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RESUMO GERAL

CORREA, Angelita Duarte. Farinha de folhas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz cv. Baiana) — efeito de processamentos sobre alguns
nutrientes e antinutrientes. Lavras: UFLA, 2000. 108 p. (Tese - Doutorado
em Ciéncia de Alimentos).*

No Brasil, o p6 de folhas de mandioca, como popularmente é designada
a farinha, vem sendo utilizado no combate a desnutrigio infantil, sendo
acrescentado a merenda escolar ou entregue em cestas basicas para familias
carentes em varias regides. Porém, nas folhas de mandioca existem duas
substincias antinutritivas, os glicosideos cianogénicos e os taninos, que
merecem atengdo especial pelas suas conseqiiéncias na saide humana. Neste
trabalho, empregaram-se processos fisicos (secagem) e quimicos (extragido com
solventes) para reduzir os teores de substancias antinutritivas nas folhas de
mandioca, cultivar Baiana, a fim de melhorar o valor nutritivo da farinha de
folhas. Trés etapas foram realizadas. A primeira cansistiu em selecionar as
temperaturas de secagem das folhas de mandioca, tendo sido baseada em ensaios
enzimaticos com a linamarase. A segunda, em fungdo dos resultados da etapa I,
consistiu na secagem das folhas de mandioca, colhidas na fase de acumulo de
amido (més de abril), colocadas sobre bandejas de papel e estas: 1) sobre
bancadas de madeira, em recinto fechado e arejado, sob temperatura ambiente,
por 14 horas (das 17 as 7 h) e, em seguida, a0 sol, sobre piso de concreto; 2) a
sombra, sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e argjado, sob
temperatura ambiente; 3) ao sol, sobre piso de concreto; 4) em estufa a 30°C;
5) em estufa a 40°C./'Na terceira etapa, empregaram-se solventes (agua, etanol
50 mL/100 mL e hidroxido de aménio 1 mol/L) para remover os polifendis das
farinhas de folhas colhidas na fase vegetativa (més de outubro) e secas a sombra.
O controle dos teores de diversos constituintes quimicos foi realizado antes e
apds os processamentos quimicos. As farinhas de folhas secas a sombra
apresentaram os teores mais elevados de proteina bruta e os mais baixos de
agucares totais, vitamina C, cianeto, polifenéis e inibidor de tripsina e a maior
digestibilidade protéica in vitro. Os teores mais elevados de B-caroteno foram
encontrados nas farinhas de folhas secas a 30°C, mas que ndo diferiram
significativamente das que foram secas & sombra. Observou-se que sob

* Comité orientador: Dra. Vania Déa de Carvalho - UFLA (Orientadora), Dr.
Custddio Donizete dos Santos — UFLA, Dra. Ana Maria Dantas Barros —
UFMG.



temperaturas mais elevadas de secagem das folhas houve redugio dos teores de
nitrato e oxalato, porém, em qualquer forma de secagem seus teores sio mais
baixos que os de hortaligas convencionais. Em relagdo aos nutrientes e
antinutrientes estudados, a secagem a sombra parece ser a melhor opgdo, porém
em periodos de chuva poderia-se, como alternativa, utilizar a secagem artificial a
30°C. Contudo, é recomendavel selecionar cultivares que apresentem teores

- iniciais mais baixos de substincias antinutritivas. Dos trés solventes empregados

para remover os polifendis, o hidroxido de aménio 1 mol/L foi o mais eficaz,
acarretando melhoria na digestibilidade protéica cerca de 74%. Quando se
comparou os resultados das farinhas de folhas secas a sombra e colhidas em dois
estadios de desenvolvimento da planta (fase de acumulo de amido e de
desenvolvimento vegetativo), cbservou-se que, em relagio aos antinutrientes
seria recomendavel colher as folhas durante a fase de acimulo de amido, quando
seus teores parecem estar em menor concentragio e a digestibilidade é mais
elevada.

TERMOS PARA INDEXACAO: Folhas de mandioca, secagem, nutrientes,
antinutrientes, remogdo de polifendis, digestibilidade protéica.



GENERAL ABSTRACT

CORR]::A, Angelita Duarte. The flour of cassava (Manihot esculenta Crantz
cv. Baiana) leaves — the effect of processings on some nutrients and
antinutrients. Lavras: UFLA, 2000. 108 p. (Thesis, Doctorate in Food
Science)®.

In Brazil, the powder of cassava leaves has been used in the combat of
children's malnutrition, being included to school meals or given away in the so-
called basic supplies baskets to families in need in several areas. However, two
antinutritive substances exist in the cassava leaves , the cyanogenic glycosides
and the tannins, which deserve special attention cause their consequences in the
human health. In this piece of work physical processes were used (drying) as
well as chemical (extraction with solvents) for reducing the levels of
antinutritive substances in the cassava leaves, in order to improve the nutritive
value of the flour made out of its leaves. Three stages were accomplished. The
first consisted of selecting the temperatures of drying of the cassava leaves,
having been based on enzymatic rehearsals with the linamarase. The second
consisted of the drying of the cassava leaves, picked in the phase of starch
accumulation (month of april ), placed on paper trays as well as the following: 1
— on a wood bench, in a shut and airy place, at room temperature for 14 hours
(overnight), and soon after under the sun light, on a concrete floor ; 2 — under
shadow, on a wood bench, in a shut and airy place, at room temperature; 3 -
under the sun light, on a concrete floor; 4 — in oven at 30°C; 5 - in oven at 40°C.
As for the third stage solvents were used (water, ethanol 50 mL/100 mL and
ammonium hydroxide 1 mol/L) for the removal of the polyphenols from the
flour of leaves picked in the vegetative phase (month of october) and dried to the
shade. The control of the chemical constituents in several levels was
accomplished before and after the chemical processings. The flour of leaves
dried to the shade presented higher levels of crude protein and lower levels of
total sugars, vitamin C, cyanide, polyphenols and trypsin inhibitor and higher in
vitro protein digestibility. The most elevated levels of B-carotene were found in
the flour of leaves dried at 30°C. However that did not differ significantly from
the ones dried in the shade. It was observed that there was reduction in the levels

* Guidance Committee: Dra. Vénia Déa de Carvalho - UFLA (Major Professor),
Dr. Custodio Donizete dos Santos - UFLA, Dra. Ana Maria Dantas Barros -
UFMG.
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of nitrate and oxalate for the elevated leaf- drying temperatures. As for the
studied nutrients and antinutrients, the drying to the shade system seems to be
the best option, however in rainy periods one might, as an altemative, use the
artificial in-oven drying system at 30°C. However, it is advisable to select
cultivars that feature lower initial levels of antinutritive substances. Of the three
solvents employed in the removal of the polyphenols, the ammonium hydroxide
1 mol/L was the most effectivecarting an improvement of 74% in the
digestibility. When the results fared for the flours of leaves dried in the shade
and picked in two different plant development stages were compared (phase of
accumulation of starch and of vegetative development), it was observed that, as
far as antinutrients are concemed, it would be advisable to pick the leaves during
the phase of accumulation of starch, when their levels seem to be in lower
concentration and the digestibility is higher.

INDEX TERMS: Cassava leaves, drying, nutrients, antinutrients, removal of
polyphenols, protein digestibility.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A desnutrigdo, segundo Marcondes et al. (1976), é um estado crénico de
caréncia calorica-protéica, no qual o organismo apresenta desaceleracdo (casos
leves), interrupgdo (casos moderados) ou retrocesso (casos graves) da evolugdo
normal de seus pardmetros bioquimicos (diluigio), funcionais (disfungio com
énfase no desenvolvimento neuropsicomotor) e anatdmicos (deplecdo, com
énfase no crescimento fisico). A mucosa do intestino delgado, o figado e o
pancreas, por apresentarem um intenso *“tumover” protéico e constituirem, no
organismo humano, um dos locais onde se processam intensos fendmenos de
sintese, sofrem as conseqiiéncias imediatas devido a desnutrigio, levando a uma
acentuada diminuicdo de absorgio de nutrientes. O déficit de absorio de
proteinas, ainda que discreto, tem importante papel na desnutrigio, pois pode
agravar uma situag@o geral de deplegdo protéica ja instalada (Marcondes et al.,
1976).

Sabe-se que as mudancas no habito alimentar, aliadas as variagdes
naturais dos alimentos, tém tido influéncias na saiide da populagio que, muitas
vezes, tém como causa a ingestio deficiente de determinados nutrientes, entre
eles as vitaminas e minerais, indispensdveis para garantir o perfeito
desenvolvimento e funcionamento do organismo. Assim, populages com baixo
poder aquisitivo e sem acesso freqiiente aos alimentos de boa qualidade e valor
nutritivo adequado, provavelmente niio conseguem suprir a necessidade de todos
0s nutrientes.

Uma das mais tragicas conseqiiéncias da pobreza é a desnutrigio global,
o principal problema da populagio infantil. Ela é responsavel pelo alto indice de



doengas e pelo déficit de crescimento fisico e mental das criangas que escapam
da morte nos primeiros anos de vida. De acordo com o§ resultados de pesquisas
realizadas em vanas regides do pais, a desnutricdo calorico-protéica é um
problema que nio se limita aos “bolsdes isolados de pobreza™, atingindo também
camadas expressivas da populacdo que vivem e trabalham nos grandes centros,
em profissdes menos qualificadas e mal remuneradas. A proporgio de criangas
brasileiras consideradas desnutridas, em idade pré-escolar, é pior que na maioria
dos outros paises da América Latina, superada apenas pelo Haiti, Guatemala e El
Salvador. No Brasil, a desnutrigdo concentra-se principalmente no nordeste do
pais, na periferia das grandes cidades e nos grandes “bolsdes de pobreza”
(Araujo, 1992).

Arroz, feijdo, fuba-de-milho, derivados do trigo e farinha de mandioca
constituem o alicerce da alimentacdo da populagdo brasileira, com pequena
varia¢do no grau de consumo entre as cinco regies do Pais (Anuario..., 1992).
Entretanto, o uso da proteina foliar na alimenta¢do humana vem sendo estudado
e defendido por pesquisadores ha varios anos. Recentemente, as pesquisas sobre
fontes nio-convencionais de proteinas tém sido intensificadas, com o objetivo de
solucionar o maior desafio: o da subalimentagdo ou subnutrigdo.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é amplamente cultivada nos
tropicos, sendo sua raiz um importante alimento para milhdes de pessoas. O
tubérculo é uma boa fonte de carboidratos, mas muito pobre em proteinas,
enquanto as folhas constituem uma fonte de proteina alternativa e barata para a
dieta humana. Segundo Ravindran (1993), a produtividade de folhas de
mandioca varia consideravelmente, dependendo da cultivar, do solo, da
fertilidade, da densidade de plantio, da idade da planta, da freqiiéncia da colheita
e do clima. A mandioca é cultivada, sobretudo, para a colheita de raizes e é por
isto imperativo que a colheita de folhas nio produza grandes redug¢des na
producdo delas. Em alguns estudos tem sido demonstrado que é possivel colher



folhas de mandioca mantendo-se uma produtividade aceitivel de raizes e
aumentando a produtividade das folhas (Dahniya, Oputa e Hahn, 1981;
Ravindran e Rajaguru, 1988). Porém, consegue-se uma produtividade de 4,64 t
de matéria seca de folha por hectare como um subproduto da raiz (Ravindran e
Rajaguru, 1988).

No Brasil, o p6 de folhas de mandioca vem sendo utilizado no combate a
desnutri¢do de crian¢as, sendo acrescentado 4 merenda escolar ou incluido em
cestas basicas para familias carentes em varias regides (Brandio e Brandio,
1989; Altemativas..., 1994). Seus teores de proteina, vitaminas e minerais sio
relativamente altos, quando comparados a hortaligas folhosas convencionais,
porém, sua qualidade protéica é baixa, o que pode ser atribuido a reduzida
concentragdo de aminodcidos sulfurados (metionina, principalmente), baixa
digestibilidade e presenca de substincias antinutritivas. Dentre essas ultimas, a
Iiteratura cientifica tem destacado a ocorréncia de duas substincias nas folhas de
mandioca: os glicosideos cianogénicos (por sua toxidez) e os taninos (por
diminuirem a digestibilidade protéica), comprometendo o uso dessas folhas na
alimentagdo humana. Além disso, ndo existem informagdes sobre os niveis de
outras substincias antinutritivas nessas folhas. Portanto, antes de recomendar o
uso de alguns produtos folhosos na alimentagio, eles deveriam ser submetidos
a0 monitoramento dessas substincias.

Neste trabalho empregaram-se processos fisicos (secagem) e quimicos
(extragio com solventes) para reduzir os teores de substincias toxicas e
antinutritivas nas folhas de mandioca, a fim de melhorar o valor nutritivo da
farinha de folhas. O controle dos teores de diversos constituintes quimicos foi
realizado antes e apos os processamentos quimicos.

Este trabalho estd organizado em capitulos, sendo que no primeiro,
encontra-se a introducdo e a revisdo geral de assuntos pertinentes a tese. No
segundo, objetivou-se selecionar a temperatura de secagem das folhas de



mandioca, com base nos ensaios com a enzima linamarase (responsavel pela
liberagdo do acido cianidrico). No terceiro capitulo, foram relatados os
resultados obtidos referentes ao estudo do efeito de diferentes formas de
secagem sobre os niveis de alguns nutrientes e antinutrientes. Finalmente, no
quarto capitulo, foi apresentado o estudo do emprego de diferentes solventes na
remogio de polifendis das farinhas de folhas de mandioca, objetivando melhoria
da digestibilidade protéica.

