et al., 2012; Soares et al., 2016).

Folhas de mandioca sdo amplamente comercializadas e utilizadas para consumo
humano no Norte do Brasil, como componente principal no preparo de um prato tipico chamado
manicoba (Latif e Maller, 2015; Costa et al., 2016; Modesto Junior et al., 2019). Em virtude
disso, a necessidade do gerenciamento da seguranca do alimento para os derivados da mandioca
se faz necessario, tendo em vista que estes produtos estdo sendo cada vez mais exportados para
outras regides, atingindo um publico maior.

Embora sejam uma fonte de nutrientes valiosos as folhas de mandioca também possuem
toxicidade devido a presenca de glicosideos cianogénicos, e fatores antinutricionais como alto
teor de fibra, taninos, polifendis e acido fitico, que podem ter efeitos toxicos dependendo do
método de processamento e quantidade consumida (Pestana e Castro, 2015).

A forma de obtencdo dos subprodutos da mandioca segue, tradicionalmente, processos
artesanais ou semimecanizados que podem apresentar variacdes pelas caracteristicas de cada
localidade e, devido a isto, h4 a auséncia de parametros estabelecidos que garantam o padrao
de identidade e qualidade do produto, e por isso ha ocorréncia de alguns fatores considerados
criticos no processamento, como: presenca residual de &cido cianidrico (HCN) em niveis acima
dos preconizados pela legislacdo vigente, presenca de microrganismos patogénicos e
deterioradores, problemas higiénico-sanitarios nas unidades processadoras e equipamentos e

utensilios confeccionados em materiais de dificil higienizagdo (Abreu e Mattietto, 2016).
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Em vista disto, este estudo teve como objetivo avaliar o teor de compostos cianogénicos
e a qualidade microbioldgica e fisico-quimica de folhas de mandiocas cozidas, comercializadas
na cidade de Belém-PA, assim como, verificar as etapas de processamento executadas em
agroindustrias e principais feiras da capital paraense e realizar um diagndstico das Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) em duas agroindustrias no Nordeste paraense.
2 Material e métodos
2.1 Coleta de amostras

Foram coletadas dez amostras comerciais de folhas de mandioca moidas e cozidas
(manivas cozidas) na cidade de Belém -PA, sendo: cinco amostras adquiridas em duas feiras
livres, provenientes de unidades artesanais (codificadas de | a V) e cinco amostras adquiridas
em um supermercado, provenientes de unidades agroindustrias (codificadas de VI a X). Todas
as amostras (feiras e supermercado) foram adquiridas nas mesmas condi¢cGes em que sdo
comercializadas, a temperatura de aproximadamente 25°C e em sacos de polietileno de 1kg.
Apbs coleta, todas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas e encaminhadas
aos laboratérios para realizacdo das analises de teores de compostos cianogénicos, analises

microbioldgicas e fisico-quimicas.

2.2 Analises de compostos cianogénicos

Os teores de cianeto total (CT), ndo-glicosidico (CNG) e livre (CL) foram determinados
segundo metodologia proposta por Essers et al. (1993), com adaptacGes, na qual, apds a
extracdo dos compostos cianogénicos procedeu-se uma reacdo colorimétrica utilizando
cloramina T, isonicotinato e 1,3- dimetilbarbiturato, seguida de leitura espectrofotométrica a
605 nm. A enzima linamarase foi obtida e purificada de acordo com a metodologia proposta
por Cooke (1979).

Para extracdo dos compostos cianogénicos, 20 g de folhas de mandioca cozidas foram

homogeneizadas em processador (Philips Walita Viva Collection RI7762), com 200 mL de
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solucéo alcodlica de acido ortofosforico 0,1M (adicionada de cloreto de s6dio). Posteriormente,
a solucéo foi centrifugada (centrifuga Excelsa baby Fanem, modelo 1 206-BL, USA) a 5000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante armazenado em frascos plasticos a -18°C. Para andlise,
0s extratos das amostras foram dispostos em tubos de ensaio, em triplicata, e preparados de
forma distinta, antes da reacdo colorimétrica, conforme descrito a seguir.

Para anélise o CT, 0,1 mL de extrato foi adicionado em tubo de ensaio contendo 0,4 mL
de tampéo pH 7,0, seguido da adicdo de 0,1 mL de enzima pré-purificada. Apos incubacdo a
30£1°C em banho de agua, por 15 minutos, foi adicionado 0,6 mL de solu¢do de NaOH 0,2 M,
e ap6s 5 minutos, foi adicionado 2,8 mL de tampdo pH 6, seguindo-se para a reagdo
colorimétrica. Para 0 CNG, 0,1 mL de extrato foi adicionado em tubo de ensaio contendo 0,6
mL de tampéo pH 6,0. Em seguida, foi acrescido 0,6 mL de solucdo de NaOH 0,2 M, é ap0s 5
minutos foi adicionado 2,9 mL de tampédo pH 6,0, seguindo-se para a reacdo colorimétrica.
Enquanto para analise de CL, 0,1 mL de extrato foram diluidos em 3,9 mL de tampéo pH 6,
antes da reacdo colorimétrica.

Para a reacdo colorimétrica, em cada um dos tubos preparados, adicionou-se 0,1 mL de
solucdo de cloramina T 1%, e ap6s cinco minutos, foi adicionado 0,6 mL de solucdo de
isonicotinato/dimetilbarbiturato. Ap6s 10 minutos de reacdo, o complexo colorido formado foi
lido em espectrofotbmetro (Thermo Scientific, Evolution 60, Massachusetts) a 605 nm.

Os contetdos de CT, CNG e CL foram quantificados através de curva analitica de sete
pontos (0,5-20,00 pg HCN/mL), com R?> 0,99, em triplicata e os resultados expresso em mg
HCN/Kkg. Os resultados de CL foram analisados em relagdo aos parametros para compostos

cianogénicos estabelecidos pela legislacdo (Para, 2016).

2.3 Analises microbioldgicas
Todas as amostras de folhas de mandioca cozidas foram analisadas quanto aos

parametros microbioldgicos exigidos pela legislacdo vigente (Pard, 2016) que foram: pesquisa
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de Salmonella spp e contagens de estafilococos coagulase positiva, Bacillus cereus e coliformes
a 45°C. Também foi feita a contagem de bactérias aerdbias mesofilos e bolores e leveduras com
0 objetivo de avaliar as condicOes higiénicas das amostras. A metodologia analitica utilizada
encontra-se descrita no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods

(Salfinger e Tortorello, 2015) e todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.4 Analises fisico-quimicas

Foram realizadas as analises de: umidade, cinzas, lipidios, proteinas totais utilizando
fator de 5,75 (proteina vegetal), fibras e carboidratos por diferenca. Todas as analises foram
realizadas de acordo com metodologias descritas no AOAC (2007).

O pH e acidez total titulavel (ATT) foram determinados também segundo metodologias
descritas no AOAC (2007). O pH foi obtido por leitura direta em potencidmetro (Tecnal, TEC-
51, Brasil). O mesmo sistema utilizado para determinacdo do pH foi utilizado também para
determinacdo da ATT, onde foi adicionado solucdo de NaOH 0,1 M e verificado
simultaneamente o pH até que o0 mesmo se encontrasse entre 8,1-8,4, sendo verificado o volume
de NaOH gasto. Os resultados foram analisados em relacdo aos parametros fisico-quimicos

estabelecidos pela legislacdo vigente (Para, 2016).

2.5 Verificacdo das etapas de processamento de folhas de mandioca cozidas em feiras e
agroindustrias

Foram verificadas por meio de visitas in loco as etapas de processamento de folhas de
mandioca cozidas utilizados atualmente em duas agroindustrias consideradas de grande porte,
localizadas na regido Nordeste do estado do Para (Brasil), e em duas das principais feiras da
cidade de Belém (PA-Brasil). As visitas em ambos locais foram realizadas pela parte da manha,

sendo as descri¢Ges das etapas compostas por relatos dos proprietarios sobre cada uma das
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etapas executadas juntamente com material fotografico. Nas agroindudstrias e feiras foram

verificadas as etapas desde a recepc¢éo das folhas de mandioca in natura até o produto final.

2.6 Avaliacdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)

Paraa verificacdo do nivel de adequacdo de duas agroindustrias processadoras de
folhas de mandioca cozidas em relagdo as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) foi elaborada uma
Lista de Verificacdo de Boas Préaticas de Fabricacdo (LVBPF), adaptada da RDC n°275 de 21
de outubro de 2002 (Brasil, 2002). A LVBPF foi composta por 165 itens de verificagéo,
distribuidos em cinco blocos: Bloco 1 — Edificacdo e instalacdes; Bloco 2 - Equipamentos,
moveis e utensilios; Bloco 3 — Vestuario; Bloco 4 — Producéo e transporte do alimento; Bloco
5 — Documentacdo, sendo os itens avaliados em: Conforme (C), quando se encontrarem de
acordo com a legislacdo; Ndo Conforme (NC), quando ndo se encontrarem de acordo com a
legislacdo e Nao se Aplica (NA) para os itens que ndo possuirem relevancia/aplicacédo para as
referidas industrias.

Para cada bloco da lista foi expresso um valor, em porcentagem, baseados nas
conformidades ou ndo conformidades. Todos os itens atendidos foram somados para obter a
porcentagem total do estabelecimento, e a classificacdo das agroindustrias foi realizada de
acordo com a RDC n° 275 (Brasil, 2002) em Risco Baixo (76-100% de conformidades); Risco
Médio (51-75% de conformidades) e Risco Alto (0-50% de conformidades). A LVBPF foi
aplicada em duas vistorias em cada agroindustria. Ap6s a primeira vistoria foi elaborada um
Plano de Acdes Corretivas e entregue aos proprietarios. Os resultados foram expressos por meio
da média entre as duas avaliagdes realizadas.

2.7 Andlise estatistica

Os resultados dos teores de compostos cianogénicos, analises microbiologicas

(expressos na base log) e fisico-quimicas foram expressos por meio de médiatdesvio padrao.

As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste complementar de
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diferenca (Teste de Tukey, p < 0,05) para comparacdo de médias, utilizando o software
Statistica® Kernel Release 7.1.

3 Resultados e discussao
3.1 Analises de compostos cianogénicos

Os valores referentes aos teores de cianeto total (CT), cianeto ndo-glicosidico (CNG) e
cianeto livre (CL) nas amostras de folhas de mandioca cozidas sdo mostrados na Tabela 1.
Todas as amostras analisadas (n=10) apresentaram valores superiores do preconizado pela
legislacdo para CL, que é de 0,5 mg HCN/kg, fato que merece particular atencdo, uma vez que
0 consumo de produtos de mandioca com alta concentracdo de cianogénicos pode levar a
doencas graves ou até a morte (Gleadow e Moller, 2014).
Tabela 1. Teores de compostos cianogénicos (CT, CNG e CL) das amostras de folhas de

mandioca cozidas provenientes de feiras e supermercado da cidade de Belém-PA

Amostras Codificagdo CT (mg HCN/kg) CNG (mg HCN/kg) CL (mg HCN/kg)

Unidades [ 2,75+0,66% 8,22+0,00° 2,33+0,07°%f
artesanais I 7,550,072 5,20+0,29°¢ 2,96+0,07"°
(feiras) I 7,84+0,88° 3,66+0,07¢ 3,29+0,15%

\Y 3,32+0,00° 3,95+0,15¢ 3,27+0,22%

Y 2,13+0,07% 1,45+0,44¢ 1,77+0,30°f

Unidades VI 1,83+0,07¢ 1,62+0,07¢ 1,72+0,07f
agroindustriais Wil 2,13+0,07% 2,13+0,07¢ 2,44+0,07¢%
(supermercado) VIII 5,67+0,00° 6,98+0,52° 3,78+0,15%
IX 5,33+0,00° 5,01+0,00° 2,50+0,30%

X 1,41+0,07¢ 1,25+0,00° 1,94+0,07%f

PARA, 2016 - - 0,5

Resultados expressos por meio de média + desvio padrao (n = 3). As médias seguidas de letras diferentes na mesma
coluna possuem diferenga significativa (teste de Tukey, p < 0,05); CT= cianeto total; CNG= cianeto ndo
glicosidico; CL= cianeto livre; -= sem parametros estabelecidos na legislacéo.

A ingestdo continua de produtos da mandioca, ndo processados ou processados

inadequadamente, contendo altos niveis de ciandgenos (linamarina, cianidrina e HCN),
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combinado com uma dieta deficiente em aminoacidos, que contenham enxofre (metionina e
cisteina) pode levar a intoxicacao cronica, uma vez que esses aminoacidos sdo necessarios para
a detoxificacdo de cianetos dos organismos de seres humanos (Jorgensen et al., 2011).

Os valores de CT obtidos estiveram abaixo dos dados obtidos por Modesto Junior et al.
(2019) em folhas de mandioca cozidas com adicdo de agua por 3 horas a 100°C (23 a 82 mg
HCN/Kkg). As folhas de mandioca na regido Norte do Brasil sdo cozidas com adicdo de agua por
periodos que variam de 48 a 72h (agroindustrias) e de cinco a sete dias (feiras) desta forma,
segundo Nambisan (2011) a diminuicdo dos valores pode ocorrer devido a degradacdo da
linamarina pela linamarase, uma vez que as folhas da mandioca foram moidas e adicionadas de
agua, facilitando a hidrdlise da linamarina em acetona cianidrina, que é hidrolisada em HCN.

As acetonas cianidrinas sdo decompostas em cetonas e HCN por meio de duas rotas:
espontaneamente, em pH > 4,0 e temperatura > 30°C, ou ainda, devido a atividade da enzima
hidroxinitrila liase (HNL), em valores de pH entre 3,5 - 6,0 e temperaturas < 60°C (Kalenga
Saka e Nyrenda, 2012; Camara e Soto-Blanco, 2013).

Para os resultados de CNG, de modo geral, existem poucas informacdes na literatura
sobre dosagens de CNG em mandioca e seus derivados, no entanto, 0 CNG € importante tanto
qguanto o CT e CL, uma vez que é a forma de cianeto que se apresenta em maiores quantidades
residuais nos produtos de modo geral. As cianidrinas quando ingeridas se decompdem no nivel
de pH alcalino no intestino delgado para produzir uma quantidade molar equivalente a de
cianeto. Assim sendo, a ingestdo de altas concentrac@es de cianidrinas pode ser tdo prejudicial
ao metabolismo humano quanto a de cianeto (Kalenga Saka e Nyrenda, 2012).

Os resultados de CL se encontraram abaixo dos valores de Modesto Junior et al. (2019)
(3,6 a 25 mg HCN/kg), em seu estudo com folhas de mandiocas cozidas por 3h a 100°C. Uma
justificativa seria pelo fato de, em geral, as amostras comerciais de folhas mandiocas na regiéo

Norte do Brasil serem fervidas com adigdo de agua por periodos superiores a 48 horas, 0 que
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ocasiona a maior remogédo de compostos cianogénicos. O tratamento de ebulicdo em agua é um
método amplamente utilizado na Africa para remover compostos cianogénicos de folhas de
mandioca, geralmente em periodos variando de 10 a 120 minutos. Esse processo também é
muito comum no Brasil durante o preparo da manigoba (Modesto Junior et al., 2019).

As diferencas significativas observadas nos valores de CT, CNG e CL encontrados para
amostras de folhas de mandioca cozidas podem estar relacionadas com a quantidade de
compostos cianogénicos da matéria-prima e com as condic¢des de processamento (Chisté et al.,
2007). E valido ressaltar que variagbes de processamento podem influenciar diretamente no
conteddo de cianeto, podendo-se citar no processamento de folhas de mandioca cozidas a
realizacdo do cozimento anterior a etapa de moagem, pratica comum em algumas
agroindustrias. Durante o processo de moagem, ocorre a ruptura do tecido vegetal e a linamarina
¢ exposta a linamarase, dando inicio a formacdo de HCN, que sera posteriormente volatilizado
(Gleadow e Moller, 2014).

Realizando-se a etapa de cozimento anterior a moagem, ha a inativacdo enzimatica
(linamarase) antes que ocorra a hidrolise dos glicosideos cianogénicos para formacéo
cianidrinas e posteriormente de cianeto livre, fazendo com que o produto final ainda possua alto
teor de glicosideos cianogénicos (Cohen et al., 2007).

Outra variavel que impacta diretamente no contetido de ciandgenos seria 0 tempo de
cozimento, que varia dependendo de cada estabelecimento processador. A literatura sugere
periodos superiores a 72 horas (Abreu e Mattietto, 2016), entretanto, esse tempo médio de
cozimento pode ser menor ou maior dependendo do local de processamento. Em feiras podem
ser de cinco a sete dias enquanto que em agroindustrias de 48-72 h. O tempo de cozimento pode
afetar significativamente o teor de cianeto no produto, devido a elevada volatilizagdo do cianeto

em condigdes de aquecimento (Campos et al., 2016).
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3.2 Analises microbioldgicas

Todas as amostras analisadas (n=10) apresentaram auséncia de Salmonella spp e as
contagens de estafilococos coagulase positiva e Bacillus cereus foram < 2 log UFC/g, estando
de acordo com a legislacdo vigente (Para, 2016).

Em um estudo com um produto derivado de folhas de mandioca oriundos de Madagascar
e Tanzania, Abass et al. (2019) também ndo encontraram Salmonella spp em nenhuma das
amostras analisadas (n=90), isto deve-se ao fato desta bactéria ser sensivel ao calor, ndo
sobrevivendo a temperatura superior a 70°C. Os vegetais normalmente ndo sédo considerados
hospedeiros naturais de Salmonella spp. Entretanto, produtos vegetais verdes sdo considerados
veiculos importantes ou mesmo reservatorios adicionais para patégenos de origem alimentar,
incluindo Salmonella spp, que pode contaminar os vegetais durante qualquer um dos muitos
estagios de producdo, pois este patdgeno estd presente no meio ambiente e na cadeia alimentar
através do estrume, insetos, dgua e solo (Park et al., 2012; Hou et al., 2013).

O género Sthaphylococcus, com destaque para o Staphylococcus aureus constituem um
importante grupo de patdgenos. A contaminacdo pode ocorrer diretamente de animais,
manipuladores infectados ou pode resultar de falta de higiene durante o processamento ou no
armazenamento de alimentos (Kotzekidou, 2013).

B. cereus é um bastonete aerébio formador de esporo e estd comumente presente no
solo, ar, poeira, agua, alimentos secos e processados, especialmente de origem vegetal (Tewari
e Abdullah, 2015). A presenca de B. cereus nos alimentos em concentra¢@es > 4 log UFC/g é
conhecida por causar intoxicacdo alimentar (sindrome emética e sindrome diarreica). Os
esporos sobrevivem a coccdo em altas temperaturas; portanto, o controle e a prevengdo da
contaminacéo de alimentos sdo necessarios (Glasset et al., 2016).

Na Tabela 2 encontram-se os resultados de coliformes a 45°C, bactérias aerobias

mesofilas e bolores e leveduras nas amostras de folhas de mandioca cozidas.



47

Tabela 2. Contagens de coliformes a 45°C, aerébios mesofilos e bolores e leveduras das

amostras de folhas de mandioca cozidas provenientes de feiras e supermercado da cidade de

Belém-PA
Amostras Codificacdo Coliformes a 45°C Bactérias aerdbias Bolores e
(log NMP/qg) mesofilas leveduras
(log UFC/g) (log UFC/g)
Unidades | <0,48° 5,05° 7,30°
Artesanais (feiras) ] 2,182 3,249 4,059
1l 1,56° 2,73' 4,91¢
\Y <0,48° 4,31¢ <2,88"
\% <0,48° <2,40 4,76°
Unidades VI <0,48° 3,39¢ 6,88"
Agroindustriais VII 1,56° 4,70° 5,47°¢
(supermercado) VI 1,56° 5,382 4,54
IX 1,87 2,98" <2,88"
X 1,04¢ 3,31f 5,47°
PARA, 2016 <0,48 - -

Resultados expressos por meio de média. As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna possuem
diferenga significativa (teste de Tukey, p < 0,05). -= sem parametros estabelecidos no padréo.

Os valores para coliformes a 45°C das amostras oriundas de feiras variaram de <0,48 a
2,18 log NMP/g, estando 60% (n=3) em conformidade com a legislacdo, que estabelece valores
de <0,48 log NMP/g (Paré, 2016). Para as amostras de supermercado, a varia¢do foi de <0,48 a
1,87 log NMP/g, somente com 20% (n=1) encontrando-se dentro do previsto pela legislacéo
(Parg, 2016). As amostras provenientes de feiras em geral sdo embaladas ainda quentes, pouco
tempo apds o cozimento, e as amostras de supermercado (provenientes de agroindustrias) apds
cozimento seguem ainda para uma etapa de resfriamento, sendo este considerado lento, onde o
alimento fica em contato com o manipulador, superficies e utensilios, que podem vim a carrear

contaminagdes ao produto. Deste modo, torna-se evidente a ocorréncia de recontaminagédo do
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alimento apds o cozimento, apontando escassas condi¢fes higiénico-sanitarias dos
estabelecimentos processadores.