Foram apresentados em congressos ou similares os seguintes trabalhos:

v “Atividade da enzima linamarase em diferentes tipos de secagem
da folha de mandioca”, Resumo publicado nos anais 11° Encontro Regional da
SBQ, Lavras, 1997.

v “Estudo de processos quimicos para reduzir os niveis de tanino
em folhas de mandioca (Manihot esculenta Crants)”, Resumo publicado nos
anais do 12° Encontro Regional da SBQ, Ouro Preto, 1998.

v “Substincias antinutritivas em folhas de mandioca submetidas a
diferentes tipos de secagem”, Trabalho completo publicado nos anais da 22*
Reunido Anual da SBQ, Pogos de Caldas, 1999.

v “Nutrientes em folhas de mandioca submetidas a diferentes tipos
de secagem”, Resumo publicado nos anais do 3° Simpésio Latino Americano de
Ciéncia de Alimentos, Campinas, 1999.

O capitulo 2, “FARINHA DE FOLHAS DE MANDIOCA I - EFEITO
DA SECAGEM DAS FOLHAS SOBRE A ATIVIDADE DA LINAMARASE”,
foi enviado ao periédico Ciéncia e Agrotecnologia e esta sendo submetido a

apreciagdo para publicagdo.



2 REFERENCIAL TEOGRICO

2.1 Fatores nutricionais
Dentre os nutrientes presentes nas folhas de mandioca serdo abordados
apenas aqueles que foram estudados neste trabatho.

a) Fibra alimentar

Trowell et al. (1976) definiram fibra alimentar como polissacarideos de
plantas e lignina resistentes & hidrélise por enzimas digestivas humanas. Para
Gordon (1989) e Hall (1989), a defini¢do de Trowell pode ser inadequada, uma
vez que elimina outros polimeros importantes que ndo sio originarios de plantas,
tais como produtos da reagio de Maillard, amido resistente e polidextrose,
embora a inclusdo destes polimeros na defini¢io de fibra alimentar represente
controvérsias. Para Roberfroid (1993), o termo fibra alimentar é genérico e
abrange uma ampla variedade de substéncias com diferentes propriedades fisicas
e varios efeitos fisiologicos. Theander, Westerlund e Aman (1993) sugeriram,
por sua vez, que fossem incluidos no conceito de fibra alimentar, alguns
componentes, como os acidos acético e fenélicos. Lee et al. (1996) relataram as
decisdes tomadas na sessio de discussio final da “AOAC Intemational
Workshop™ sobre definigéio e anlise de carboidratos complexos/fibra alimentar,
nos Estados Unidos (Nashville, TN) no ano de 1995. De acordo com os autores,
firmou-se um acordo entre os participantes dos EUA, Canada e Europa de que a
fibra alimentar devesse ser incluida na definicdo de carboidratos complexos e
que os oligossacarideos resistentes constituiriam parte da fibra alimentar.

As fibras alimentares podem ser divididas em duas categorias: fibra
soluvel e fibra insolivel, com base nas suas propriedades fisicas e fungdes
fisiologicas. As fibras soliveis incluem pectinas, gomas, mucilagens e alguns



tipos de hemiceluloses. As pectinas s3o encontradas principalmente em frutas e
verduras, especialmente magis, laranjas e cenouras. Outras formas de fibra
solivel ocorrem no farelo de aveia, cevada e leguminosas. A influéncia das
fibras soliveis em eventos do trato alimentar esta relacionada a sua habilidade
de reter agua e formar géis e também ao seu papel como substrato para a
fermentagio de coldnias de bactérias. Ja4 as fibras insoliveis consistem,
principaimente, de celulose, alguns tipos de hemicelulose e lignina. Elas dio
estrutura as células vegetais e sdo encontradas em todos os tipos de material
vegetal. Entretanto, sua maior fonte estd nas camadas extemas de grdos de
cereais.

A lignina é o polimero mais complexo ndo polissacarideo e contém na
cadeia principal os alcoois sinapil, coniferil e p-cumaril, estruturada de forma
tridimensional (Schneeman, 1986), estando, algumas vezes, incluida na analise
de fibras e sendo o componente principal das estruturas das partes lenhosas das
plantas. Contribui com uma porgdo muito pequena na dieta (1 g/dia) e ¢é
encontrada principalmente em frutas com cascas e nas sementes comestiveis
(Mahan e Escott-Stump, 1998). Ja a celulose € um polimero de glicose sem
ramificagio com ligagGes [-1,4, sendo considerada o polissacarideo mais
simples entre as fibras e o principal componente da parede celular de plantas. Os
demais polissacarideos contém uma variedade de agicares além da glicose e alto
grau de ramificagdo.

Alguns efeitos fisiologicos da fibra jia estdio confirmados
experimentalmente. As fibras insoliiveis, como a celulose e hemicelulose, sdo
mais eficientes em atuar como laxativas, reduzindo o tempo de trinsito intestinal
e aumentando o volume da massa alimentar, embora possam também limitar a
absor¢do de minerais e, possivelmente, vitaminas (Olson, Gray e Chiu, 1987,
Slavin, 1987). As fibras insoliveis também podem aumentar a excregio fecal de
acidos biliares e, indiretamente, o metabolismo do colesterol no figado



(Roberfroid, 1993). Ja as fibras soluveis atrasam o esvaziamento gastrico e
aumentam a viscosidade do conteido do estémago (Olson, Gray e Chiu, 1987;
Roberfroid, 1993). O mesmo efeito das fibras soliveis sobre o trinsito do bolo
alimentar no intestino delgado péde ser observado, com a consegiiente redugio
da digestdo, absorgdo de nutrientes (Schneeman, 1987; Roberfroid, 1993; Mahan
e Escott-Stump, 1998) e a diminuigdo do nivel de colesterol sérico (Mahan e
Escott-Stump, 1998).

As dietas ricas em alimentos de origem vegetal parecem estar
inversamente relacionadas & incidéncia de doenca cardiovascular, cincer de
cdlon, diabetes e distirbios gastrointestinais. A dieta deve conter fibra solivel e
insoluvel, que podem ser obtidas com cinco porgSes ou mais de frutas e vegetais
e seis porgdes didrias de paes de grio integral, cereais e leguminosas. Além das
fibras, as frutas e as verduras também contribuem com as vitaminas A e C, assim
como os fendis e indois dos vegetais cruciferos, todos associados a uma
diminuigdo do risco de cancer de célon (Mahan e Escott-Stump, 1998).

No ocidente, o consumo de fibras dos alimentos costuma variar de 6 a 35
g/dia, admitindo-se que o consumo de 15 g/dia ¢é suficiente para um bom
desempenho gastrointestinal (Pourchet-Campos, 1988). As recomendagdes
quanto a composi¢do da dieta, nos paises desenvolvidos, tém sido no sentido de
diminuir a ingestdo de gorduras, agicares refinados e calorias totais, o que
devera resultar em dietas ricas em fibras e amido (Reyes, 1993).

Apesar de polémico, o conhecimento do papel da fibra na alimentagiio
vem permitindo seu uso, com éxito, no controle de varias situagdes indesejaveis,
como hiperlipidemia sérica, retardamento do tempo de transito alimentar e
obesidade. Evidéncias epidemiologicas apontam a auséncia ou escassez de fibra
na dieta como responsavel pela constipago, problemas de hemorrdidas e veias
varicosas, apendicite e hémia de hiato (Pourchet-Campos, 1988;1990).



Dietas com elevado teor de fibra tém apresentado resultados positivos
em experimentos realizados com diabéticos (animais e humanos), methorando a
tolerancia a glicose, reduzindo a hiperglicemia pos-prandial e a taxa secretéria
de insulina, tendo sido observada também uma diminuigdo nos riscos de doengas
associadas a diabetes (Silva, Silva e Seara, 1996).

Reed et al. (1982), analisando a farinha de folhas de seis variedades de
mandioca cujas folhas foram colhidas aos sete meses apos plantio e secas em
estufa de ventilagio a 55°C, encontraram teores médios de fibra detergente
neutra (FDN) e fibra detergente acida (FDA) de 35,4 e 19,1 g/100 g de matéria
seca, respectivamente.

b) Proteinas e digestibilidade

A principal fungiio das proteinas é atuar na formagdo de tecidos, no
processo de renovagio dos mesmos e, principalmente, no crescimento. As
enzimas pancreaticas e do trato intestinal hidrolisam as proteinas, cujos
aminoacidos sdo absorvidos e transportados ao figado pela circulagdo sangiiinea.
No figado, uma parte dos aminoacidos é utilizada na biossintese de varias
proteinas do plasma, entre elas as albuminas, as globulinas, o fibrinogénio e a
protrombina. A outra parte vai para os tecidos extra-hepiticos, onde é utilizada
para a sintese de novas proteinas. Os aminoacios que excedem as necessidades
de sintese sio metabolizados no figado para fins energéticos (Sgarbieri, 1987).
Além da fungdo estrutural (esqueleto, musculatura, tecidos conjuntivos e
epiteliais, tecido nervoso e outros), as proteinas desempenham varias fun¢Ses
imprescindiveis ao bom fincionamento do organismo, a saber: a) catalisadores
biologicos (enzimas), b) horménios, ) anticorpos, d) ativagdo de acidos graxos -
(proteina ACP) e e) transporte de nutrientes e metabolitos através de membranas
biologicas e contidas nos diversos fluidos fisiologicos (Sgarbieri, 1987; Lajolo e
Tirapegui, 1998).



A deficiéncia de proteina ou de energia na dieta obriga o organismo a
catabolizar proteinas endégenas em maior propor¢do. Deficiéncias de proteinas,
assim como de energia, sio muito freqiientes em criangas oriundas de classes
socio-econdmicas mais baixas, gerando as sindromes conhecidas como
Kwashiorkor e Marasmo, que constituem sérios problemas de saude publica nos
paises em desenvolvimento. Esta deficiéncia pode ser atribuida a falta ou ao
elevado pre¢o dos alimentos protéicos, tanto de origem animal quanto vegetal.

As folhas de mandioca apresentam um teor em proteina que varia de
14,7 a 40 g/100 de matéria seca (Pechnik e Guimardes, 1962; Rogers e Milner,
1963; Ross e Enriques, 1969; Yeoh e Chew, 1976; Tupynamba e Vieira, 1979,
Reed et al., 1982; Lancaster e Brooks, 1983; Carvalho et al., 1986, Awoyinka,
Abegunde e Adewusi, 1995). Esta ampla variabilidade é devida, provavelmente,
ao clima, a fertilidade de solo, as diferencas de cultivares e ao estadio de
maturidade das folhas e vegetativo.

A proteina da farinha de folhas de mandioca submetida a anilise de
aminoacidos apresentou deficiéncia em metionina e cisteina, mas niveis
elevados em lisina (Rogers e Milner, 1963; Barrios e Bressani, 1967, Eggum,
1970; Yeoh e Chew, 1976; Gomez, Valdivieso ¢ Noma, 1985; Gémez ¢ Noma,
1986; Nwokolo, 1987; Ravindran e Ravindran, 1988).

Pechnik e Guimardes (1962) fizeram um ensaio biologico com ratos
empregando dietas contendo farinha de folhas frescas de mandioca preparadas
de trés formas distintas: A - secagem das folhas ao ar livre a temperatura
ambiente no laboratério e, em seguida, tritura¢io em moinho; B - secagem das
folhas em desidratador (70 a 80°C) durante 24 horas e tritura¢io posterior em
moinho; C - mediante secagem das folhas no desidratador durante 24 horas,
trituragio em moinho e cozimento durante trés horas com constante agitacdo
(500 g de farinha crua adicionadas de 2 litros d’agua); filtragem da massa obtida
que foi espremida e seca novamente no desidratador (70 a 80°C), durante 24



horas. Todas as trés dietas foram misturadas com farinha de raiz de mandioca
com um teor de aproximadamente 12% de proteina. Os animais alimentados
com dieta contendo a farinha A se desenvolveram, porém, de forma subnormal;
a suplementagdo com lisina e metionina elevou consideravelmente a eficiéncia
protéica dessa farinha. As dietas contendo as farinhas B e C ndo acarretaram o
crescimento dos animais e a suplementacdo com lisina e metionina exerceu
efeito benéfico apenas nos ratos alimentados com a dieta contendo farinha B. Os
autores concluiram que, possivelmente, a disponibilidade da proteina
constituisse um problema, podendo estar associada a digestibilidade.

Ensaios com ratos realizados por Rogers e Milner (1963), empregando
dietas contendo folhas de mandioca liofilizadas ndo cozidas, em niveis de
proteina de 10 a 15%, resultaram em sua rejei¢do pelos ratos. Os autores
concluiram que essa rejei¢io aparentemente ndo estava relacionada ao teor de
cianeto da folha de mandioca. No entanto, pode-se supor que a rejei¢do tenha
sido devida aos taninos, que apresentam sabor amargo.