As bactérias do grupo coliformes séo indicadores comuns da qualidade sanitaria dos
alimentos e da agua, podendo ser encontrados em ambientes aquaticos, no solo e na vegetacéo.
Foram implicados em alguns casos de infec¢des com risco de vida e sua presenca é usada para
indicar a presenca de outros organismos patogénicos de origem fecal. Altos niveis de
contaminacdo por microrganismos desse grupo em vegetais é considerado um indicativo de
problemas de higiene, apontando para a falta de boas praticas durante o cultivo e processamento
(Machado et al., 2018).

N&o ha parametros estabelecidos na legislacdo vigente para contagem de bactérias
aerobias mesofilas e de bolores e leveduras. O monitoramento de aerobios mesofilos pode ser
utilizado com sucesso como indicativo da qualidade sanitaria, aceitabilidade organoléptica,
aplicacdo de Boas Praticas de Fabricacdo e, em menor extensdo, como indicador de seguranca
alimentar (Kregiel, 2015). A presenca de bolores e leveduras também pode ser considerada um
indicativo da qualidade higiénica, pois segundo Kregiel (2015), esporos fungicos ou fragmentos
de conidios e micélio podem contaminar alimentos em qualquer estagio do processamento.
Assim como as leveduras, 0s bolores podem se estabelecer nas indUstrias processadoras devido
a ma higiene do processo ou a propagacdo de embalagens contaminadas.

As contagens de bactérias mesdfilas variaram de <2,40 a 5,05 log UFC/g e 2,98 a 5,38
log UFC/g para amostras de feiras e supermercados, respectivamente. As agroindustrias
processadoras de folhas de mandioca cozidas possuem deficiéncias em relacdo as Boas Praticas
de Fabricacéo. Este fato pode ser um precedente a contaminagdes, que podem ocorrer de varias
formas, podendo ser uma justificativa as altas contagens de bactérias aerobias mesofilas, sendo
esta hipotese corroborada por Tresseler et al. (2009) que enfatizam que bactérias mesofilas

podem ser introduzidas na area de processamento por varios vetores e podem se estabelecer e
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multiplicar, particularmente em locais da area de processamento que sao de dificil limpeza e
sanitizacdo, tornando-se focos de contaminacao.

Na contagem de bolores e leveduras, os resultados variaram de <2,88 a 7,30 UFC/g e
<2,88 a 6,68 UFC/g para amostras de feiras e supermercado, respectivamente. Abass et al.
(2019) encontraram valores acima de 3 log UFC/g em 90% das amostras de produtos derivados
da mandioca analisados em seu estudo. A alta carga de fungos associada a presenca de
coliformes sugere falta de higiene durante o processamento, possivelmente devido ao uso de
agua com caracteristicas insatisfatorias e utilizacdo de utensilios de processamento mal

higienizados. (Abass et al., 2019).

3.3 Analises fisico-quimicas

Os resultados referentes a caracterizacdo fisico-quimica das folhas de mandiocas
cozidas oriundas de feiras e supermercado estdo apresentados na Tabela 3. Verifica-se que nas
amostras oriundas de feiras, 100% encontraram-se abaixo do minimo preconizado na legislacédo
(Para, 2016) para umidade, lipidios e pH. Em relacdo a cinzas, 80% estdo abaixo do minimo
exigido e para proteinas, 80% encontraram-se acima do maximo permitido.

Em relacdo as amostras de supermercado, 100% encontrou-se dentro da faixa
estabelecida na legislacdo para umidade (Para, 2016). Entretanto, todas as amostras estiveram
abaixo do minimo exigido para cinzas, lipidios e pH. Para proteinas, 60% se encontrou acima
do maximo preconizado para este parametro.

Os valores de umidade encontrados estdo acima dos relatados por diversos autores
qguando analisaram folhas de mandioca in natura (Oni, 2010; Souza et al., 2011; Modesto et
al., 2019), que pode ser fundamentado pelo fato de na regido Norte do Brasil, as folhas de
mandioca serem cozidas com adicdo de &gua e, embora parte da agua seja eliminada por
evaporacdo durante o processo de cocg¢do, no produto final ainda é presente boa parte da agua

utilizada no cozimento.
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Tabela 3. Caracterizacao fisico-quimica das amostras de folhas de mandioca cozidas provenientes de feiras e supermercado da cidade de Belém-

PA
Amostras  Codificacdo Umidade* Cinzas** Proteinas**  Lipidios** Carboidratos** Fibras** ATT*>** pH
Unidades [ 87,67+0,419 5,21+0,12° 28,63+0,52° 9,55+0,24% 51,06+0,66%  16,72+0,18Y 3,88+0,01% 4,46+0,01¢
Artesanais Il 84,72+0,15" 4,30+0,12¢  30,31+0,31%° 8,64+0,45° 51,52+1,24%  1563+0,25¢9 3,85+0,27°¢ 5,08+0,05"
(feiras) " 86,09+0,12¢ 5,85+0,11° 27,12+0,04° 9,21+0,58°® 50,74+1,12%  1596+0,44% 7,98+1,93% 4,21+0,029

\Y, 87,670,509 3,11+0,049 28,69+0,27° 5,9040,12¢°  56,06+0,44°  16,10+0,16% 6,48+0,20®® 4,25+0,01"

\Y} 87,09+0,63% 7,20£0,15° 30,56+0,39% 6,69+0,109  49,37+1,04°  36,75+1,67° 3,07+0,01% 4,55+0,01°

Unidades VI 89,62+0,30® 4,59+0,06% 23,52+0,77¢ 9,48+0,15°  56,62+0,99°  19,32+0,49Y 1,78+0,20° 5,240,023

Agroindustriais VII 90,36+0,45° 3,70+0,02" 31,41b+0,34% 7,56+0,03° 51,17+0,42%  39,55+0,79%° 3,12+0,27% 4,35+0,01°
(supermercado) VI 90,34+0,9° 1,81+0,02' 27,95+0,28° 3,38+0,08"  60,71+0,25%  40,89+2,43% 4,81+0,23° 4,22+0,019
IX 88,90+0,20° 2,72+0,02" 30,59+0,31% 7,12+0,21°®  5352+0,37°  30,98+1,41° 7,97+0,45* 4,29+0,01f

X 91,49+0,30* 5,03+0,09° 27,57+0,31°° 8,62+0,05° 52,66+0,33°  40,55+2,32% 530+0,28"° 4,28+0,01f

PARA, 2016 88 (min)* 6 (min)**  20,47(min)** 18(min)** 5,5 (min)
92 (max)* 8 (max)**  27,75(méax)** 22(max)** - - - 7,0 (Méx)

Resultados expressos por meio da média + desvio padrdo (n = 3). As médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna possuem diferenca significativa (teste de Tukey, p
<0,05); * = resultados expressos em g/100 gbu (base Umida); **= resultados expressos em g/100 gbs (base seca); ***= resultado expresso em mEq NaOH /g; - = sem parametros
estabelecidos no padréo.
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Os resultados de cinzas, proteinas, lipidios, carboidratos e fibras corroboram com dados
de Achidi et al. (2008) quando avaliaram folhas de mandioca cozidas com adicdo de agua que
encontraram valores médios de 5,83; 35,42; 6,57, 32,31 e 18,77 g/100g, respectivamente.

Durante o processo de fervura das folhas de mandioca em dgua podem ocorrer alteragdes
nos teores de cinzas associadas a lixiviacdo de alguns minerais na agua, especialmente quando
0 processamento envolve o descarte de 4gua, como o branqueamento em agua ou imerséo de
um material alimenticio antes de um processamento adicional. O branqueamento em agua pode
aumentar o teor de proteina das folhas de mandioca, podendo também reduzir o contetdo de
cinzas (Achidi et al., 2008). Folhas de mandioca sdo quantitativamente ricas em proteina, porém
sdo deficientes em aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) necessarios para a
desintoxicacdo de cianogénios no corpo humano (Bradbury e Denton, 2014).

E importante ressaltar que os resultados de lipideos obtidos estdo bem abaixo do minimo
requerido pela legislacdo vigente, embora concordem com a literatura. Tal fato pode sinalizar
uma possivel revisdo dos limites exigidos pela legislacéo atual.

O teor de fibras tem uma correlacdo inversa com o teor de proteinas. No periodo em que
as folhas apresentam maiores concentracdes de proteinas, o teor de fibra se apresenta na faixa
de 21,86 a 26,66 g/100 (matéria seca) nas folhas, assim sendo, a maior quantidade de proteinas
em relacdo as fibras totais indica um alto potencial nutricional e tecnolégico (Trombine e
Leonel, 2014).

Em relacdo a ATT, os valores obtidos foram semelhantes aos resultados de Modesto
Junior et al. (2019) (2,22 a 4,90 mEq NaOH 0,1 N/g). A importéncia da diminuicdo da ATT
pode estar relacionada ao controle do crescimento de microrganismos, uma vez que este
parametro é acompanhado por um aumento do pH. A diminui¢do na ATT pode ser explicada

pelas continuas alteracdes metabolicas dos acidos organicos presentes nos vegetais em dioxido
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de carbono e agua. Além disso, a presenca de altos niveis de substancias redutoras, como
taninos e polifenois podem influenciar neste parametro (Ayala-Zavala et al., 2010).

Os valores de pH obtidos estiveram abaixo dos observados por Modesto Junior et al.
(2019) em folhas de mandioca in natura (5,11 a 4,89), atentando para o fato de, segundo o
mesmo autor, altos valores de pH associado a altos valores de umidade, permitem classificar as
folhas de mandioca como mais suscetiveis a deterioracdo se ndo forem armazenados ou

processados adequadamente.

3.4 Verificacdo das etapas de processamento de folhas de mandioca cozidas em feiras e
agroindustrias

Em relacdo a verificacdo das etapas de processamento de folhas de mandioca cozidas
utilizados atualmente em agroindustrias e feiras, observou-se que nas feiras, 0 processo inicia-
se com a recepcao das folhas, que sao adquiridas de duas a trés vezes por semana, armazenadas
em sacos de rafia com capacidade para 30 kg. Posteriormente sdo lavadas por imersdo em
tanque com agua e secas por agitacdo manual, seguindo para etapa de moagem (moedor de
carne industrial).

Em periodos de grande demanda, o cozimento ocorre nas casas dos permissionarios e
em baixa demanda, nas proprias dependéncias das feiras, embora esta Ultima opcdo seja uma
pratica proibida pela Prefeitura Municipal de Belém-PA. Na etapa de cozimento, o periodo
varia de acordo com cada local de venda, sendo relatados periodos de cinco a sete dias. Ap6s
esta etapa, as folhas de mandioca cozidas sdo embaladas ainda quente, porém néo ha o controle
da temperatura. Segundo Abreu e Mattietto (2016), apds o cozimento, observa-se que € pratica
comum realizar a embalagem da maniva ainda quente em sacos plasticos de 1 kg, o que é valido,
desde que o seu resfriamento ocorra da forma mais rapida possivel.

Nas agroindustrias o processamento inicia com a recepcéo das folhas in natura, que séo

acondicionadas em saco de rafia (30 kg), ficando armazenadas na area de recep¢do da matéria-
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prima por até cinco dias. Na area de processamento, as folhas s@o lavadas por imersdo em
tanques com agua e posteriormente secas por agitacdo manual, sendo em seguida moidas
(moedor de carne industrial, semelhantes aos utilizados na mesma etapa em feiras) e
acondicionadas em panelas de aluminio industrial.

Foi verificado a pratica da seguinte sequéncia de etapas: as folhas, apds etapa de retirada
da 4gua excedente, seguem para etapa de cozimento e depois moagem. Este fato ja havia sido
relatado por Abreu e Mattietto (2016), que ha dois modos de producdo de folhas de mandioca
cozidas na regido Norte do Brasil: moagem das folhas antes ou depois do cozimento, sendo a
moagem anterior ao cozimento o0 modo mais utilizado.

Na etapa de cozimento, as folhas sdo cozidas com adicdo de agua, permanecendo em
fervura por um periodo de 48-72 hs, em panelas de aluminio industrial. De acordo com Abreu
e Mattietto (2016), além da questdo de seguranca alimentar, em eliminar todo o cianeto das
folhas, o tempo de cozimento pode ter influéncia também na melhoria dos atributos sensoriais
do produto. Durante o cozimento ocorre a eliminacdo do acido cianidrico presente, devido ser
altamente volatil, e a inativacdo da enzima linamarase a altas temperaturas, o que afeta o
processo de hidrélise da linamarina, responsavel pela liberacdo do principio toxico da mandioca
(Cohen et al., 2007).

Apds o cozimento, o material segue para a etapa de resfriamento, onde o alimento pode
permanecer no recipiente de cocgdo até alcancar temperatura ambiente, ou ser fracionado em
recipientes menores, onde podem permanecer por um periodo de até 48 h. De acordo com Abreu
e Mattietto (2016), ha a tendéncia em deixar as folhas de mandioca cozidas resfriando em
temperatura ambiente. O resfriamento lento possibilita a germinacdo de esporos de
microorganismos que ndo foram inativados durante o cozimento, podendo causar alteragdes

neste produto.
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Ap0s alcancar temperatura ambiente, o produto segue para embalagem, que sdo de
material plastico com capacidade para 1kg, sendo em seguida acondicionadas em embalagens
maiores, com capacidade para 30 kg e acondicionadas a temperatura ambiente até que os

mesmos sejam transportados aos locais de comercializacao.

3.5 Avaliacéo das Boas Praticas de Fabricacéo (BPF)

As percentagens de conformidades (C) e ndo conformidades (NC) referentes a aplicacao
da LVBPF nas agroindustrias processadoras de folhas de mandioca cozidas A e B esta
apresentado na Figura 1. Ambas foram classificadas como de risco alto, apresentando
percentual geral de 30,91% (agroindustria A) e 23,64%, (agroindustria B). Séo escassas as BPF
para a producdo de mandioca e derivados no estado do Para-Brasil, fato constatado em inspecédo
conjunta feita pelo Ministério Publico Estadual (MPE) e Agéncia de Defesa Agropecuaria do

Par4 (ADEPARA) em diversas agroindustrias (Jusbrasil, 2012).
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I: Avaliagdo geral; I1: Edificaco e instalagdes; I11: Equipamentos, moveis e utensilios; IV: Vestuério; V: Produgéo
e transporte do alimento; VI: Documentagéo.

Figura 1. Percentagens médias da avaliagdo geral, conformidades (C) e ndo conformidades
obtidas em vistorias realizadas nas agroindustrias A e B processadoras de folhas de mandioca

cozidas.
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Em relacdo a agroindustria A, para o bloco 1 (edificacdo e instalacGes), dentre as
conformidades avaliadas destacam-se a presenca de vias de acesso interno pavimentadas, pisos,
paredes e teto em bom estado de conservacao e de material de facil higienizacao e presenca de
protecdo contra insetos e pragas nas janelas e para agroindustria B observou-se a presenca de
teto de facil higienizacdo e em bom estado de conservacgédo. O percentual de NC no bloco 1 para
a agroindustria A deveu-se entre outros fatores a inexisténcia de cantos abaulados nas paredes
e teto e para agroindudstria B em grande parte foram atribuidas as condic@es insatisfatdrias no
subitem de instalacGes sanitarias.

Os derivados da mandioca em sua grande maioria sdo fabricados por agroindustrias
familiares e devido a isso deixa-se a desejar em relacdo a infraestrutura das instalacdes, o que
pode vir a comprometer a qualidade do alimento produzido, ja que tais condic@es dificultam a
implantacdo das BPF (Scarpin, 2011).

Para o bloco 2 (equipamentos, moveis e utensilios) o percentual de C na agroindustria
A foi atribuido a fatores como a existéncia de local apropriado para acondicionamento dos
utensilios. Para a agroindustria B, o bloco 2 foi o de maior percentual de conformidades dentre
0s blocos avaliados neste local, ressaltando-se a presenca de moveis e utensilios em nimero e
em estado adequado que permitem facil higienizacdo. O percentual de NC do bloco 2 para a
agroindustria A foi atribuido aos itens relacionados aos utensilios utilizados (material
inapropriado, superficies danificadas, inadequado estado de conservacdo e desenhos que
dificultam a higienizacdo adequada). Tanto a industria A como B se mostraram deficientes no
que diz respeito ao controle padronizado na frequéncia de higienizacdo de equipamentos,
moveis e utensilios.

Segundo dados estatisticos da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), mais de 65% dos

casos relatados de doencas de origem alimentar transcorrem do descuido higiénico-sanitario de
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manipuladores, das préaticas inadequadas de processamento e da falta de higiene da estrutura
fisica, utensilios e equipamentos (Who, 2015).

O bloco 3 (vestuario) foi o que obteve o maior percentual de C na agroindustria A, onde
verificou-se a utilizacdo de uniformes de cor clara, em estado adequado de conservacéo e a
existéncia de capacitacdo em Boas Praticas de Manipulacao por parte dos manipuladores, com
registros das capacitacdes. Na agroindustria B também foi verificado o uso de uniformes de cor
clara e em bom estado de conservacdo. O percentual de NC neste bloco tanto para a
agroindustria A como B ocorreu devido a observacdo do uso de brincos e anéis pelos
manipuladores e auséncia de cartazes na area de producdo orientando-os sobre a correta
higienizacdo das maos. Os manipuladores podem apresentar atitude inadequada durante a
manipulacdo de alimentos, como conversar durante a realizacdo das tarefas e ndo realizar uma
limpeza cuidadosa das méos o que pode ser considerada uma medida de simples execucao e
que pode minimizar o risco de contaminacao (Leite et al., 2013).

Para o bloco 4 (producédo e transporte do alimento), para o percentual de C foi verificado
em ambas a presenca de local isolado da area de processamento para a recep¢do da matéria-
prima e de rotulo do produto de acordo com a legislacdo vigente. O percentual de NC, tanto
para agroinddstria A como B foi atribuido em grande parte pela falta de controle do
armazenamento na recepcao da matéria-prima, auséncia de controle de temperatura na area que
exige controle térmico (&rea de cozimento) e auséncia de isolamento da “area Suja” na area de
processamento. Este fato ja havia sido relatado por Dias et al., (2012) ao observar que no item
de controle de matéria-prima as industrias diagnosticadas produziam além da sua capacidade,
0 que ocasiona problemas principalmente no subitem de armazenamento da matéria-prima, na
organizacdo da area de recepcao e no fluxo de produgéo.

O bloco 5 (documentacao) foi considerado o bloco de avaliacdo mais insatisfatoria em

para as duas agroindustrias, em que as mesmas apresentaram 100% de NC. Isso deve-se ao fato
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das mesmas nao possuirem Manual de Boas Praticas de Manipulacdo (MBPF), Procedimentos
Operacionais Padronizados (POP’s) ou quaisquer registros da realizagdo das atividades
realizadas. A auséncia de documentacdo € uma das irregularidades mais comuns relatadas em
auditorias de BPF, entre as diversas industrias de alimentos (Costa et al., 2010; Guido et al.,

2010; Dias et al., 2012).