Carvalho, Silva e Clemente (1986) constataram que a adigdo de até 20%
da parte aérea de mandioca ao fuba proporcionou aos ratos melhoria de ganho de
peso e do coeficiente de eficacia protéica, porém proporgdes mais elevadas de
adigdo foram prejudiciais ao desenvolvimento.

A farinha de folhas de mandioca apresenta teores elevados em proteinas,
porém, sua digestibilidade é baixa, o que poderia ser atribuido, parcialmente, ao
seu teor em fibra (Oke, 1978). Um ensaio biologico com ratos foi realizado por
Vilas-Bdas (1979) empregando dietas contendo a parte aérea de mandioca como
fonte de fibra, na proporgdo de 5, 10 e 15% de fibra. A autora concluiu que os
ratos alimentados com as dietas contendo fibra apresentaram crescimento menor
e diminui¢iio da eficiéncia alimentar em relagdo ao grupo controle e houve
também diminuicdo da digestibilidade protéica, sendo inversamente

proporcional aos niveis de fibra.
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Além das fibras, outros componentes quimicos podem ter efeito
prejudicial sobre o aproveitamento protéico. Os polifenéis, por exemplo, podem
reduzir a digestibilidade e disponibilidade de aminoacidos, como no caso da
lisina em que o grupo e-amino pode tomar-se indisponivel (Kumar e Singh,
1984; Pellett e Young, 1980; Sgarbieri, 1987, 1996). A presenga de polifendis
(taninos) também influencia negativamente a disponibilidade de metionina
(Nelson et al., 1975) e, além disso, agrava a deficiéncia inerente de aminoacidos
sulfurados das folhas de mandioca. Tupynamba e Vieira (1979) mostraram que a
suplementa¢do com DL-metionina melhorou o valor nutritivo do concentrado
protéico de folhas de mandioca. Assim, seria razoavel a adigio deste aminoacido
em dietas baseadas em folhas de mandioca. Metionina adicional também é
requerida por seu papel como doador de grupos metil (Fuller, Chang e Potter,
1967) e como fonte de enxofre labil na eliminagio de cianeto (Oke, 1978).

¢) Acgucares

Os carboidratos, na forma de agiicar ou amido, fomecem a maior parte
da energia para o homem, a maioria dos animais e também para muitos
microorganismos. Sdo também utilizados para armazenar energia e como
unidade estrutural das células. Ocupam posigiio central no metabolismo das
plantas verdes e de outros organismos fotossintetizantes que utilizam a energia
solar para sintetizar carboidratos a partir de CO; e H;0 (Lehninger, 1995).

Os carboidratos representam a fragio mais importante da maioria dos
vegetais utilizados na alimentagio humana, que podem ser encontrados nos
cereais, tubérculos, leguminosas, frutas e verduras. Os principais
monossacarideos encontrados na forma livre sio a glicose e a frutose, sendo a
glicose encontrada em frutas, milho doce, xarope de milho, mel e certas raizes e
a frutose encontrada junto com a glicose e a sacarose no mel e frutas. A
sacarose, 0 agiicar comum, é encontrada principalmente na cana-de-agicar, no
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acticar de beterraba, no melago e no xarope de milho, assim como em frutas,
vegetais e mel (Mahan e Escott-Stump, 1998).

A capacidade de se ligar 4 agua e controlar a atividade de agua dos
alimentos é uma das mais importantes propriedades dos carboidratos. Em muitos
alimentos, os carboidratos podem atuar como fixadores de cor e de compostos
volateis do aroma (Whistler e Daniel, 1993).

d) Vitamina C

Na Figura 1 sdo mostrados os estereoisémeros do acido ascorbico. O
acido L-ascorbico (I) é o nome trivial para o L-treo-2-hexenono-1-4-lactona,
cujo enantidmero é o acido D-ascorbico (I). Costuma-se designar este par
enantiomérico como D e L- acido xiloascorbico. Os outros dois estereoisémeros,
D e L-eritro-2-hexenono-1,4-lactonas (Ill e IV) sao conhecidos por um dos trés
nomes triviais, D ou L-acido eritérbico, acido isoascorbico ou acido
araboascorbico (Seib, 1985, citado por Roig, Rivera e Kennedy, 1993). As
formas da vitamina C encontradas nos alimentos e no corpo sdo o acido L-
ascérbico e seu produto de oxidagio, o 4cido L-deidroascorbico, tendo a mesma
atividade vitaminica (Nagy, 1980).

O acido L-ascorbico é um agente redutor. O sistema redox (Figura 2) do
acido L-ascorbico tomou-se importante ndo somente por causa de suas
aplicagdes comerciais, mas também devido ao seu papel biologico. Isso é
atribuido principalmente a sua habilidade para agir como um radical e lixeiro de
oxigénio (Liao e Seib, 1987).

As plantas e a maioria dos animais produzem o acido L-ascrbico em
seus organismos a partir da glicose. Jo o homem, cobaias e primatas sdo
incapazes de sintetiza-lo, tomando-o essencial a dieta. Assim, os primeiros

exploradores de mares e terras eram sempre ameacados por uma enfermidade
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FIGURA 1 Estereoisomeros do acido ascorbico.

chamada escorbuto, hoje reconhecida como doenga nutricional causada por uma
deficiéncia severa de vitamina C que se caracteriza por alteragdes patologicas
nos dentes, gengivas e tecidos conjuntivos em geral (Sgarbieri, 1987).

Uma das fungdes ja bem estabelecidas do acido L-ascérbico é a sua
atuagdio como cofator na biossintese e estabilizagdo do coligeno, na etapa de
dopamina a norepinefrina e na hidroxilagéo do triptofano a S-hidroxitriptofano,
que, por descarboxilagio, origina a serotonina. Essas substincias sdo
neurotransmissores importantes e, por isso, acredita-se que a deficiéncia de
vitamina C possa afetar o funcionamento do sistema nervoso, o que explicaria os
sintomas neurolégicos dos individuos escorbiiticos (Sgarbieri, 1987). O acido L-
ascorbico também interage com minerais, particularmente o ferro, aumentando a
sua absor¢do. Um assunto ainda bastante controvertido é a prevencdo do

resfriado comum com o utilizagio do acido ascorbico. Alguns pesquisadores

13



<|ZH30H
HCOH
0.
OH OH
Acido L-ascérbico
«2H
+2¢
0
[o) (o]
Acido L-deidroascévbi

FIGURA 2 Estagios de redugdo do acido L-ascorbico

demonstram a eficiéncia do acido L-ascorbico na prevengdo do resfriado,
enquanto outros afirmam o contrario. Além disso, a ingestio apropriada de acido
L-ascorbico pode reduzir significativamente doencas do coragiio, mortalidade
por céincer e outras doengas crnicas. Todavia, este € também um assunto ainda
controvertido (Roig, Rivera e Kennedy, 1993).

Quanto aos requerimentos &timos de vitamina C, ainda existem
controvérsias. Contudo, 15 mg diarias de vitamina C sdo suficientes para
prevenir ou curar o escorbuto, mas a Academia Norte Americana de Ciéncias
recomenda 45 mg por dia, para todas as idades e estagios fisiologicos, a fim de
garantir um étimo funcionamento metabolico (Sgarbieri, 1987). As frutas e
vegetais sio fontes importantes dessa vitamina, das quais a mais rica ¢ a acerola,
com 2,95 g/100g da porgdo comestivel (Frapco, 1986).

Carvalho et al. (1986), analisando a farinha de folhas de dez cultivares

de mandioca, cujas folhas foram colhidas aos doze meses apos plantio e secas
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em estufas com ventilagdo a 45°C, encontraram teores de vitamina C total que
variaram de 52,23 a 139,19 mg/100 g. A composicio quimica da parte aérea da
mandioca sofre variagdes acentuadas com a idade das plantas e depende também
do grau de enfolhamento (Carvalho e Kato, 1987, Carvalho et al., 1989,
Carvalho, Chagas e Juste Junior, 1991). A vitamina C total dos fenos atingiu
teor maximo no 19° més apés o plantio (Carvalho et al., 1989).

e) P-caroteno

Os carotendides sdo os pigmentos lipossoliveis mais amplamente
distribuidos na natureza e constituem um importante grupo, cujas cores variam
do amarelo ao vermelho (Minazzi-Rodrigues e Penteado, 1989). Os carctendides
estdo distribuidos em dois grupos estruturais: os carotenos e as xantofilas. Eles
sdo moderadamente estaveis ao calor, estio sujeitos a perda de cor por oxidagdo
e podem ser facilmente isomerizados pelo calor, acido ou luz (Elbe e Schwartz,
1996).

Os carotendides desempenham fungdes importantes na fotossintese e
fotoprotegdo em tecidos de plantas. Em todos os tecidos que contém clorofila, os
carotendides funcionam como pigmentos secundarios na captagio da energia da
luz. O papel de fotoprotecio dos carotendides provém de sua habilidade em
extinguir as espécies de oxigénio reativo formado pela exposi¢do a luz e ao ar.
Certos carotendides de raizes e folhas servem como precursores do acido
abscisico, um componente que funciona como um mensageiro quimico e
regulador do crescimento. Além disso, a funcdo antioxidante dos carotendides
tem um papel na redugdo do céncer, catarata, arteriosclerose e no processo de
envelhecimento (Elbe e Schwartz, 1996).

Esses compostos receberam atencio especial pelo fato do B-caroteno
servir como precursor de vitamina A para o ser humano (Marty e Berset, 1988).
Ele é o carctendide mais comum encontrado nos tecidos de planta, apresentando
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a maior atividade pré-vitaminica. A estrutura retinoide, com o anel B-ionona, é a

responsavel pela atividade pro-vitaminica. (Elbe e Schwartz, 1996).

(anel B-ionona) (anel B-ionona)

B-caroteno

(CsoHse)

Todos os vegetais de folhas verdes contém carotenoides, mas suas cores
sio mascaradas pelo clorofila verde. Geralmente, as concentragdes mais
elevadas de carotendides ocorrem naqueles tecidos com a maior quantidade de
pigmentos clorofilicos (Elbe e Schwartz, 1996).

A maioria dos pigmentos carotendides esta presente na natureza sob a
forma trans. Entretanto, durante o processamento de alimentos, uma parte dos
trans-carotenos é convertida nos isdmeros cis, diminuindo a atividade pro-
vitaminica A (Sweeney e Marsh, 1970; Heinonen, 1990). Por apresentarem em
sua molécula um sistema de duplas ligagSes conjugadas, esses compostos sdo
suscetiveis a degradagdo sob a¢do de luz, oxigénio, acidos ou metais. Assim
sendo, com o processamento industrial ou até mesmo com o armazenamento,
podem ocorrer perdas significativas. No entanto, a indistria alimenticia tem
utilizado esses pigmentos em diversos produtos, incluindo sopas, margarinas e
farinaceos (Almeida e Penteado, 1987; Stalcup et al., 1990; Sims, 1993). Apés
seis meses de fabricagio, Marty e Berset (1988) encontraram em alimentos
extrusados apenas 8% dos P-carotenos adicionados inicialmente, refletindo a
intensa degradagdo que sofreram.
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Carvalho et al. (1986), trabalhando com farinha de dez cultivares de
mandioca, cujas folhas foram colhidas aos 12 meses apods plantio e secas em
estufas de ventilagdo a 45°C, encontraram teores de B-caroteno que variaram de
4,74 a 6,31 mg/100g. O B-caroteno dos fenos produzidos com a parte aérea de
cultivares de mandioca atingiram teor maximo no 15° més apés o plantio
(Carvalho et al., 1989).

2.2 Fatores antinutricionais

O desempenho dos animais, inclusive o do homem, depende da
digestibilidade dos nutrientes e da extensiio com que estes nutrientes podem ser
absorvidos e utilizados. Os fatores antinutricionais podem interferir na
digestibilidade, absorgdo e utilizagiio dos nutrientes pelo organismo provocando
efeitos negativos no crescimento ou na saiide dos animais. Dentre as substincias
que as plantas geralmente contém e que exercem efeitos antinutricionais,
podem-se citar os glicosideos cianogénicos, o oxalato, o nitrato, os inibidores de

tripsina e os polifenéis.

a) Glicosideos cianogénicos

Cianogénese é a habilidade de liberar o acido cianidrico (HCN) exibida
por plantas e por outros organismos vivos (Poulton, 1990). Virias plantas
importantes economicamente sfo cianogénicas como, por exemplo, trevo
branco, améndoa, sorgo, feijio lima selvagem, seringueira e mandioca. Destas, a
de maior destaque agrondmico como alimento é a mandioca (Manihot esculenta
Crantz). Em 1987, o Brasil produziu 23.494 milhdes de toneladas de raizes de
mandioca, e, em 1990, a produ¢do foi de 102.720 milhdes de toneladas, ou seja
um aumento de mais de quatro vezes (Ramalho-Sobrinho, 1991; Cobre e
Jabuonski, 1993).
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Os compostos cianogénicos de muitas espécies de plantas ja foram
identificados. Em sua grande maioria s3o cianoidrinas, estruturas instaveis que,
geralmente, sdo estabilizadas por glicosilagdo, originando o glicosideo
cianogénico ou, mais raramente, por esterificagio do grupo hidroxila, resultando
em cianolipideo (Conn, 1980; Nahrsted, 1985). A liberagéio de acido cianidrico
em plantas cianogénicas ocorre somente quando ha contato do glicosideo
cianogénico com a enzima f-glicosidase. A degradagio do glicosideo
cianogénico ¢é iniciada pela ruptura da ligacdo glicosidica, por uma ou mais B-
glicosidases, resultando na correspondente cianoidrina. Este composto, instavel
e intermediario, pode decompor-se, espontaneamente ou enzimaticamente, pela
acdo da enzima hidroxinitrilo liase, formando um aldeido ou cetona com
liberagdo de acido cianidrico.