4 Concluséo

As amostras analisadas apresentaram teores de cianeto livre acima do preconizado pela
legislacdo vigente, entretanto ndo oferecem riscos aos consumidores em relacdo a qualidade
microbioldgica, visto que ndo foi detectada a presenca de microrganismos patogénicos. A
presenca de coliformes, altas contagens de bactérias e bolores e leveduras evidenciam
recontaminacdo do produto. Foram obtidas diferencas significativas em relacdo a qualidade
fisico-quimica que podem estar relacionadas a variagdes decorrentes de fatores como
variedades e idade da planta. Em relacdo as BPF, as agroindustrias foram avaliadas como de
alto risco segundo a legislacao vigente. Existe atualmente um trabalho conjunto entre os 6rgaos
de fiscalizacdo estaduais e as agroindustrias processadoras de subprodutos de mandioca para

adequacao dos locais de processamento, em especial ao que tange as BPF.
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ESTUDO DE DETOXIFICACAO DE FOLHAS DE MANDIOCA PARA

ALIMENTACAO HUMANA
Capitulo em formato de artigo submetido a revista cientifica

Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar um processo de detoxificacdo de folhas de mandioca
(ensaio de repouso), avaliando sua influéncia na reducdo do teor de cianeto total, quando
incluida nos processos utilizados na regido Norte do Brasil. Realizou-se quatro coletas de folhas
de mandioca, duas para realizacdo do ensaio de repouso e duas para reproducéo dos processos
em escala laboratorial. Para o0 ensaio de repouso, as folhas moidas foram deixadas em repouso
sem e com adicdo de dgua nos tempos de 1,5; 3; 4,5; 6 e 24h. Foram reproduzidos em escala
laboratorial dois processos utilizados em feiras e agroindustrias (1 e 2) e dois considerando 0s
ensaios de repouso que apresentaram maior eliminag&o de compostos cianogénicos (3 e 4). Na
matéria prima in natura, apds moagem e nos produtos de cada ensaio, foram realizadas analises
de umidade, pH, compostos cianogénicos e microbioldgicas. Houve diferenca significativa
entre o pH das folhas in natura e o tempo de repouso de 24 h. Os ensaios de repouso de 6h com
e sem agua, mostraram maior eliminacdo de compostos cianogénicos, por isso foram utilizados
no processamento em escala laboratorial. Ndo houve diferenca significativa do pH das folhas
in natura comparado aos produtos dos processos e nem entre 0s produtos 1, 3 e 4, em relacéo
aos compostos cianogénicos e parametros microbioldgicos. O produto 2 apresentou maiores
teores de compostos cianogénicos e contagem microbiol6gica, diferindo, significativamente,
dos outros produtos. Os ensaios de repouso contribuiram na eliminacédo de parte dos compostos
cianogénicos e 0 cozimento anterior a moagem se mostrou insatisfatério em relagdo aos
parametros cianogénicos e microbioldgicos.

Palavras-chave: subproduto de mandioca, eliminagdo de compostos cianogénicos, reducéo de
toxicidade.

1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é a quinta cultura mais importante do mundo,
alcancando producdo mundial de, aproximadamente, 285 milhGes de toneladas por ano
(FAOSTAT, 2017). No Brasil, a estimativa para producdo de mandioca, em 2019, sera de 20
milhdes de toneladas, com destaque para a regido Norte do pais, onde a principal utilizacdo é
na producdo de farinha de mandioca (IBGE, 2019).

As folhas de mandioca formam uma parte importante da dieta em alguns paises, como

por exemplo na Africa, onde sdo consumidas como fonte de alimento, principalmente devido
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aos aspectos nutricionais e baixo valor comercial. No Brasil, o consumo, humano, se da
principalmente na regido Norte, onde sdo amplamente comercializadas e utilizadas como
componente principal no preparo de um prato tipico chamado ‘manigoba’ (Costa et al., 2016;
Modesto Junior, Chisté e Pena, 2019).

Embora sejam fontes de nutrientes, as folhas de mandioca apresentam grandes
quantidades de glicosideos cianogénicos (GCs) como a linamarina e uma pequena gquantidade
de lotaustralina, que s@o decompostos pela enzima linamarase presente nas folhas produzindo
cianidrinas que sdo ainda decompostas por outra enzima, hidroxinitrila liase, para formar
cianeto de hidrogénio (HCN) e uma cetona (Bradbury e Denton, 2011).

A presenca destes compostos toxicos na mandioca e em seus derivados tem sido motivo
de preocupacao devido aos seus possiveis efeitos na saide. As principais doencas associadas a
dietas ricas em compostos cianogénicos incluem: o bdcio, o hipertireoidismo, resultante do
tiocianato no metabolismo do iodo; a neuropatia ataxica tropical, uma desordem neuroldgica; e
0 konzo, uma paralisia instantanea e permanente que pode levar ao 6bito, muito frequente na
Africa (Adamolekun, 2010; Banea et al., 2013).

O processamento tem sido reconhecido como a maneira mais eficiente de controlar os
teores de ciandgenos (linamarina, acetona cianidrina e HCN) presentes em cultivares de
mandioca, até o alcance de niveis seguros para consumo (Nanbisan, 2011). As principais
técnicas de processamento industrial utilizadas na diminui¢do do principio téxico da mandioca
envolvem processos como maceragdo, coccdo, secagem, torracdo e fermentacdo; ou a
combinacdo desses processos. Aparentemente, a maioria destes métodos sdo eficazes na
reducdo do teor de HCN, porém é comum encontrar teores residuais destes compostos, capazes
de produzir sintomas de intoxicagdo (Nambisan, 2011; Bradbury e Denton 2014; Modesto

Junior, Chisté e Pena, 2019).



64

O tempo de cocgédo adotado por beneficiadores das folhas na regido Norte do Brasil é
normalmente superior a 50 h (Para, 2016), com elevado consumo energético. Alteracdes de
processo que possibilitem a reducdo destes tempos de forma segura trariam ganhos, tanto
econdémicos como ambientais, para esta cadeia produtiva. Em vista disto, o objetivo deste
trabalho foi realizar o estudo de um processo de detoxificacdo de folhas de mandioca moidas,
por meio de um ensaio de repouso, avaliando sua influéncia na reducédo do teor de cianeto total,
quando incluida nos processos utilizados na regido Norte do Brasil, para obtencédo de folhas de
mandioca cozidas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material
2.1.1 Coleta de amostras

Foram realizadas quatro coletas de folhas de mandioca na Col6nia Montenegro
localizada no municipio de Santa Luzia do Para-PA-BR (Cadastro CISGEN n°® A0A7494). Por
coleta, foram adquiridos 5 kg de folha de mandioca sem peciolo, das variedades denominadas
de “Bujaru” e “Seis meses”, ambas com cerca de 12 meses de plantio. A coleta ocorreu pela
parte da tarde, e as folhas foram acondicionadas em dois sacos de polietileno com perfuragdes,
com capacidade de 2,5 kg, pernoitando ao sereno e ao amanhecer foram encaminhadas ao
laboratdrio para realizacdo dos ensaios.

2.2 Métodos

Foram realizados experimentos de detoxificacdo das folhas de mandioca moidas (ensaio
de repouso) e de reproducédo dos processos de producdo de folhas de mandioca cozidas em
escala laboratorial. Nas folhas de mandioca in natura, folhas moidas e produtos de cada
processo, foram realizadas as anélises de pH, teor de compostos cianogénicos e analises

microbiologicas.



65

2.2.1 Estudo do processo de detoxificacdo de folhas de mandioca - ensaio de repouso a 30+1°C
Foram realizados quatro ensaios de repouso a 30£1°C de folhas de mandioca moidas,

onde dois foram sem adi¢é@o de 4gua e dois com agua (Figura 1).

FOLHAS DE MANDIOCA INNATURA

LAVAGEM DAS FOLHAS

RETIRADA DO EXCESSO DE AGUA

MOAGEM DAS FOLHAS
DISTRIBUICAO DAS FOLHAS MOIDAS NOS
ENSAIOS DE REPOUSO A 3021°¢
v v
ENSAIOS DE REPOUSO (30£1°C) ENSAIOS DE REPOUSO (30£1°C)

Sem adicio de agua Com adicao de 200 ml de agua

Figura 1. Fluxograma das etapas dos ensaios de repouso para folhas de mandioca moidas sem
e com adicdo de agua.

Inicialmente nas folhas de mandioca in natura foram realizadas analises de pH de
acordo com AOAC (2007) e teor de compostos cianogénicos (cianeto total, cianeto néo
glicosidico e cianeto livre) segundo Essers (1993). Aproximadamente 2 kg de folhas de
mandioca foram lavadas por imersdo em tanque com agua filtrada, em seguida, por agitacdo
manual, foi retirado o excesso de &gua, e posteriormente moidas (moedor industrial modelo
PB10TI - Beccaro).

Os ensaios de repouso a 30°C sem e com adicao de agua foram realizados nos intervalos
de tempo de: 1,5; 3,0; 4,5; 6,0 e 24 h. Os tempos selecionados foram escolhidos através de
testes preliminares (dados ndo mostrados). Aliquotas de 200g de folhas moidas foram
distribuidas em beckers de vidro de 1000 mL mantidos em banho de &gua, a temperatura de

30£1°C, temperatura 6tima de acdo da enzima linamarase (Nambisan, 2011). Para o ensaio com
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agua, as folhas moidas foram acrescidas de agua destilada a temperatura ambiente na proporcao
(1:2).
2.2.2 Reproducdo em escala laboratorial dos processos de producéo de folhas de mandioca
cozidas

Foram reproduzidos, em escala laboratorial, quatro processos de producao de folhas de

mandioca cozidas (Figura 2).

| FOLHAS DE MANDIOCA IV NATURA |

| LAVAGEM DAS FOLHAS |

|| RETIRADA DO EXCESS0 DE ACTA |

r

| MOAGEM | COZIMENTO | MOAGEM | | MOAGEM |
J =T 1} U
COZIMENTO 11{%31.1 ENSAIO DE REPOUSO ENSAIO DE REPOUSO
(Eoulicio por 1 b | : | A 30l ];:Esféﬁmglﬂ A 30&1;& ::&g.é i.DI!;.lﬂ
SFRI by SFEI iy
Rﬁ! ,=C*;'Ei;f - Rj;! _=;;'n£fi;f @ COZIMENTO COZIMENTO
A ' ) 1 P .=
D @ (Ebulicdo por 1 b} (Ebulicao por 1 b)
FRODUTO 1 FROD J\} iL
| | | UT0? | RESFRIAMENTO RESFRIAMENTO
J— e [ (a27°C por 1h) {227°C par 1h)
':..f" CESS01 "‘-:I ,:::’ FROCESS0 2 ‘::: @
_ | FRODUTO 3 | | FRODUTO 4
" PROCESSO3 ™ " PROCESSO4 %

- - . J—

_______ TEmEs e m——aEm

Figura 2. Fluxograma das etapas dos processos de producdo de folhas de mandioca cozidas

reproduzidos em escala laboratorial

Com base na literatura (Abreu e Mattietto, 2016; Para, 2016), foram executados, em
escala laboratorial, os principais processos de producdo de folhas de mandioca cozidas
utilizados na regido Norte do Brasil (processos 1 e 2). Os processos 3 e 4 foram realizados

considerando a inser¢do dos ensaios de repouso sem e com agua que apresentaram maiores
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percentuais de eliminacdo de compostos cianogénicos (6 h de repouso). Os ensaios foram
realizados em duplicata.