Ha duas principais classes de B-glicosidases que agem nos glicosideos
cianogénicos: a) o tipo emulsina, que age nos di-glucdsides cianogénicos
(amigdalina) e glicosideos cianogénicos aromdticos e b) o tipo linamarase, que
age especificamente nos glicosideos cianogénicos aromaticos e alifaticos, mas
ndo nos di-glicosideos (Pieres e Jansz, 1976).

A presenca de ciandgenos em alimentos é preocupante. As desordens de
saude associadas com dietas de subsisténcia contendo elevados teores de
cianégeno, incluem: a) hipertireoidismo, resultante da interferéncia do tiocianato
no metabolismo do iocdo; b) neuropatia atixica tropical, uma desordem
neuroldgica e ¢) konzo, uma paralisia rapida e permanente (Osuntokun, 1981). A
dose letal de HCN para o homem oscila entre 0,5 e 3,5 mg/kg de peso e, as vezes
tem sido consumidas quantidades de alimentos cianogénicos suficientes para
produzir intoxicagio fatal (Wogan e Marletta, 1993).

Muitos dos glicosideos sio monossacarideos cianogénicos, nos quais a
cianoidrina instivel é estabilizada por ligacdo glicosidica com residuo simples

de agiicar. Ja nos dissacarideos cianogénicos, como amigdalina, vicianina e
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linustatina ou no trissacarideo cianogénico xeratina, duas ou trés moléculas de
agucares, respectivamente, estio envolvidos no processo quimico de
estabiliza¢do (Poulton, 1990).

As agliconas dos glicosideos cianogénicos sido derivadas de
aminoacidos, por exemplo, em leguminosas e euphorbiiceas (mandioca), a
valina e a isoleucina diio origem a linamarina e lotaustralina, respectivamente,
enquanto a tirosina origina a durina na macadimia e no sorgo (Poulton, 1990).

Uma caracteristica comum das plantas cianogénicas é que a hidrolise dos
glicosideos cianogénicos ocorre em quantidades significativas somente apés a
ruptura do tecido, que pode ser causada por agiio mecinica ou por infecgSes
provocadas por fitopatogenos. Umas das explicagdes para esse fato é que os
glicosideos cianogénicos e suas enzimas catabélicas estariam separados na
planta intacta, por compartimentalizacdo (Poulton, 1990). Na mandioca todas as
células da raiz possuem tanto os cianégenos linamarina e lotaustralina quanto a
linamarase. Contudo, os niveis mais elevados dos glicosideos e da glicosidase
foram encontrados nas camadas de células mais extemas (Kojima et al., 1983),
sugerindo o envolvimento dos cianogenos nos mecanismos de defesa da planta
contra o ataque de patogenos e de insetos.

Alguns experimentos também tém reforcado a possibilidade de os
compostos cianogénicos funcionarem como armazenadores de nitrogénio
(Lieberei, Selmar e Bietehl, 1985; Selmar, Lieberei e Biehl, 1988).

A Figura 3 ilustra a cianogénese da linamarina e lotaustralina, que sédo os
glicosideos cianogénicos encontrados na mandioca. Geralmente, tem-se
admitido que a atividade da linamarase seja a etapa limitante na cianogénese
(Mcmahon, White e Sayre, 1995). Foi demonstrado por Mkpong et al. (1990)
que a linamarase da mandioca esta localizada na parede da célula, porém, esse
ndo parece ser o unico sitio de localizagio da enzima. A distribuigio da
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FIGURA 3 Cianogénese da linamarina e lotaustralina (Mcmahon, White e
Sayre, 1995).

atividade de linamarase varia entre diferentes érgdos e tecidos da mesma planta.
As folhas podem ter niveis de 3 a 50 vezes mais elevados da atividade de
linamarase que as raizes (Cooke, Blake e Battershill, 1978; Yeoh, 1989;
Mkpong et al., 1990). Além disso, ha variagdes nos niveis de linamarase em
tecidos do mesmo 6rgdo da planta. A casca da raiz (a camada mais extema, 2 a

20



5 mm do cortex da raiz) pode ter uma atividade de linamarase 15 vezes maior
(base de proteina) que a da camada mais intema do parénquima da raiz (Yeoh,
1989). Também a distribuigdo de linamarina nas raizes nio é uniforme. A casca
da raiz tem a mais elevada concentragio de linamarina (12 vezes) que o
parénquima mais intemno (Bradbury, Egan e Lynch, 1991).

O nivel de cianeto em folhas de mandioca varia de 3 a 4.000 mg/kg de
peso fresco (Barrios e Bressani, 1967; Ravindran e Ravindran, 1988). Chew
(1972) relatou que as folhas de 18 cultivares de mandioca, cultivadas sob
condiges idénticas, apresentaram teores de acido cianidrico que variaram entre
174 e 622 mg/kg de peso fresco. Num estudo envolvendo 31 cultivares Yeoh e
Oh (1979) obtiveram uma faixa de 135 a 854 mg de HCN/kg de peso fresco nas
folhas. Teles et al. (1981) encontraram teores de acido cianidrico que variaram
entre 157 e 930 mg/kg de peso fresco em folhas de 10 cultivares de mandioca.
Assim, a variagdo do nivel de cianeto das folhas depende consideravelmente do
fator genético.

Bassir e Fafunso (1976) estudaram as quatro principais técnicas de pré-
cozimento de folhas de mandioca utilizadas em areas tropicais com relagdo a
remogio de cianeto. Observaram os autores que a lavagem das folhas de
mandioca trituradas apés fervura por 15 minutos em agua foi o meio mais
eficiente de remogdo de cianeto antes do cozimento sob forma de guisados, com
reducio média de 85% do valor original de 466 a 630 mg/kg de cianeto nas
folhas frescas. Além disso, o cozimento subsequente removeu quase todo o
cianeto remanescente, restando de 1 a 2 mg/kg. Esta parece ser a forma mais
eficiente de eliminag¢#io de cianeto nas folhas frescas de mandioca.

Gémez e Valdivieso (1985) verificaram o efeito na eliminagio de
cianeto da folhagem de mandioca seca ao sol em piso de concreto e seca em
estufa a 60°C e concluiram que a secagem ao sol eliminou mais cianeto que em
estufa a 60°C (82 a 94% versus 68 a 76%, respectivamente). Observaram
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também que a maioria do cianeto na folhagem seca ao sol era cianeto livre (62 a
77%), enquanto na folhagem seca em estufa a 60°C era de apenas 24 a 36%.
Padmaja (1989) constatou também que murchamento do ramo todo de
mandioca, sob sombra por 16 horas seguida pela secagem das folhas a 60°C, foi
mais eficaz na redugiio dos niveis de cianeto. Ja as folhas murchas picadas
retiveram a maior percentagem de cianeto que a folha inteira murcha, apés

secagem.

b) Nitratos e nitritos

Os nitratos e nitritos encontram-se naturalmente distribuidos no meio
ambiente (solo, agua e vegetais) em decorréncia do ciclo do nitrogénio (Araijo e
Midio, 1989).

Os nitritos se originam, principalmente, pela agdo das bactérias
nitrificantes sobre o nitrato. A proliferagio dessas bactérias é favorecida pela ma
conservagio apoés o cozimento, pelo armazenamento em condigdes de
temperatura e umidade inadequadas e pela interrupcio da baixa temperatura nos
produtos congelados (Phillips, 1968). A redugdo do nitrato a nitrito pode ocorrer
tanto nas hortalicas frescas como nas submetidas ao processo de cocgdo
(Olmedo e Bosch, 1988 a, b).

Entre as verduras que geralmente contém concentragdes elevadas de
nitratos, chegando a alcancar niveis acima de 3.000 mg/kg, destacam-se o
espinafre, a beterraba, o rabanete, a beringela, o aipo, a alface, o nabo, a cenoura
e a couve (Kamm, Mckeown e Smith, 1965; Wolff ¢ Wasserman, 1972).
Todavia, esses valores podem variar em fun¢do de fatores ambientais, genéticos,
de maturagio e até mesmo da amostragem para a sua analise em alimentos. Lara
e Takahashi (1982) determinaram os niveis de nitratos em diversas hortalicas
(20 amostras para cada hortali¢a), provenientes de feiras livres na cidade de Sao
Paulo, encontrando teores (em mg de nitrato de sddio/kg) que variaram para a
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alface de 63 a 3.294, para a couve de 323 a 5.896 e para o espinafre de 545 a
4.136.

Os nitratos ndo sdo considerados compostos de alto risco em provocar
intoxicagdes, apesar de existirem evidéncias de que podem interferir no
metabolismo da vitamina A e nas fungdes da glindula tiredide (Swan, 1975).
Porém, uma elevada ingestdo de nitratos, que sob certas condigdes podem ser
reduzidos a nitritos, representa um risco, por serem o ponto de partida para uma
cadeia de reagGes que os converte em substincias toxicas. Assim, os nitritos sio
considerados o principal agente toxico. A formagio de metemoglobina por
oxida¢do do ion ferroso do complexo porfirinico em ion férrico representa o
mais importante efeito toxico agudo decorrente da presenca do nitrito no
organismo (Olmedo e Bosch, 1988a, b).

NaNOz
Hemoglobina -  Metemoglobina
(ferroso) (férrico)

A metemoglobina ndo se liga reversivelmente ao oxigénio e sua presenca
também influencia a curva de dissociagdio de oxigénio da hemoglobina residual,
sendo, desta forma, menos efetiva no transporte de oxigénio, acarretando a
morte por hipoxia (Phillips, 1968; Wolff e Wasserman, 1972; Swan, 1975;
Boronat, Padrés e Alonso, 1982; Olmedo e Bosch, 1988b).

Em sua revisio, Araijo e Midio (1989) comentaram que a ingestdo de
nitratos e nitritos pode levar também & formagio de compostos N-nitrosos,
como, por exemplo, as nitrosaminas, que sio compostos potencialmente
carcinogénicos.

23



¢) Acido oxalico

O acido oxalico é um sélido cristalino branco, soluvel em agua
(aproximadamente 10 g/100mL) a 20°C. E um icido forte (pk; = 1,46; pk; =
4,40) que forma sais de sodio e potassio soliveis em agua, mas menos soluveis
com alcalinos terrosos e outros metais bivalentes. O oxalato de calcio €
particularmente insolivel a pH neutro ou alcalino, mas se dissolve facilmente
em meio acido (Guil et al., 1996).

A ingestio acidental de 5 g, ou mais, de acido oxalico puro, como
produto quimico, produz, sem divida, severa ulcera na boca, estémago e
intestino, hemorragia gastrica, célica renal e algumas vezes, convulsdo (Fasset,
1973). A importincia de se dosar acido oxalico em alimentos esta no fato de que
o mesmo pode formar um complexo com o calcio, tomando-o indisponivel
(Liener, 1980). Porém, existem relatos sobre danos decorrentes da ingestio de
alimentos conmtendo oxalatos, mas a maioria dos seres humanos tem boa
capacidade de se adaptar a niveis muito baixos de calcio. Para que seja notado
um efeito cronico, é necessario que haja a combinagio de uma elevada ingestio
de oxalato com a baixa ingestio de calcio e de vitamina D, por um periodo
prolongado (Fasset, 1973). Assim, do ponto de vista estritamente nutricional, o
problema é com relagdo a biodisponibilidade de cdlcio na dieta alimentar.
Segundo Guil et al. (1996) esta biodisponibilidade é determinada pela razdo (g
acido oxalico/kg)/(g calcio/kg). Portanto é importante conhecer o risco em

potencial da presenga de acido oxalico nos alimentos folhosos.

d) Inibidores de tripsina

Os inibidores de proteases sio, na sua maioria, proteinas de ampla
distribui¢io no reino vegetal, capazes de inibir as atividades das enzimas
tripsina, quimotripsina e carboxipeptidases. Dentre os inibidores de proteases, os
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da tripsina sdo os mais amplamente estudados (Liener e Kakade, 1980;
Sgarbieri, 1987). |

Os inibidores de tripsina, particularmente da soja, vém sendo estudados
desde o inicio deste século. Com base nos muitos estudos com animais
monogastricos tém-se atribuido aos inibidores de tripsina, presentes na
alimentacio a base de leguminosas, a responsabilidade de reduzir a taxa de
crescimento e provocar alteragdes metabdlicas do pancreas (Sgarbieri, 1987; Al-
Wesali et al.,, 1995). Todavia, a adi¢do do inibidor quimicamente puro a uma
dieta sintética e balanceada para ratos em crescimento ndo interferiu com o
crescimento dos animais, porém produziu uma hipertrofia pancreatica. A mesma
ocorre devido ao mecanismo de inibi¢do retroativo do controle da secrecao do
pincreas. Os niveis de tripsina livre no intestino delgado determinam a
quantidade de secre¢do pancreitica, ou seja, quando o nivel de tripsina abaixa a
um certo limiar, o pancreas ¢ induzido, pela agio da colecistoquinina, a secretar
mais enzima. O inibidor de tripsina bloqueia a agiio enzimatica resultando em
aumento excessivo da concentragio plasmatica de colecistoquinina. Desta
forma, o pancreas é continuamente estimulado a liberar mais enzima,
provocando a hipertrofia pancreatica (Sgarbieri, 1987).

Embora a hipertrofia pancreitica seja, fregilentemente, relatada em
animais de laboratério, e supostamente desencadeada pela presenca de inibidores
de proteases, ndo existem evidéncias de efeitos deletérios em seres humanos
(Deshpande e Nielsen, 1987).

Diferentemente de ratos e galinhas, a ingestsio de farinha de soja crua por
porcos da India, bezerros e suinos nio provoca hipertrofia pancreatica, contudo
observa-se hiposecregdo das enzimas pancredticas e sérica, depressdo do ganho
de peso corporal ou perda de peso de animais (Hasdai, Nitsan e Volcani 1989).

A maioria dos inibidores de proteases de plantas é destruido pelo calor,
ocasionando uma melhoria do valor nutritivo da proteina. A destruicio da
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atividade do inibidor de tripsina da soja pelo calor depende da temperatura,
duragdo do aquecimento, tamanho da particula e condi¢des de umidade. Estas
variaveis sdo controladas no processamento industrial da farinha de soja, a fim
de se obter um produto com um maximo valor nutritivo (Liener e Kakade,
1980).

e) Polifendis

Os polifendis de origem vegetal sdo substincias que variam de
compostos de baixo peso molecular, como os acidos caféico, sinapico e galico, a
compostos com pesos moleculares mais elevados, com estruturas mais
complexas, como taninos e lignina (Eggum e Campbell, 1979).

Os taninos sido compostos fendlicos soliveis em agua, com peso
molecular entre 500 e 3000 Daltons (Gupta e Haslam, 1979), com cores que
podem variar do branco ao marrom-claro e com sabor adstringente (Bobbio e
‘Bobbio, 1995). Estes polifenis contém um grande nimero de hidroxilas ou
outros grupos funcionais e por isto sio capazes de formar ligagdes cruzadas
estaveis com proteinas e outras macromoléculas. Quatro tipos de ligac3es estio
envolvidas nos complexos tanino-proteina: ligagdo de hidrogénio, interagdo
hidrofobica, atragdes eletrostiticas e ligagdes covalentes associada com
oxidacdo (Chung et al., 1998).

Os taninos podem ser classificados em dois grupos: hidrolisaveis e nao
hidrolisaveis (taninos condensados). Os taninos hidrolisaveis (Figura 4), muito
usados na curti¢do de couro, contém um nicleo central polihidroxilado, como a
glicose, que sdo, parcialmente ou totalmente, esterificados com écido galico
(galotaninos) ou acido hexahidroxidifénico (elagitaninos). Apés hidrélise com
acidos, bases ou certas enzimas, os galotaninos produzem glicose e acidos
galico. O acido hexahidroxidifénico dos elagitaninos sofrem lactoniza¢do para
produzir o acido elagico (Chung et al., 1998). O acido tanico (Figura 5), como
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FIGURA 5 Estrutura do acido tanico (Sgarbieri, 1987).

um exemplo de tanino hidrolisavel, fornece por hidrélise glicose e 4cido galico
na proporgio de até sete residuos de acido galico por unidade de glicose.

Os taninos nio hidrolisaveis sio estruturalmente mais complexos que os
hidrolisaveis. Eles sdo, principalmente, os produtos polimerizados dos flavan-3-
ols e flavan-3,4-diols, ou mistura do dois. Os polimeros referidos como
flavolanos sdo popularmente chamados taninos condensados. Os taninos
condensados sio amplamente distribuidos em frutas, verduras, forragem, cacau,
vinho tinto e certos grios de alimentos, como o sorgo e legumes (Chung et al.,
1998).

Os flavan-3-ols sio freqilentemente referidos como catequinas. As
moléculas de catequinas possuem dois dtomos de carbonos assimétricos no C; e
C,, existindo, portanto, quatro isdmeros. Estes sdo (+) e (-) catequinas em que os
grupos 2-fenil e 3-hidroxi estio na posigéo trans (Chung et al., 1998).

(+) - Catequina (2,3 - trans;
() - Catequina (2.3 - cis)
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A molécula de flavan-3,4-diol possui dtomos de carbono assimétrico no
C,, C; e C,. Assim, existem oito isdmeros (Chung et al., 1998). Os flavan-3,4-
diols pertencem a classe dos compostos chamados leucoantocianinas porque,
ap6s aquecimento em solugdo acida, eles se polimerizam a produtos semelhantes

aos flobafenos e produzem antocianidinas.

OH ‘ OH
O O 2 " or O~
© S OH H, calor &~ “OH
OH OH OH
Laicocianidina Cimnidina

(Flaven 3,4 - diol)

Os taninos sdo, fregilentemente, considerados nutricionalmente
indesejaveis, formam complexos com proteinas, amido e enzimas digestivas
causando uma redu¢io no valor nutritivo dos alimentos. Eles podem causar uma
reacdio de escurecimento em alimentos pela agio da polifenoloxidase, afetando a
aceitabilidade desses alimentos. Além disso, sdo responsaveis pelos decréscimos
na ingestdo de alimento (devido ao sabor amargo e adstringente), na velocidade
de crescimento, na eficiéncia alimentar, na energia metabolizivel liquida e na
digestibilidade protéica e podem provocar danos ao revestimento da mucosa do
trato gastrointestinal, alterar a excregdo de certos citions e aumentar a excregio
de proteinas e aminoacidos essenciais.

Os taninos condensados inibem a atividade enzimitica de celulase,
pectinase, amilase, lipase, enzimas proteoliticas, B-galactosidase e enzimas
microbianas envolvidas na fermentacdo de grios de cereais. Os taninos também
afetam a utilizagdo de vitaminas e minerais, particularmente vitamina A e ferro

‘(Chung et al., 1998). Porém, Proulx, Weaver e Bock (1993) nio observaram
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influéncia dos taninos na absor¢do de calcio fornecido por trés variedades de
feijdo, tanto cruas como cozidas.

O consumo de alimentos ricos em taninos, como cha de ervas, provoca a
incidéncia de cincer, como do esdfago, mas pode ter uma associa¢do negativa
com a incidéncia de cincer de estdmago. Muitos taninos tém mostrado reduzir a
atividade mutagénica. As atividades anticarcinogénica e antimutagénica dos
taninos devem estar relacionadas a sua propriedade antioxidativa, que é
importante na prote¢io do dano oxidativo celular, incluindo peroxidagdo lipidica
(Chung et al., 1998).

Os taninos presentes em concentragdes variadas nos alimentos tém
efeitos profundos na saide humana. Como os taninos podem estar envolvidos na
formac¢do de céncer, sio antinutritivos ou apresentam outros efeitos adversos,
nio é desejavel ingeri-lo em grandes quantidades. Entretanto, a ingestdo do tipo
correto e de pequena quantidade pode promover condi¢des Gtimas de saude, uma
vez que afetam as enzimas metabolicas, a imunomodulagio ou outras fungdes
(Chung et al., 1998). Assim, apés um ampla revisdo dos taninos em relagdo a
satide humana, Chung et al. (1998) concluiram que mais estudos sdo necessarios
para determinar: a) o destino dos taninos no corpo humano, b) a
carcinogenicidade ou nio de cada molécula de tanino em orgdos alvos
especificos, ¢) o mecanismo de a¢do envolvido nas atividades anticarcinogénica,
antimutagénica e antimicrobial e d) a aplicagio de taninos na medicina e
industria.

O teor de taninos em folhas de mandioca aumenta com a maturidade
(Gémez e Valdivieso, 1985; Ravindran e Ravindran, 1988) e varia entre
cultivares numa faixa de 2,91 a 4,30% equivalentes de acido tanico na matéria
seca (Padmaja, 1989). Por sua vez, Reed et al. (1982) encontraram que a fibra
detergente neutra (FDN) obtida da farinha de folhas secas a 55°C, por 48 horas

em estufa de ventilagio forgada, contém taninos condensados e niveis elevados
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de proteina bruta. A quantidade de proteina bruta na FDN, que é insolivel
quando tratada com pepsina e protease, ¢ altamente correlacionada com a
quantidade de taninos na FDN. Os taninos condensados sdo ricos em
prodelfinidina e devem ser um importante fator limitante no valor nutritivo de
forragem da mandioca.

Para aumentar a disponibilidade biolégica de proteinas de folhas de
mandioca, Padmaja (1989) estudou os efeitos de certos tratamentos na redugio
dos niveis de taninos condensados. Esse autor constatou que a secagem a 60°C
reduziu o teor de taninos. Murchamento do ramo todo sob sombra por 16 horas,
seguido pela secagem das folhas a 60°C foi mais vantajoso na redugdo dos niveis
deste composto. Ele também observou um teor de tanino ligeiramente mais
elevado na farinha de folhas de mandioca que foram secas em estufa a 45°C, por
24 horas. Além disso, ele também observou redugdo dos niveis de taninos de 79
e 95% quando pulverizou hidréxido de aménio, 2,5 mol/L e concentrado, sobre
as folhas de mandioca frescas, respectivamente. Gomez e Valdivieso (1985)
verificaram que a folhagem de mandioca seca ao sol apresentou niveis mais

baixo de taninos que a seca em estufa 60°C.
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CAPITULO 2

FARINHA DE FOLHAS DE MANDIOCA I - EFEITO DA SECAGEM
DAS FOLHAS SOBRE A ATIVIDADE DA LINAMARASE

RESUMO

Uma das propriedades toxicas associadas as folhas de mandioca
(Manihot esculenta Crantz) frescas é devida ao acido cianidrico livre, que é
liberado quando seus glicosidios cianogénicos, linamarina e lotaustralina, sio
hidrolisados. Das enzimas envolvidas na liberagdo de acido cianidrico, a
principal é a linamarase. O efeito da temperatura de secagem de folhas de
mandioca, cultivar Baiana, sobre a liberagdo do acido cianidrico foi estudado.
Antes da secagem das folhas, foram realizados dois ensaios in vitro: determinagfo
do pH 6timo e medida da estabilidade térmica da linamarase, visando a escolha
das temperaturas de secagem. O pH étimo foi 6,0 e a linamarase manteve-se
estavel por duas horas, entre 15 e 30°C. Em temperaturas maiores que 30°C, a
enzima comegou a perder progressivamente a atividade. A partir dos resultados
obtidos, foram realizadas as seguintes formas de secar as folhas, que foram
colocadas em bandejas de papel e estas: 1 - sobre bancadas de madeira, em
recinto fechado e arejado, a temperatura ambiente, por 14 horas (das 17 as7h)
e, em seguida, ao sol, sobre piso de concreto; 2 - a sombra, sobre bancadas de
madeira, em recinto fechado e arejado, a temperatura ambiente; 3 - ao sol, sobre
piso de concreto; 4 - em estufa, a 30°C; 5 - em estufa a 40°C. Apos secagem,
retirou-se o peciolo e as folhas foram moidas. Em seguida, determinou-se o teor
de cianeto e mediu-se as atividades das linamarase e tripsina em cada amostra de



farinha. O menor teor em cianeto foi encontrado para a farinha de folhas secas a
sombra. A linamarase e a tripsina apresentaram maiores atividades nas farinhas
de folhas secas ao sol e em estufa a 40°C, apresentando uma relagdo direta com
o teor de cianeto. Esses resultados contrariam a medida da estabilidade térmica
da linamarase in vitro, onde ela permaneceu estivel somente até 30°C. E
provavel, que a perda de atividade desta enzima no interior da folha de mandioca
durante o periodo de secagem seja mais lenta do que quando se trabalha in vitro,
o que levou a uma desnaturagdo mais rapida. Concluiu-se que o processo de
secagem a sombra é o melhor para a eliminagdo de cianeto. Todavia, para a
cuitivar Baiana, poderia-se secar as folhas nas diferentes formas empregadas
neste trabalho, se for para usar a farinha no preparo de multimisturas ou
adicionadas como pitadas nas refei¢Ses. Caso contrario, deve-se ter o cuidado de

R PRI]

de cianeto nas folhas, evitando-se assim qualquer risco de toxidez.