As folhas in natura foram lavadas por imersdo em tanque com agua, em seguida, por
meio de agitacdo manual, foi retirado o excesso de agua. Em panelas de aco inoxidavel, de
iguais dimensdes e capacidade de 3 L, foram adicionadas aliquotas de: 200 g de folhas in natura
moidas (processo 1); 200 g de folhas in natura inteiras (processo 2); 200 g de folhas in natura
moidas apos ensaio de repouso sem adicdo de agua (processo 3) e 200 g de folhas in natura
moidas acrescidas de 200 mL de &gua destilada ap6s ensaio de repouso com adi¢do de agua
(processo 4). Posteriormente, em todos os processos, foi adicionada agua destilada a
temperatura ambiente na propor¢do 1.5 e encaminhados a etapa de cozimento (ebulicdo em
fogao doméstico por 1h).

Apbs a realizacdo da moagem das folhas para os processos 1, 3 e 4, o moedor industrial
foi desmontado e suas pecas lavadas de forma manual, seguindo as mesmas etapas de lavagem
realizadas nas agroindustrias, com agua corrente e detergente neutro e, apos a retirada do
excesso de agua, foi montado novamente para continuidade do processo 2.

Para o processo 2, ap6s fervura, as folhas inteiras cozidas foram moidas (moedor
industrial modelo PB10TI - Beccaro) e em seguida resfriadas a, aproximadamente, 27°C por
1h. Os demais processos (1, 3 e 4) foram resfriados logo apos a etapa de cozimento para

realizacdo de analises.

2.2.3 pH

Por leitura direta em potenciometro (Tecnal, TEC-51, Brasil) segundo AOAC (2007).

2.2.4 Teores de compostos cianogénicos
Os teores de cianeto total (CT), ndo glicosidico (CNG) e livre (CL) foram determinados

segundo metodologia proposta por Essers et al. (1993), com adaptacdes, na qual, apds a



68

extracdo dos compostos cianogénicos procede-se uma reacdo colorimétrica utilizando
cloramina T, isonicotinato e 1,3- dimetilbarbiturato, seguida de leitura espectrofotométrica a
605 nm. A enzima linamarase foi obtida e purificada de acordo com a metodologia proposta
por Cooke (1979).

Para extracdo dos compostos cianogénicos, 20 g de folhas de mandioca cozidas foram
homogeneizadas em processador (Philips Walita Viva Collection RI7762), com 200 mL de
solucéo alcodlica de acido ortofosforico 0,1M (adicionada de cloreto de s6dio). Posteriormente,
a solucéo foi centrifugada (centrifuga Excelsa baby Fanem, modelo 1 206-BL, USA) a 5000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante armazenado em frascos plasticos a -18°C. Para andlise,
0s extratos das amostras foram dispostos em tubos de ensaio, em triplicata, e preparados de
forma distinta, antes da reacdo colorimétrica, conforme descrito a seguir.

Para determinacdo de CT, 0,1 mL de extrato foi adicionado em tubo de ensaio contendo
0,4 mL de tampdo pH 7,0, seguido da adicdo de 0,1 mL de enzima pré-purificada. Apds
incubacdo a 30+1°C em banho de &gua, por 15 minutos, foi adicionado 0,6 mL de solucéo de
NaOH 0,2 M, e ap6s 5 minutos, foi adicionado 2,8 mL de tampé&o pH 6, seguindo-se para a
reacao colorimétrica. Parao CNG, 0,1 mL de extrato foi adicionado em tubo de ensaio contendo
0,6 mL de tampéo pH 6,0. Em seguida, foi acrescido 0,6 mL de solucdo de NaOH 0,2 M, é apds
5 minutos foi adicionado 2,9 mL de tampédo pH 6,0, seguindo-se para a reacao colorimétrica.
Enquanto para anélise de CL, 0,1 mL de extrato foram diluidos em 3,9 mL de tampéo pH 6,
antes da reacdo colorimétrica.

Para a reacdo colorimétrica, em cada um dos tubos preparados, adicionou-se 0,1 mL de
solugdo de cloramina T 1%, e ap06s cinco minutos, foi adicionado 0,6 mL de solucdo de
isonicotinato/dimetilbarbiturato. Apos 10 minutos de reagdo, o complexo colorido formado foi

lido em espectrofotébmetro (Thermo Scientific, Evolution 60, Massachusetts) a 605 nm.
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Os conteudos de CT, CNG e CL foram quantificados atraves de curva analitica de sete
pontos (0,5-20,00 pg HCN/mL), com R?> 0,99, em triplicata e os resultados expresso em mg

HCN/Kg.

2.2.5 Analises microbioldgicas

Foram realizadas a pesquisa de Salmonella spp e contagens de estafilococos coagulase
positiva, Bacillus cereus e coliformes a 45°C, conforme preconiza a Instru¢cdo Normativa da
Ageéncia de Defesa Agropecuéria do Estado do Para — ADEPARA, N° 1 de 06/05/2016, que
estabelece Padrdo de ldentidade e Qualidade da folha de mandioca cozida para producdo e
comercializacdo no Estado do Para (Para, 2016). Também foi realizada a contagem de bactérias
aerobias mesofilos e bolores e leveduras. A metodologia analitica utilizada encontra-se descrita
no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (Salfinger &

Tortorello, 2015) e todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.3 Andlise estatistica

Os resultados das anélises de pH, teores de compostos cianogénicos e microbioldgicas
(expressos na base log) foram expressos por meio de médiatdesvio padrdo. As médias foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste complementar de diferenca (Teste de
Tukey, p <0,05) para comparacao de médias, utilizando o aplicativo Statistica® Kernel Release
7.1.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estudo do processo de detoxificacao de folhas de mandioca - ensaio de repouso a 30£1°C
3.1.1. pH

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados de pH referentes as folhas de mandioca in
natura, ap6s moagem e produtos dos ensaios de repouso a 30+1°C das folhas moidas sem e

com adicdo de agua.
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Tabela 1. Valores de pH de folhas de mandioca in natura, apds moagem e durante ensaios de

repouso a 30+1°C sem e com adicdo de agua.

Ensaios de repouso ~ Sem agua Com agua
Folha in natura 6,00+0,13"%  5,73+0,4252
Apds moagem (Oh)  5,90+0,17A°  5,71+0,4482
1,5h 5,88+0,16"°  5,66+0,4785°

3,0h 5,86+0,18"° 5,660,485

4,5h 5,82+0,20%  5,64+0,525"

6,0h 5,81+0,22A9 5 59+0,585¢

24h 4,93+0,34"¢  4,69+0,21B1

Resultados expressos por meio de média + desvio padrdo (n = 2). Médias seguidas de letras mindsculas diferentes
na mesma coluna possuem diferenga significativa (Tukey, p < 0,05); Médias seguidas de letras maitsculas
diferentes na mesma linha possuem diferenca significativa (Tukey, p < 0,05).

Os valores de pH para folha in natura referentes aos ensaios sem e com adi¢éo estdo
préximos aos valores reportados por Modesto Junior, Chisté e Pena (2019) para folhas de
mandioca de diferentes variedades (5,11-5,89). Pestana e Castro (2015) atribuem as diferentes
caracteristicas fisico-quimicas de folhas de mandioca a fatores como a proporcao entre hastes
e folhas, variedade utilizada, época de colheita, manejo adotado, fertilidade do solo e condi¢des
climaticas.

Para os ensaios sem adicdo de agua, houve diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s
valores de pH da folha in natura e apds a moagem, havendo diferenca também entre os tempos
3,0 e 4,5 h. Em relacdo aos ensaios com adi¢do de 4gua, ndo houve diferenca significativa entre
os resultados referente a folha in natura em relacdo a apds a moagem, ndo havendo diferenca
também do tempo 1,5 até o tempo 4,5h.

Tanto para os ensaios sem e com adigdo de agua, observou-se decréscimo significativo
(p <0,05) do pH do tempo 6,0 h em relagéo a 24 h de repouso, indicando um provavel estado
de fermentacéo das folhas. A fermentacéo reduz o pH e, assim, protege os produtos contra o
desenvolvimento de microrganismos (Nicolau, 2016). A diminui¢cdo do pH nos ensaios de

repouso apds 24 h é considerada prejudicial ao processo de detoxificagdo, isto porque a
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conversdo de cianidrina em cianeto livre ¢ dificultada em valores de pH entre 4-5 devido a

estabilidade da cianidrina em baixo pH (Kalenga Saka e Nyrenda, 2012).

3.1.2 Teores de compostos cianogénicos

Os resultados de compostos cianogénicos CT, CNG e CL referentes aos ensaios de
repouso sem e com adicdo de dgua estdo apresentados na Tabela 2. A folha in natura apresentou
valor médio de CT de 490 mg HCN/ kg. Este valor esta acima dos encontrados por Wobeto et
al. (2004) (107,53 mg HCN/ kg) e Modesto Junior, Chisté e Pena (2019) (220,78 mg HCN/ kg),
para diferentes variedades de folhas de mandioca.

Diferentes conteudos de GCs nas folhas de mandioca in natura s&o atribuidas as
diferentes concentracdes dos mesmos, que ocorre devido as diferencgas genéticas, fisiologicas e
ambientais, além da idade da planta e condi¢des nutricionais (disponibilidade no solo de
nutrientes como nitrogénio e fosfato) (Silva et al., 2004; Valle et al., 2004; Cardoso Junior et
al., 2005; Mezette et al., 2009).

Foi observado em todos os ensaios redugdo significativa (p<0,05) nos teores de CT das
folhas in natura, ap6s moagem e ao longo dos tempos de repouso. Tanto para 0s ensaios sem e
com adicdo de agua, é possivel verificar alta reducéo de CT da folha in natura, ap6s a moagem
e com 1,5 h de repouso, indicando que nestes periodos ocorreu intensa hidrélise dos GCs e
formacdo de HCN.

De acordo com Gleadow & Moller (2014), os GCs e suas enzimas catabdlicas
especificas estdo armazenadas em compartimentos celulares distintos da planta da mandioca.
A linamarina localiza-se nos vactolos celulares, enquanto que a enzima [-glicosidase
(linamarase) encontra-se associada a parede celular. Assim, no tempo zero (etapa de moagem,
onde ocorreu ruptura dos tecidos vegetais) ocorre a exposi¢do do substrato — linamarina — a
enzima linamarase, representando um papel importante na cianogénese. A retencdo do material

por um determinado tempo também pode estar promovendo positivamente a reacao.
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Tabela 2. Cianeto total (CT), ndo glicosidico (CNG) e livre (CL) de folhas de mandioca moidas durante ensaios de repouso a 30£1°C sem e com

adicdo de agua.

CT (mg HCN/kg) CNG (mg HCN/kg) CL (mg HCN/kg)
Ensaios de repouso Sem agua Com agua Sem agua Com agua Sem agua Com agua

Folha in natura 489,49+94,15" 489,49+94,15" 2,0420,50%9 2,04+0,50%9 12,78+4,23A9 12,78+4,23A9
Ap6s a moagem (Oh)  242,85+13,874° 210,45+35,458° 322,72+8,77°%  248,27+27,73%8  233,27+30,38"%  124,96+37,0252

1,5h 151,51+23,458¢ 186,18+7,93*° 169,25+26,708°  229,06+7,26"°  95,02+30,96"° 91,76+8,025P

3,0h 133,05+11,148 149,96+31,697¢ 156,59+15,785¢ 22522414, 21°°  72,38+0,745¢ 80,04+1,23A¢

4,5h 130,98+8,958¢ 144,33+27,87/¢ 152,85+16,048¢  208,71+8,89"  60,69+11,438¢ 71,42+0,79A¢

6h 122,87+10,03Af 120,06+42,515f 146,25+9,158¢ 205,29+9,99%¢ 55 69+11,488¢ 68,35+0,22"¢

24h 114,57+7,3179 86,71+2,5859 140,43+11,548"  176,88+22,88%"  14,92+6,205f 39,97+1,00°

Resultados expressos por meio de média * desvio padrdo (n=2). Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna possuem diferenca significativa (Tukey, p
<0,05); médias seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma linha, entre sem e com agua para 0 mesmo composto cianogénico, possuem diferenca significativa (Tukey,
p < 0,05); CT= cianeto total; CNG= cianeto ndo glicosidico; CL= cianeto livre.
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Modesto Junior, Chisté & Pena (2019) encontraram em folha de mandioca moida,
aquecida a 40°C por 3h, 366 mg HCN/kg de CT, estando acima do resultado obtido neste
estudo, para 0 mesmo tempo, de 133 mg HCN/ kg, que pode estar relacionado a temperatura
6tima da enzima linamarase, que ¢ > 30°C, ou ao tipo de moagem, sendo esta considerada
também como um fator diferencial a diminuicdo dos teor de compostos cianogénicos nos
ensaios, uma vez que a forma de cominuicdo pode justificar resultados menores que os da
literatura. Uma vez favorecida sua atividade, havera um aumento da hidrolise dos GCs e,
consequentemente maior volatilizacdo do cianeto livre, ocasionando menores valores CT.

Em ambos ensaios, € possivel verificar um decréscimo nos teores de CT ao longo dos
tempos de repouso, sendo essa reducdo mais acentuada no repouso com adicdo de agua
(diminuicdo média de 82,29%) em relacdo ao repouso sem adicdo (diminuicdo média de
74,89%). Tal fato pode ser devido a conversdo de linamarina a HCN, uma vez que as folhas de
mandioca foram moidas e adicionadas em meio aquoso, facilitando a clivagem da linamarina
em cianidrina, que posteriormente € hidrolisada em HCN (Nambisan, 2011).

Em relag¢do a dosagem de CNG, foi observada uma variagao significativa (p<0,05) nos
teores de CNG das folhas in natura, ap6s a moagem e ao longo dos tempos de repouso entre
ensaios com e sem adicao de agua, com valores ligeiramente maiores que os de CT. Essers et
al., (1993) relataram que este fato pode ser causado pela combinacdo de uma boa parte da
concentracdo de glicosideos ndo cianogénicos estar na forma de HCN e sua subsequente fuga
durante a homogeneizacdo no ensaio enzimatico (CT), ja que o sistema ndo é totalmente
isolado. Por isso outra denominagédo para CT também € cianeto potencial.

Ocorreu maior hidrdlise de GCs e formagdo de CNG apos a moagem e 1,5 h para o
experimento sem adicdo de agua. Tal comportamento é observado devido a conversdo da
linamarina em cianidrina (Nambisan, 1994). Para o ensaio com adi¢cdo de agua, houve

decréscimo apds a moagem, com maior conversao no periodo até 1,5 h, demonstrando que esse
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é o0 periodo de maior conversao de cianidrinas em acido cianidrico. O expressivo aumento nos
niveis de cianidrina no tempo zero indica que a hidrélise de linamarina a cianidrina ocorreu de
forma réapida e constante devido ao processo de moagem (Nambisan, 1994; Kalenga Saka &
Nyrenda, 2012).

Houve uma maior reducédo no teor de CNG nos ensaios com agua (56,49%) em relacéo
ao repouso sem adicdo de agua (28,75%), entretanto, para ambos ensaios, de modo geral, foi
possivel verificar um alto teor final de CNG, sendo maior no repouso com agua. De acordo com
Kalenga Saka & Nyrenda (2012), a conversdo de cianidrina em cianeto livre é dificultada em
valores de pH proximos de 4-5 devido a estabilidade da cianidrina em baixo pH. Esse fenémeno
pode justificar o acimulo de cianidrinas observadas nos tempos de 24 h para ambos ensaios,
que obtiveram pH médio de 4,93 e 4,69 sem e com adicdo de &gua, respectivamente. Tais
resultados corroboram com relatos de Cooke (1978), que demonstrou que em pH entre 4 e 5, a
temperatura de 30°C por 2h, menos de 10% de cianidrina é convertida em HCN. Desse modo,
torna-se inadequada a utilizacdo do tempo de 24 h para detoxificacdo das folhas moidas.

Em geral, existem poucas informagfes na literatura sobre dosagens de CNG em
mandioca e seus derivados, porém o CNG é tdo relevante quanto o CT e CL, pois é a forma de
cianeto que se apresenta em maiores quantidades residuais nos produtos de modo geral.
Amorim et al., (2006) salienta que as cianidrinas quando ingeridas se decompdem no nivel de
pH alcalino no intestino delgado para produzir uma quantidade molar equivalente a de cianeto.

Em relacdo ao CL, assim como ocorreu para 0 CNG, observou-se a formacgdo de HCN
livre durante a moagem das folhas in natura nos ensaios sem e com agua. E apds a moagem,
para ambos 0s ensaios, 0s teores de CL reduziram significativamente durante os tempos de
repouso, destacando-se as maiores reducdes no tempo de 1,5h.

A rapida formacéo de HCN esta relacionada a atividade de linamarase e hidroxinitrila

liase em folhas de mandioca, causando uma acelerada converséo de linamarina para liberar o
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HCN, que € eliminado rapidamente, uma vez que € volatil. Baixos niveis de linamarase e
atividade insignificante de hidroxinitrila liase em tubérculos resulta na eliminacdo mais lenta
da linamarina e no acimulo de HCN (Nambisan, 2011).

Modesto Junior, Chisté & Pena (2019) encontraram valor médio de CL em folhas de
mandioca in natura de 6,71 mg HCN/ kg estando abaixo do valor médio encontrado neste estudo
(12 mg HCN/ kg). O CL é produto final da hidrolise da linamarina e seus teores, assim como
dos demais compostos cianogénicos (GCS e cianidrinas) estdo relacionados a quantidade de
compostos cianogénicos na materia-prima, modo de colheita, condi¢bes de processamento e
armazenamento das folhas e atividade da enzimatica (linamarase) (Chisté, Cohen; Oliveira,
2007).

Os conteldos finais de CL ap6s 24 horas de repouso foram de 14 e 39 mg HCN/ kg para
0S ensaios sem e com agua, respectivamente. Contudo, em estudo com folhas de mandioca
moidas e aquecidas a 40°C, em agua, por 3 h foi encontrado valor de CL de 11,97 mg HCN/kg
(Modesto Junior, Chisté e Pena, 2019), abaixo dos valores encontrados neste estudo para o
mesmo tempo (72 mg HCN/kg). A elevacdo na temperatura afeta significativamente o teor de
cianeto livre, justificado pela sua maior volatilizagéo.

A maior eliminacdo de CL no experimento sem adicao de agua (93,60%) em relacdo ao
repouso com adicdo de agua (68,01%), pode ser atribuida a solubilizacdo do HCN no meio
aquoso, diminuindo a sua perda por volatilizagdo. Nambisan (2011) ressalta que pode ocorrer
a presenca de GCs altamente solUveis e seus produtos hidroliticos lixiviados em &gua ou
hidrélise do GCs, formacgdo de cianidrina até a liberacdo de HCN, que é volatilizado e,
subsequentemente perdido.

De uma maneira geral, observou-se que a etapa de moagem catalisa a hidrolise da
linamarina a CNG e CL, reduzindo em mais de 50% o contetdo de CT das folhas in natura. O

repouso das folhas moidas promoveu uma reducéo significativa dos teores de CT a partir de 1,5
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h apresentando comportamento quase constante até seis horas de repouso, que pode ser
considerado um tempo limite desta etapa de processo, tendo em vista a evidéncia de
fermentacdo com reducéo do pH apos 24 h. Ambos os ensaios, com ou sem adi¢cdo de agua,
demostraram reducdo significativa dos teores de cianeto total (Tabela 2), podendo ser adotados

de acordo com a praticidade e caracteristica de cada unidade de processamento.

3.2. Reproducé@o em escala laboratorial dos processos de producédo de folhas de mandioca

cozidas

3.2.1 pH e teores de compostos cianogénicos

Com base nos resultados de ensaio de repouso foram escolhidos para reproducdo em
escala laboratorial, os ensaios de repouso de 6 h sem e com adi¢do de agua (processos 3 e 4,
respectivamente).

Os resultados da analise de pH e os teores de CT, CNG e CL nas folhas in natura, apos
moagem e dos produtos provenientes de cada processo estdo apresentados na Tabela 3.
Tabela 3. Anélises de pH, cianeto total (CT), cianeto ndo glicosidico (CNG) e cianeto livre
(CL) de folhas de mandioca in natura, ap6s moagem e dos produtos provenientes dos processos

em escala laboratorial.