TERMOS PARA INDEXACAO: Folhas de mandioca, secagem, farinha,

linamarase, cianeto.
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THE FLOUR OF CASSAVA LEAVES I- THE EFFECTS OF LEAF-
DRYING ON THE ACTIVITY OF LINAMARASE

ABSTRACT

One of the toxicant properties associated to the fresh leaves of cassava
(Manihot esculenta Crantz) is due to the free hydrogen cyanide. It is liberated
when its cyanogenic glycosides, linamarin and lotaustralin, are hydrolised. Of
the enzymes involved in the liberation of hydrogen cyanide, the main one is the
linamarase. The effect of the temperature of the drying of cassava leaves on the
release of hydrogen cyanide was studied. Before the drying of the leaves, two
rehearsals in vitro were accomplished: determination of the pH optimum and
measure of the thermal stability of the linamarase, seeking the choice of the
drying temperatures. The pH optimum was 6,0 and the linamarase kept stable for
two hours, between 15 and 30°C. In temperatures higher than 30°C, the enzyme
began to lose its activity progressively. Starting from the obtained results, the
following leaf-drying strategies were applied, the leaves being placed in paper
trays and the following: 1 — on a wood bench, in a shut and airy place, at room
temperature for 14 hours (overnight), and soon after under the sun light, on a
concrete floor ; 2 — under shadow, on a wood bench, in a shut and airy place, at
room temperature; 3 - under the sun light, on a concrete floor; 4 — in oven at
30°C; 5 - in oven at 40°C. After drying, the petiole was removed and the leaves
were ground and sieved using of 40-mesh sieve. Soon afterwards the level of
cyanide was determined and the activities of the linamarase and trypsin were
measured, in each flour sample. The lowest level in cyanide was found for the
flour leaves dried in the shadow. The linamarase and the trypsin presented

higher activities levels in the flours of leaves dried under sun and those dried in



oven to 40°C, evidencing a direct relationship with the level of cyanide. These
results are in contradiction with the measure of the thermal stability of the in
vitro linamarase, where it stayed stable only up to 30°C. It is probable, that the
loss of activity of this enzyme in interior of the cassava leaf during the drying
period is slower than when one works in vitro, which leads to a faster
desnaturation. The conclusion drawn was that the under-shadow drying process
is the best choic for the elimination of cyanide. Nevertheless, as for the Baiana
cultivar, one might have the leaves dried using any of the different methods
mentioned in this piece of work, if one is to use the flour in preparation of multi-
component mixtures or added as pinches in meals. Otherwise, cne must
considerer other cassava cultivars which feature lower initial cyanide levels on

their leaves, in order to avoid any risk of toxicity.

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

As folhas de mandioca frescas contém glicosidios cianogénicos,
linamarina e lotaustralina que, ao sofrerem hidrélise, liberam o acido cianidrico,
toxico aos seres humanos. Essa liberagdo é propiciada pela acdo da enzima
linamarase em plantas cujos tecidos foram danificados mecanicamente ou
quando a integridade fisiologica foi perdida, como no caso de murchamento das
folhas, ou pela agdo da fB-glicosidase no trato digestivo de animais.

Animais podem eliminar cianeto por varias vias metabélicas, sendo a
principal a reagio com tiosulfato para formar tiocianato. Essa conversio
representa uma redugio de 200 vezes em toxicidade. O tiocianato, entretanto,
interfere no metabolismo de icdo, causando hipertirecidismo em animais
(Langer, 1966; Sihombing, Cromwell e Hays, 1971) e humanos (Ekpechi,
Dimitriadou e Fraser, 1966).

Gomez e Valdivieso (1985) verificaram os efeitos da secagem ao sol,
sobre piso de concreto ou em estufa a 60°C sobre a elimina¢do de cianeto da
folhagem de mandioca. Concluiram que secagem ao sol reduziu mais o teor de
cianeto que aquela a 60°C (82 a 94% versus 68 a 76%, respectivamente).
Também observaram que a maior parte do cianeto presente na folhagem seca ao
sol era constituida por cianeto livre (62 a 77%), enquanto na folhagem seca a
60°C, havia apenas 24 a 36%. Padmaja (1989) estudou o efeito de trés
temperaturas de secagem (45, 60 e 75°C) sobre o nivel de cianeto de folhas de
cinco variedades de mandioca e observou que os menores teores foram
encontrados nas folhas secas a 60°C, variando de 7,7 a 15 mg/100 g de matéria
seca. Também constatou que o murchamento do ramo todo sob sombra, por 16
horas, seguido pela secagem das folhas a 60°C foi mais eficaz na reducdo dos

niveis de cianeto. Porém, a picagem das folhas murchas antes da secagem
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acarretou a maior retengdo de cianeto, comparada com a secagem da folha
inteira murcha.

No Brasil, o pé de folhas de mandioca vem sendo utilizado como
ingrediente de multimisturas ou adicionado a refeicio (uma pitada de trés
dedos), no combate a desnutri¢io de criangas, sendo acrescentadas 3 merenda
escolar ou incluidas em cestas basicas para familias carentes, em varias regides
(Brandio e Brandio, 1989; Altemativas ..., 1994). Todavia, até esta data ndo
existem pesquisas em relacio ao teor de cianeto nessas multimisturas. Além
disso, o nivel de cianeto em folhas de mandioca de diferentes cultivares é muito
variado, sendo esta variabilidade devida, principalmente, ao fator genético
(Barrios e Bressani, 1967; Chew, 1972; Yeoh e Oh, 1979; Teles et al., 1981;
Ravindran e Ravindran, 1988). Portanto, a escotha da cultivar a ser processada
também deve ser considerada como um fator importante.

Neste trabalho estudou-se o efeito da temperatura de secagem das folhas
de mandioca da cultivar Baiana, utilizada para o consumo da raiz tuberosa, sobre

a liberagdo de cianeto.
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2 MATERIAL E METODOS

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

experimento.

2.1 Etapal

Nesta etapa foram determinadas as condigGes 6timas de agdo in vitro da
linamarase (pH e estabilidade térmica), visando escolher a temperatura de
secagem das folhas de mandioca que resultasse em maior liberagdo do cianeto.

As folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz, cultivar Baiana) maduras e

frescas, originarias do Sitio Santa Maria, Municipio de Ijaci-MG, foram colhidas

pela manh3, transportadas para o laboratdrio em caixa de isopor contendo gelo e

processadas logo em seguida.

a) Umidade (AOAC, 1990) - foi utilizado o método de perdas de agua por
dessecagio em temperatura de 100 a 105°C da amostra de folhas frescas de
mandioca, em triplicata.

b) Obtengdo da linamarase (Santos, 1985, com adaptagdes) — uma folha de
mandioca fresca foi cortada com uma tesoura em pedacos de cerca 0,25 cm’ e
homogeneizados. Pesou-se 1,0 g que foi triturado em gral de porcelana
contendo 0,1 g de acido ascérbico e 0,2 g de polivinilpirrolidona-insolavel
(Sigma P — 6755) em banho-de-gelo, até se obter uma massa homogénea. Em
seguida, suspendeu-se em 10 mL de tampdo citrato-fosfato 20 mmol/L, pH
6,0 e centrifugou-se a 2.000 x g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido, dividido em porgdes e congelado até ser utilizado.

c) Obtengdo da curva de pH (Santos, 1985, adaptado) — aliquotas de 0,2 mL do
extrato enzimitico foram incubadas a 30°C, com 0,2 mL do substrato,



p-nitrofenil-B-D-glicopiranosidio (10 mmol/L), preparado em tamp#o citrato-
fosfato 0,2 mol/L, variando o pH de 3,0 a 7,0, em intervalos de 0,5 unidades.
A reagdo foi interrompida pela adigiio de 1,6 mL de NaOH 0,2 mol/L, nos
tempos 10, 20, 30 e 40 minutos. Controles sem enzima (branco de substrato)
e sem substrato (branco de enzima) foram incubados do mesmo modo que os
experimentais. A leitura espectrofotométrica foi feita a 400 nm, contra agua.
Considerou-se como pH étimo (100% de atividade) a inclinagio da reta do
grafico (absorbancia x tempo) que apresentou maior valor.

d) Medida da estabilidade térmica da linamarase — aliquotas de 0,2 mL do
extrato enzimatico foram incubadas nas temperaturas de 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 60 e 70°C, por duas horas, antes da realizagio do ensaio nas mesmas
condigdes descritas no item ¢, mas apenas em pH 6,0. A curva padrio foi
obtida com aliquotas de 0,05 a 0,40 mL da solugdo aquosa de p-nitrofenol
(0,0174 g/5060 mL) para um volume de 0,40 mL, seguido da adicio de
1,6 mL de NaOH 0,2 mol/L. A leitura espectrofotométrica foi feita a 400 nm,
contra agua. A atividade calculada foi expressa em umol de substrato
hidrolisado por minuto (U) por 100 g de matéria seca (MS).

2.2 Etapa Il
Em fungdo dos resultados obtidos na etapa I, as folhas de mandioca
foram colhidas com o peciolo pela manhi (exceto aquelas a serem submetidas a
secagem pela forma 1), no més de abril (fase de acimulo de amido),
transportadas em caixas de isopor contendo gelo até o local da secagem, sendo
colocadas em bandejas de papel e secas das seguintes formas:
1 - sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e arejado, & temperatura
ambiente, por 14 horas (das 17 s 7 h) e, em seguida, ao sol, sobre piso de
concreto;
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2 - a sombra, sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e arejado, a
temperatura ambiente;

3 - ao sol, sobre piso de concreto;

4 - em estufa a 30°C,;

5 - em estufa a 40°C.

Apés a secagem, retiraram-se os peciolos e as folhas foram trituradas em
ligiiidificador e passadas em peneira de 40 mesh, sendo o residuo triturado em
gral de porcelana. As farinhas foram embaladas em recipientes de vidro envoltos
com papel aluminio e hermeticamente fechados, até as analises quimicas.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com cinco

tratamentos e quatro repeticGes (Pimentel Gomes, 1990).

2.2.1 Andliges quimicas

a) Umidade (AOAC, 1990) — foi utilizado o método de perdas de agua por
dessecagdo em temperaturas de 100 a 105 °C da amostra de folhas frescas de
mandioca e da farinha de folhas, em triplicata.

b) Cianeto

v Extrato enzimatico para a obten¢io da linamarase — foi preparado como
descrito no item b da Etapa 1. Em seguida, foi dialisado com tampdo citrato-
fosfato 50 mmol/L, pH 6,0, para remover os glicosidios cianogénicos. A
atividade da enzima foi medida como descrita no item d da Etapa I.

v Preparo dos extratos contendo glicosideos cianogénicos para a dosagem de
cianeto (Ikediobi, Onyia e Eluwah, 1980, com algumas adaptagdes) — 1,0 g
da farinha de fothas foi misturado com 25 mL de HCI 0,1 mol/L e agitados
por 15 minutos, em agitador magnético, a temperatura ambiente. Filtrou-se e
o pH do extrato foi ajustado para 6,0 com solugio de NaOH 0,2 mol/L. A
seguir centrifugou-se a 2.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi

recolhido e congelado até ser analisado.
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v" Determinagiio de cianeto (Wood, 1966) ~ foram pipetados 0,15 mL do
extrato contendo os glicosidios cianogénicos, 0,05 mL do extrato enzimatico
e a mistura incubada a 30°C, por 1 hora. Em seguida, foi adicionado 0,8 mL
de uma mistura recente de acido picrico saturado (1,4 g/100 mL a 30°C) e
carbonato de sodio 5g /100 mL na proporgdo 1:1. Foi deixada em repouso
por 10 minutos, adicionou-se 1,5 mL de agua e aqueceram-se os tubos com
as solugdes durante 12 minutos em banho-maria em ebuli¢io. A leitura foi
feita em 530 nm, utilizando o cianeto de potissio como padrio. Além do
branco reagente fez-se também branco de extrato contendo os glicosideos
cianogénicos (sem enzima) e branco do extrato enzimatico (sem glicosideos
cianogénicos). Os resultados foram expressos em mg de cianeto/100 g de
MS.
¢) Atividade da linamarase na farinha de folhas ~ o extrato enzimatico foi obtido
agitando-se por 30 minutos, em agitador magnético, dentro da geladeira,
0,3 g da farinha de folhas de mandioca em 10 mL de tampio citrato-fosfato
20 mmol/L, pH 6,0, contendo 0,1 g de acido ascorbico e 0,2 g de
polivinilpirrolidona-insoliivel. Em seguida, o extrato foi filtrado por tela de
nailon e centrifugado a 2.000 x g por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e mediu-se a atividade da enzima, como descrito no item d da Etapa
L
d) Atividade da tripsina na farinha de folhas (Erlanger, Kokowsky e Cohen,
1961) - o extrato enzimatico foi obtido agitando-se por 15 minutos, em
agitador magnético, a 4°C, 1,0 g da farinha de folhas de mandioca em 15 mL
de agua destilada. O extrato foi filtrado por tela de nailon, centrifugado a
2.000 x g por 15 minutos, a 4°C e congelado até ser analisado. Aliquotas de
0,2 mL do extrato enzimitico foram utilizadas para determinar a atividade de
tripsina a 37°C, juntamente com 1,0 mL de tampio tris 0,2 mol/L, pH 8,5, e
1,0 mL do substrato benzoil-dL-arginina-p-nitroanilida — BApNA (0,435
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g/L) e a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 0,2 mL de acido acético 30
mL/100 mL. Em cada determinag¢fio, a mistura de reagdo foi incubada por 0,
30, 60, 120 e 240 minutos. Controles sem enzima (branco de substrato) e sem
substrato (branco de enzima) foram incubados do mesmo modo que os
experimentais. A leitura espectrofotométrica foi realizada em 410 nm. A
atividade foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar da p-
nitroanilina (8800) e foi expressa em nmol de substrato hidrolisado/minuto
(mU) por 100 g de MS.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

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

Na Figura 1 mostra-se a atividade da enzima em fungdo do pH. A
linamarase, atuando nos pH 3,0, 3,5 e 4,0 apresentou atividades de 1, 12 e
40,5%, respectivamente. Observou-se que o pH 6timo da enzima foi 6,0. Este
valor esta dentro daqueles registrados na literatura, entre 6,0 e 7,3 (Cooke, Blake
e Battershill, 1978, Eksittikul e Chulavatnatol, 1988, Yeoh, 1989; Mkpong et al.,
1990).

120
100

80

% atividade

4,5 5 55 6 6,5 7
pH

FIGURA 1 Atividade da linamarase em fun¢do do pH.

Uma vez determinado o pH étimo, nas condigdes de ensaio empregadas,
pdde-se medir a estabilidade térmica da enzima. De acordo com a Figura 2,
verificou-se que a atividade enzimitica manteve-se estdvel por duas horas, entre
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FIGURA 2 Estabilidade térmica da linamarase por duas horas em diferentes
temperaturas.

15 e 30°C. Em temperaturas maiores que 30°C a enzima comegou
progressivamente a perder atividade. Apés duas horas a2 35 e a 40°C, a enzima
perdeu 30 e 57 % da sua atividade, respectivamente, € a 50, 60 e 70°C a enzima
perdeu totalmente a sua atividade. Ja Yeoh (1989) encontrou uma reducdo de
34 % na atividade da linamarase de folhas de mandioca, apés 30 minutos a 55°C
e uma redu¢iio de 50 %, apés uma h a 50°C. Esses dados mostram que a enzima
pode perder a sua atividade dependendo da temperatura e do tempo de
exposicio. Mkpong et al. (1990) também mediram a atividade da linamarase em
folhas de mandioca frescas de dez variedades e encontraram valores que
variaram entre 320 e 3.430 U/100 g MS estando o valor médio encontrado para a
cultivar Baiana (411 U/100 g MS) dentro da referida faixa.

A analise de variincia dos teores de cianeto e das velocidades de reagdo
da linamarase e da tripsina da farinha de folhas de mandioca resultou em
diferengas significativas, a 1% de probabilidade pelo teste F, quando as folhas
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A anilise de varidncia dos teores de cianeto e das velocidades de reagio
da linamarase e da tripsina da farinha de folhas de mandioca resultou em
diferencas significativas, a 1% de probabilidade pelo teste F, quando as folhas
foram submetidas as diferentes formas de secagem (Tabela 1A, Anexo A). Na
Tabela 1 sdo apresentados os resultados médios dos teores de cianeto e das
velocidades da linamarase e da tripsina, obtidos para as farinhas de folhas de

mandioca.

TABELA 1 Teores médios de cianeto e velocidades médias da linamarase e
tripsina das farinhas de folhas de mandioca submetidas a diferentes formas de
secagem.

Em 100 g de matéria seca

Secagem®* Cianeto Linamarase Tripsina
mg U mU

1 - 50,85 ab 1.876 b 365,52b

2 19,39d 1.729b 397,68b

3 49,25b 3519a 698,42 a

4 3622¢ 1.663 b 352,790

5 56,46 a 3.337a 703,00 a

Teores médios de umidade (g/100 g) da folha fresca : 70,50 e das farinhas de
folhas: 9,40.

* Secagem: 1- colocadas sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e
arejado, 4 temperatura ambiente, por 14 horas (das 17 as 7 h) e, em seguida, ao
sol, sobre piso de concreto; 2 - a4 sombra, sobre bancadas de madeira, em recinto
fechado e arejado, a temperatura ambiente; 3 - a0 sol, sobre piso de concreto;
4 - em estufa a 30°C; 5 - em estufa a 40°C.

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05).

A farinha das folhas secas 4 sombra apresentou o teor de cianeto, em
mg/100g de MS, mais baixo (19,39), seguida pela seca em estufa a 30°C (36,22).
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v 44 h (inclusive as 14 h de sol), para as folhas colocadas sobre bancadas de
madeira a tarde e depois ao sol na manh3 seguinte (1),

v’ 28 h para as secas em estufa a 30°C (4);

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

v 24 h para as secas em estufa a 40°C (5).

Durante a secagem, com o murchamento das folhas, ocorre liberagio de
acido cianidrico devido & agio da enzima linamarase sobre o glicosidio
cianogénico. Portanto, quanto mais tempo a linamarase puder atuar sobre os
glicosidios cianogénicos, maior sera a liberagéo do acido cianidrico, e, para que
isto ocorra, é necessaria a presen¢a de agua, uma vez que a linamarase é uma
enzima hidrolitica. Isso deve explicar porque a secagem a sombra ocasionou
maior redugdo de HCN. Todavia, os niveis que permaneceram apos as diferentes
formas de secagem ainda tomam a farinha de folhas de mandioca toxica, uma
vez que teores de 5 a 10 mg HCN/100 g sdo considerados toxicos, segundo
Ikediobi, Onyia e Eluwah (1980). Considerando-se que, de modo geral, 100 g da
multimistura contém 3 g de p6 de folhas (Madruga e Camara, 1997), e caso se
utilize a farinha produzida neste trabalho, obter-se-ia um teor maximo de 1,7 mg
de cianeto (secagem a 40°C) para um consumo de 100 g da multimistura/dia, o
que nio é toxico. Também a adigdo de uma pitada de trés dedos, equivalente a
1,5 g, de p6 de folhas por refei¢io (Alternativas ..., 1994) ndo acarretaria
problemas de toxidez.

A linamarase apresentou maior atividade (U/100 g MS) na farinha, cujas
folhas foram secas ao sol (3.520) e em estufa a 40°C (3.380). Esses resultados
contradizem aquele obtido no estudo da estabilidade térmica desta enzima, no
qual ela permaneceu estivel somente até 30°C. E provavel que a perda de
atividade desta enzima no interior da folha de mandioca durante o periodo de

secagem seja mais lenta do que quando se trabatha in vitro, o que levou a uma
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desnatura¢do mais rapida. Mais estudos devem ser realizados para buscar
informagGes que expliquem tais resultados.

Observou-se também uma relagdo direta entre o teor de cianeto ¢ a
atividade da linamarase. A fim de buscar uma explicagdo para esse resultado,
mediu-se também a atividade da tripsina (enzima proteolitica), a qual apresentou
o mesmo comportamento da linamarase, ou seja, maior atividade (703 mU/100 g
MS) nas farinhas das folhas secas ao sol e em estufa a 40°C. Constata-se, assim,
que houve diminuigdo da atividade destas enzimas quando as temperaturas de
secagem foram menores. Uma vez que a linamarase, quando em solugdo, perdeu
a sua estabilidade térmica a partir de 30°C, talvez a permanéncia da enzima por
mais tempo na presenga de agua (maior periodo de secagem) tenha levado a uma

diminuigao da sua atividade, o0 mesmo ocorrendo com a tripsina.
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4 CONCLUSAO

Das temperaturas estudadas neste trabalho, a secagem das folhas de
mandioca & sombra acarretou a maior liberagdo de acido cianidrico. Todavia,
para a cultivar Baiana, poderiase secar as folhas nas diferentes formas
empregadas neste trabalho, se for para utilizar a farinha no preparo de
multimisturas ou adicionadas como pitadas nas refeigdes. Caso contrario, deve-
se ter o cuidado de selecionar outras cultivares de mandioca que tenham niveis
iniciais mais baixos de cianeto nas folhas, evitando-se assim qualquer risco de

toxidez.
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CAPITULO 3

FARINHA DE FOLHAS DE MANDIOCA II - EFEITO DA SECAGEM
DAS FOLHAS SOBRE OS NiVEIS DE ALGUNS NUTRIENTES E
ANTINUTRIENTES

RESUMO

O pd de folhas de mandioca, secas apenas a sombra, vem sendo utilizado
no Brasil em programas de melhoria da qualidade nutricional de familias
carentes e criancas desnutridas como fonte, principalmente, de vitaminas e
minerais. Visando encontrar temperaturas de secagem das folhas de mandioca
em que ndo ocorressem perdas de nutrientes e que permitissem uma
reducio/inativagio maior dos antinutrientes, quando comparada com a secagem
4 sombra, foram escolhidas as seguintes formas de secar as folhas, sendo
colocadas em bandejas de papel e estas: Apos secagem, retiraram-se os peciolos
e as folhas foram moidas e passadas em peneira de 40 mesh, sendo o residuo
triturado em gral de porcelana. Apds homogeneizagdo, a farinha foi submetida
as analises de umidade, fibra detergente neutra, fibra detergente acida, proteina
bruta, agiicares totais, vitamina C, B-caroteno, cianeto, nitrato, oxalato, inibidor
de tripsina, polifenois e digestibilidade protéica in vitro. Os teores mais elevados
de proteina bruta e os mais baixos de agicares e vitamina C totais foram
encontrados nas farinhas de folhas secas 4 sombra. Os teores mais baixos de 3-
caroteno foram encontrados nas farinhas de folhas secas da forma 1. Em relagdo
aos antinutrientes, a farinha de folhas secas & sombra apresentaram teores mais
baixos de cianeto, inibidor de tripsina e polifenéis. Como conseqiiéncia, a

digestibilidade protéica in vitro foi a mais elevada. Observou-se que nas



temperaturas mais elevadas de secagem houve redugdo nos teores de nitrato e
oxalato. Concluiu-se que a secagem a sombra continua sendo a melhor op¢do,
porém, em periodos de chuva se poderia optar pela secagem artificial em estufa
a 30°C. Contudo, é recomendavel selecionar cultivares que apresentem teores
mais baixos de substancias antinutritivas.

TERMOS PARA INDEXACAO: folhas de mandioca, farinha, secagem,
nutrientes, antinutrientes, digestibilidade protéica.
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THE FLOUR OF CASSAVA LEAVES II - THE EFFECT OF THE
DRYING OF THE LEAVES ON THE LEVELS OF SOME NUTRIENTS
AND ANTINUTRIENTS

ABSTRACT

The flour made of cassava leaves dried in the shade, has been used in
Brazil in programs that seek the improvement of the nutritive quality of food for
families in need and undernourished children as a source, mainly, of vitamins
and minerals. Seeking to find temperatures of drying the cassava leaves, at
which losses of nutrients wouldn‘t occur and that would allow for a larger
reduction/inactivation of the antinutrients, when compared with the drying to the
shade system, the following forms of drying the leaves were chosen, the leaves
having been placed in paper trays and the following: 1 — on a wood bench, in a
shut and airy place, at room temperature for 14 hours (overnight), and soon after
under the sun light,‘on a concrete floor ; 2 — under shadow, on a wood bench, in
a shut and airy place, at room temperature; 3 - under the sun light, on a concrete
floor; 4 — in oven at 30°C; 5 - in oven at 40°C. After drying, the petiole was
removed and the leaves were ground and sieved using of 40-mesh sieve, the
residue being triturated in porcelain grail. After homogenization this flour was
submitted to the moisture, neutral detergent fiber, acid detergent fiber, crude
protein, total sugars, vitamin C, B-carotene, cyanide, nitrate, oxalate, trypsin
inhibitor, poliphenols, and in vitro protein digestibility analyses. All the
nutrients analyzed in the flours of cassava leaves, except for the fibers, presented
significant differences to one another. The leaves which were dried in the shade
fared higher levels of crude protein and lower levels of total sugars and vitamin

total C. As for the B-carotene, the lowest levels were found in the flour of leaves
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dried by form 1. As for the antinutrients, the flour of leaves dried to the shade
presented lower levels of cyanide, trypsin inhibitor and poliphenols. As
consequence, the in vitro protein digestibility tumed out to be higher. It was
observed that there was a reduction in the levels of nitrate and oxalate in the
elevated temperatures of drying. The conclusion drawn was that the drying
under the shade system continues to be the best option. However, during rainy
periods one could opt for the drying artificial in oven at 30°C. Anyway, it is
advisable to select cultivars that feature lower levels of antinutritive substances.

INDEX TERMS: Cassava leaves, drying, flour, nutrients, antinutrients, protein
digestibility.
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1 INTRODUCAO

O pé de folhas de mandioca secas apenas 4 sombra vem sendo utilizado
no Brasil em programas de melhoria da qualidade nutricional de familias
carentes e criangas desnutridas, como fonte, principalmente, de vitaminas e
minerais (Brandio e Brandio, 1989; Altemativas ..., 1994). Quando os vegetais
sdo secos por métodos convencionais, ocorrem perdas de acido ascorbico e
caroteno (vitamina C e A, respectivamente), enquanto que o aquecimento
moderado das proteinas provoca somente desnaturagdo protéica, sem qualquer
desvantagem sob o ponto de vista nutricional (Antunes, 1994).

Segundo Cheftel, Cheftel e Besangon (1992), o efeito dos tratamentos
térmicos sobre as proteinas depende das condi¢des em que se realizam e da
natureza do produto. Os mais drasticos, em presenca ou ndo de agucares, sdo
sempre desfavordveis as proteinas enquanto que os tratamentos moderados
somente sdo prejudiciais quando se realizam na presenca de agucares redutores.
Ainda de acordo com, esses autores, as vitaminas A e C podem ser destruidas
parcialmente por oxida¢do durante a secagem com ar quente.