Ensaios pH CT (mg HCN/kg) CNG (mg HCN/kg) CL (mg HCN/kg)
Folha in natura 5,95+0,04% 558,134+184,22"% 2 4340,24"¢ 6,56+3,13%®
Apb6s moagem 6,36+0,35% 214,11+72,79°°  310,64+44,82" 245,52+ 78,6452
Produto 1 6,12+0,25% 3,42+2,66" 1,65+0,455 2,0440,128
Produto 2 5,90+0,25° 160,07452,49%¢  21,12+12,525¢ 21,55+10,59"¢
Produto 3 5,82+0,33% 4,01+1,65" 2,83+0,865¢ 2,8640,028
Produto 4 5,88+0,28% 3,25+1,45A 2,30+1,065¢f 2,7940,808

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=2). Médias seguidas de letras minisculas diferentes na
mesma coluna possuem diferenca significativa (Tukey, p < 0,05); médias seguidas de letras maiusculas diferentes
na mesma coluna possuem diferenca significativa (Tukey, p < 0,05) produto 1: moagem/cozimento; produto 2:
cozimento/moagem; produto 3: moagem/repouso sem d&gua/cozimento; produto 4: moagem/repouso com
agua/cozimento
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N&o houve diferenca significativa entre o pH da amostra in natura e os produtos,
indicando que ndo houve fermentacdo da mesma durante os ensaios. Houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os conteidos de CT, CNG e CL das folhas in natura e apos a
moagem, decorrentes da hidrélise dos GCs para formacao de cianidrinas e, posteriormente, de
cianeto livre.

Avaliando a influéncia dos ensaios de repouso quando inseridos nos processos, nao
houve diferenca significativa dos teores de CT, CNG e CL entre os processos 1, 3 e 4. O
processo 2 diferiu significativamente em relacdo ao teor de CT, CNG e CL dos processos 1, 3
e 4. Variacbes de processamento podem influenciar diretamente no contetdo de cianeto,
podendo-se citar no processamento de folhas de mandioca cozidas a realizacdo do cozimento
anterior a etapa de moagem, pratica comum em algumas agroindustrias na regido Norte do
Brasil. Este comportamento foi observado por Alves, Modesto Junior e Abreu (2019), avaliando
a producdo de uma agroindustria, onde o valor de CT foi sete vezes maior para folhas cozidas
antes da moagem.

Realizando-se a etapa de cozimento anterior a moagem (processo 2) pode haver a
inativacdo da enzima linamarase antes que ocorra a hidrolise dos GCs para formacao cianidrinas
e posteriormente de cianeto livre, fazendo com que o produto final ainda possua alto teor de
compostos cianogénicos (Cohen et al. 2007).

A proporcéo de &gua adicionada também possui influéncia na remogdo de compostos
cianogénicos durante o cozimento. Nambisan e Sudaresan (1985) estudaram o efeito de
diferentes volumes de &gua na retencdo de compostos cianogénicos em cubos de raiz de
mandioca, na qual a proporcdo 1:5 (m/v) reteve apenas 24% do conteddo. Para o presente
estudo, a mesma proporcao de agua obteve uma retengdo media de CT, CNG e CL de 0,64;

0,73 e 1,04%, respectivamente.



78

Nambisan e Sudaresan (1985) destacam ainda que um aumento adicional para 1:10 ndo
causou diminuicéo significativa no contetdo de compostos cianogénicos, sugerindo que uma
quantidade suficiente de agua era necessaria para solubilizar a quantidade maxima de

compostos cianogénicos no processo de ebulicéo.

3.2.2 Anélises microbioldgicas

Em termos microbioldgicos, todas as amostras analisadas apresentaram auséncia de
Salmonella spp e as contagens de estafilococos coagulase positiva e Bacillus cereus foram < 2
log UFC/g. Abass et al. (2019) também ndo encontraram Salmonella spp em nenhuma das
amostras analisadas em um estudo com um produto derivado de folhas de mandioca oriundos
de Madagascar e Tanzania e isto deve-se ao fato desta bactéria ser sensivel ao calor, ndo
sobrevivendo a temperatura superior a 70°C (Hou et al. 2013).

O género Sthaphylococcus, com destaque para o Staphylococcus aureus constituem um
importante grupo de patégenos. A contaminacdo pode ocorrer diretamente de animais,
manipuladores infectados ou pode resultar de falta de higiene durante o processamento ou no
armazenamento de alimentos (Kadariya, Smith e Thapaliya, 2014; Zhao et al. 2013).

B. cereus é um bastonete aerébio formador de esporos, e esta comumente presente no
solo, ar, poeira, agua, alimentos secos e processados, especialmente de origem vegetal e seus
esporos sobrevivem a coc¢do em altas temperaturas (Glasset et al. 2016).

Na Tabela 4 encontram-se os resultados de coliformes a 45°C, bactérias aerdbias
mesdfilas e bolores e leveduras nas amostras de folhas in natura, apds moagem e dos produtos
provenientes de cada processo.

Os processos 1, 3 e 4 nao diferiram significativamente (p < 0,05) em relacdo as
contagens de coliformes a 45°C, aerobias mesofilas e bolores e leveduras. A legislagéo vigente
(Para, 2016) para folhas de mandioca cozidas estabelece contagem de <0,48 log NMP/g para

coliformes a 45°C e desta forma, os produtos 1, 3 e 4 atendem ao limite preconizado pela
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legislacdo. A mesma legislacdo néo estabelece referéncias para bactérias aerdbias mesofilas e
bolores e leveduras, entretanto, Abass et al., (2019) enfatiza que alta carga de fungos associada
a presenca de coliformes sugere falta de higiene durante o processamento, possivelmente
devido ao uso de &gua com caracteristicas insatisfatorias e utilizacdo de equipamentos e
utensilios de processamento mal higienizados.

Tabela 4. Contagens de coliformes a 45°C, aerobias mesofilas e bolores e leveduras em folhas

de mandioca in natura, apdés moagem e dos produtos provenientes dos processos em escala

laboratorial.
Ensaios Coliformes a 45°C  Bactérias aerdbias mesofilas Bolores e leveduras
(log NMP/g) (log UFC/g) (log UFC/g)
Folha in natura >3,54+0,712 5,7440,52* 5,40+0,06°
ApO6s moagem 3,61+0,61° 5,024+0,13% 3,60+0,07°
Produto 1 <0,4840,00¢ <2,40+0,00° <2,88+0,00°
Produto 2 2,5740,85° 3,35+0,04° 3,1940,08°
Produto 3 <0,48+0,001 <2,4040,00° <2,88+0,001
Produto 4 <0,48+0,001 <2,4040,00° <2,88+0,001

Resultados expressos por meio de média + desvio padrdo (n=2). Médias seguidas de letras minusculas diferentes
na mesma coluna possuem diferenga significativa (Tukey, p < 0,05); produto 1: moagem/cozimento; produto 2:
cozimento/moagem; produto 3: moagem/repouso sem agua/cozimento; produto 4:moagem/repouso com
agual/cozimento

O processo 2 apresentou valores de contagens de coliformes a 45°C, aerébias mesofilas
e bolores e leveduras significativamente maior que os demais processos analisados (1, 3 e 4).
Tais resultados evidenciam que neste processo, ocorreu recontaminacao do produto final apos
o0 tratamento térmico (cozimento), provavelmente devido a realizacdo da moagem das folhas
cozidas apds o cozimento, ficando o produto em contato com equipamentos e utensilios, que
apesar de terem sido limpos ainda podem propiciar contaminagdes. De acordo com Marriott,
Wes Schilling e Gravani (2018) e Farahat, El-Shafie e Waly (2015) os alimentos devem ser
manuseados com equipamentos e utensilios que tenham sido cuidadosamente limpos e

sanitizados. Estes procedimentos reduzem a carga microbiana, mas ndo eliminam totalmente,
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exigindo que o produto de contato seja submetido a etapa subsequente de conservacédo, 0 que
ndo ocorre na pratica com as folhas de mandioca produzidas conforme o processo 2.

Portanto, em termos microbioldgicos, a moagem apds o cozimento também ndo é
recomendada para este produto, a menos que ele passe por uma etapa posterior de cozimento

complementar.

4 CONCLUSAO

O ensaio de repouso contribuiu para reducéo significativa nos teores de cianeto total,
com intensa formacdo de cianeto ndo glicosidico e livre, entretanto € valido ressaltar que grande
parte da conversdo e eliminacdo de HCN ocorreu no processo de moagem, sendo esta etapa
fundamental para a detoxificacdo. A adicdo de agua demostrou maiores percentuais de remocéo
de cianeto total durante o repouso. Neste estudo, 0s repousos sem e com adicdo de dgua quando
inseridos como etapas no processamento ndo demostraram diferenca significativa nos teores de
compostos cianogénicos em relacdo ao processo ja utilizado nas agroinddstrias. O cozimento
anterior a moagem se mostrou insatisfatorio tanto em relacéo ao teor residual de compostos

cianogénicos como também em relacdo ao aspecto microbiolégico.
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4 CONCLUSAO GERAL

- As amostras de maniva cozidas apresentaram teores de cianeto livre acima do preconizado
pela legislacéo vigente, que pode estar relacionada as variagdes que ocorrem no processamento.
N&o oferecem riscos em relacdo a qualidade microbioldgica, ndo sendo detectada a presenca de
microrganismos patogenos, entretanto verificou-se contagens de coliformes, aerébios mesofilos
e bolores e leveduras, evidenciando uma provavel recontaminacdo do produto. Alguns
parametros fisico-quimicos estiveram aquém do requerido, o que pode sinalizar uma possivel

revisao dos valores estipulados;

- Agroindustrias foram avaliadas como de alto risco em relacdo as BPF segundo a legislacéo
vigente. Existe atualmente um trabalho conjunto entre os 6rgaos de fiscaliza¢do estaduais e as
agroindustrias processadoras de subprodutos de mandioca para adequacdo dos locais de

processamento, em especial ao que tange as BPF;

- O ensaio de repouso da maniva promoveu reducdo significativa nos teores compostos
cianogénicos, entretanto, € valido ressaltar que grande parte da conversdo e eliminacéo de HCN

ocorreu no processo de moagem, sendo esta etapa primordial para a detoxificacao;

- Os ensaios de repouso sem e com agua quando inseridos como etapas no processamento de
maniva cozida ndo demostraram diferenca significativa nos teores de compostos cianogénicos
e em relacdo aos aspectos microbioldgicos, comparando com o processo ja utilizado para
producdo de maniva cozida. O cozimento anterior a moagem das folhas se mostrou
insatisfatorio para producdo maniva cozida, tanto em relacdo ao teor de compostos
cianogénicos, tendo altos teores residuais como também em relacdo ao aspeto microbioldgico,
onde verificou-se contagens de coliformes a 45°C, aerébios mesoéfilos e bolores e leveduras

indicando recontaminacao ap0s 0 cozimento.
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