O acido ascorbico é um nutriente afetado, na maioria das vezes, por
qualquer forma de processamento. Por outro lado sdo muitos os fatores que
podem influenciar na degradagio do acido ascérbico, sendo impossivel
estabelecer com clareza as relagdes precisas entre precursores e produtos, exceto
para as etapas iniciais da reagio. Entre aqueles que influenciam os mecanismos
degradativos podem ser citados a temperatura, a concentragdo de sal e agucar, o
pH, a presenga ou niio do oxigénio, as enzimas, os catalisadores metalicos, a
concentragdo inicial do dcido e a relagdo acido ascorbico/acido deidroascorbico.
J4 o caroteno é degradado por mecanismo de oxidagdo de radical livre, com grau
de oxidagio dependendo da temperatura de secagem. Em temperaturas elevadas,
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o B-caroteno pode fragmentar-se, originando uma série de hidrocarbonetos
aromaticos. Na presenca de oxigénio ocorrem perdas consideraveis de
carotendides ativados pela luz, enzimas e por co-oxida¢dio com hidroperdxidos
lipidicos (Tannenbaum, Young e Archer, 1993),

Na literatura pesquisada, duas substincias antinutricionais tém sido
destacadas em folhas de mandioca: os glicosidios cianogénicos e os taninos
(Reed et al., 1982; Gomez e Valdivieso, 1985; Ravindran e Ravindran, 1988;
Padmaja, 1989). A primeira esta relacionada a liberagio de HCN, que ¢é toxico,
e a segunda a digestibilidade da proteina. Entretanto, outras substincias
antinutricionais, que poderiam estar presentes e prejudicando a qualidade da
farinha de folhas de mandioca, deveriam ser estudadas, como o nitrato, o
oxalato e o inibidor de tripsina. O uso abusivo de fertilizantes tem levado a um
aumento no acumulo de nitrato nos vegetais, especialmente nos folhosos (Rath,
Ximenes e Reyes, 1994). O efeito toxico do nitrato ocorre quando ele é
reduzido a nitrito, que oxida a oxihemoglobina para uma forma incapaz de
transportar oxigénio e atua como um precursor carcinogénico em combinagdes
N-nitroso, ou seja, nitrato e nitrito em alimentos podem reagir com aminas
secundarias para formar nitrosaminas.

Certas nitrosaminas sdo carcinogénicas por provocarem o aparecimento
de tumores malignos em algumas espécies de animais, porém, ndo ha evidéncias
de que possam acarretar cincer em humanos (Sgarbieri, 1987). Segundo Faboya
(1990), o oxalato interage com o cation bivalente Ca levando a formagdo de
cristais insoliveis de oxalato, impedindo a disponibilidade de calcio para o
organismo. Ja o inibidor de tripsina é responsavel pelo atraso no crescimento e
hipertrofia pancredtica em determinados animais (Sgarbieri, 1987).

Algumas dessas substincias antinutritivas podem ter os seus teores
reduzidos durante a secagem das folhas de mandioca. E o caso do HCN, cujos
teores sio reduzidos devido ao contato da enzima linamarase com o substrato
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glicosidio cianogénico, quando ocorre o rompimento dos tecidos (murchamento
da folha).

No presente trabalho, estudou-se o efeito de diferentes formas de
secagem de folhas de mandioca sobre o teor de alguns nutrientes e
antinutrientes, a fim de encontrar temperaturas de secagem que nio acarretassem
perdas de nutrientes e que permitissem maior redugdo/inativagdo dos

antinutrientes, quando comparadas com a secagem apenas a sombra.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras.

2.1 Coleta e preparo da amostra

As folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz, cultivar Baiana)
foram coletadas, preparadas e armazenadas como descrito no Capitulo 2, Etapa
II. O delineamento estatistico utilizado também foi o mesmo (Pimentel Gomes,
1990). As farinhas obtidas foram submetidas as analises quimicas descritas em
seguida.

2.2 Andlises quimicas

a) Umidade (AOAC, 1990) — descrita no Capitulo 2, etapa II.

b) Fibra detergente neutro e fibra detergente icido proposto por Van Soest e
Wine, descrito por Silva (1990) — apés digestio da amostra com solugdes
para fibra detergente neutro (FDN) e para fibra detergente acido (FDA) por
l1h a 100°C, os extratos foram filtrados em cadinhos de porcelana (tarados)
contendo 13 de vidro, sob vacuo e lavados com agua quente e acetona. Os
cadinhos foram levados & estufa por 24 h e a quantidade de fibras
determinada por diferenca de peso. Os resultados foram expressos em g/100g
de matéria seca (MS).

¢) Proteina bruta (AOAC, 1990) — foi determinada com base no teor de
nitrogénio, dosado pelo método de Kjeldahl. Utilizou-se o fator de conversio
6,25 para obter o teor de proteina. Os resultados foram expressos em g/100g
de MS.
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d) Agtcares totais — os agucares foram extraidos pelo método de Lane - Enyon
AOQAC (1990) e determinados pelo método de Somogy, adaptado por Nelson
(1944). Apés digestdio das farinhas com etanol 75 mL/100 mL a 80°C por
1 h, foram deixadas em repouso por 15 h. Em seguida, o volume da solugdo
foi ajustado para 50 mL. Fez-se uma hidrdlise acida do extrato e a sua
desproteinizagdo. Dosaram-se os agicares totais, por espectrofotometria em
510 nm, empregando-se a glicose como padrdo. Os resultados foram
expressos em g de equivalentes de glicose/100 g de MS.

e) Vitamina C total — determinou-se o teor de vitamina C total pelo método
colorimétrico de Roe e Kuether, descrito por Strohecker e Henning (1967).
Extraiu-se o acido ascorbico das farinhas com acido oxalico 0,5 g/100 mL e
Kiesselgur em agitacdo. Apos filtragdo, dosou-se a vitamina C no extrato,
empregando-se o 2,4-dinitrofenilhidrazina e usando o acido ascorbico como
padrdo. Os resultados foram expressos em g de acido ascorbico/100 g de MS.

f) B-caroteno (Nagata e Yamashita, 1992) ~ as farinhas foram homogeneizadas
com uma mistura de acetona:hexano (4:6). Em seguida, o extrato foi usado
para a leitura de absorbancia em espectrofotometro a quatro comprimentos de
onda; 453; 505; 645 e 663 nm. Para os calculos das concentragbes de P-
caroteno utilizou-se a seguinte equagao:

B-caroteno (mg/100 mL) = 0,216 Agss - 1,22 Agss - 0,304 Asos + 0,452 Agss.
Os resultados foram expressos em mg /100 g de MS.

g) Nitrato (Cataldo et al., 1975) — o nitrato é extraido a 45°C com &gua
deionizada. Na dosagem, um complexo é formado pela nitragdo do acido
salicilico sob condi¢des altamente acidas, o qual pode ser lido a 410 nm em
solugdes basicas (pH maior que 12). A absorbancia do material é diretamente
proporcional & quantidade de nitrato presente, sem a ocorréncia da
interferéncia de ions aménio, nitrito ou cloro. Empregou-se como padrio o
KNO;. Os resultados foram expressos em g de nitrato/100 g de MS.
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h) Oxalato (Loures e Jokl, 1990) ~ o acido oxalico é extraido a quente com acido
cloridrico, precipitado e quantificado pela titulagio do oxalato de calcio com
permanganato de potdssio. Os resultados foram expressos em g de
oxalato/100 g de MS.

i) Cianeto (Wood, 1966; Ikediobi, Onyia e Eluwah, 1980) - descrito no Capitulo
2, etapa Il.

j) Inibidor de tripsina (Kakade, Simons e Liener, 1969; Kakade et al., 1974) - a
farinha foi extraida com solu¢do de NaOH 0,1 mol/L em agitagio magnética.
Apés centrifuga¢do, uma aliquota do sobrenadante foi usada no ensaio
enzimitico empregando o BApNA (benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida)
como substrato e a enzima tripsina. Se existir inibidor na amostra, este inibe a
agdo da tripsina sobre 0 BApNA. A leitura da mistura foi feita a 410 nm. A
atividade do inibidor de tripsina foi expressa em termos de unidade de
tripsina inibida (UTT)/ mg de MS.

k) Polifenéis (Goldstein e Swain, 1963) ~ a farinha foi extraida com metanol
50mL/100 mL em refluxo por trés vezes consecutivas. Os extratos de cada
extragdo foram reunidos, evaporados até o volume de 25 mL e submetidos i
dosagem de polifenéis segundo Folin-Denis, usando acido tinico como
padrio. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido
tanico/100 g de MS.

1) Digestibilidade protéica in vitro (Akeson e Stahmann, 1964) - a farinha (com
teor de nitrogénio conhecido) foi digerida com pepsina e pancreatina, em
seus pH Gtimos. A reagdo foi interrompida pela adicio de acido
tricloroacético. Apds centrifugagdo, dosou-se nitrogénio no sobrenadante. A
caseina foi usada como controle. A digestibilidade encontrada para caseina
foi tomada como padrio e seu valor considerado como 100%. As
digestibilidades das farinhas foram corrigidas em relagio a caseina e os .
resultados expressos em percentagens.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Todos os nutrientes analisados nas farinhas de folhas de mandioca
submetidas a diferentes formas de secagem, a exce¢do das FDN e FDA,
apresentaram diferencgas significativas, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
(Tabela 2A, Anexo A). Na Tabela 1 sio apresentados os teores médios dos
nutrientes analisados nas farinhas de folhas de mandioca, submetidas a
diferentes formas de secagem. Os teores das FDN e FDA variaram de 30,59 a
32,82g/ 100 g de MS e 24,24 a 26,81g/100 g de MS, respectivamente. Reed et
al. (1982) encontraram na farinha de seis variedades de mandioca de Porto Rico,
colhidas aproximadamente aos sete meses, cujas folhas foram secas em estufa de
ventilagio forgada a 55°C por 48 horas, teores médios de FDN e FDA em 100 g
de MS, de 35,4 e 19,1, respectivamente. Comparando-se esses dados com os
deste trabalho, observou-se que ha uma variagdo acentuada nos teores de FDA.
Esta é, provavelmente, inerente a cultivar ou devida a idade das folhas.

A farinha de folhas secas a sombra apresentou os teores, em 100 g de MS,
mais baixos de agiicares totais (3,82g) e vitamina C (108,62 mg) e os mais
elevados de proteina bruta (27,00 g). Em relagdo ao -caroteno, o teor (mg/100 g
de MS) mais elevado foi encontrado na farinha de folhas de mandioca secas a
30°C (84,83), mas diferiu estatisticamente apenas das colocadas sobre bancadas
de madeira a tarde e na manhd seguinte ao sol (64,88). Segundo diversos
autores, as folhas de mandioca apresentam um teor em proteina bruta que varia
de 14,7 a 40 g/100 g de MS (Pechnik e Guimardes, 1962, Rogers e Milner,
1963; Ross e Enriques, 1969; Yeoh e Chew, 1976; Tupynamba e Vieira, 1979;
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TABELA 1 Teores médios de alguns nutrientes das farinhas de folhas de mandioca submetidas a diferentes formas de

secagem.
em 100 g de matéria seca
FDN FDA Proteina Agucares Vitamina C B-caroteno
Secagem* ® ® Bruta (g) totais (g) (mg) (mg)
1 32,24 24,80 23,75d 6,08 a 143,32 ab 64,83 b
2 32,82 26,81 27,00a 382¢ 108,62 b 78,65 a
3 31,13 2424 25,25 be 6,14a 167,96 a 79,98 a
4 32,63 26,25 2425cd 4,61b 157,90 a 84,83 a
5 30,59 25,33 26,00 ab 5,02 b 168,53 a 79,20 a

Teores médios de umidade (g/100 g) da folha fresca : 70,50 e das farinhas de folhas: 9,40.

* Secagem: 1 - sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e arejado, a temperatura ambiente por 14 horas (das 17 as
7 h) e, em seguida, ao sol, sobre piso de concreto; 2 - & sombra, sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e
arejado, a temperatura ambiente; 3 - ao sol, sobre piso de concreto; 4 - em estufa a 30°C; § - em estufa a 40°C.

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si (teste de Tukey, p < 0,05).



Reed et al., 1982; Lancaster e Brooks, 1983; Carvalho et al., 1986; Awoyinka,
Abegunde e Adewusi, 1995). Esta ampla variabilidade ¢ atribuida, de modo
geral, a fatores associados as diferencas de cultivares, fertilidade do solo, clima,
estadio de maturidade e processos de amostragem. Ja para a vitamina C e o B-
caroteno, foram encontrados teores, em 100 g de MS, de 4,91 a 179 mg e de
24,3 a 113,23 mg, respectivamente (Maeda e Salunkhe, 1981; Carvalho et al,,
1986). Esta ampla variagdo é, provavelmente, inerente a cultivar ou devida ao
estadio de desenvolvimento da planta, 3 idade das folhas e as diferentes
temperaturas de secagem empregadas.

A analise de varidncia das substdncias antinutritivas e da digestibilidade
protéica in vitro da farinha de folhas de mandioca, secas sob diferentes formas,
mostrou diferencas significativas a 1% de probabilidade, pelo teste de F (Tabela
3 A, Anexo A). Na Tabela 2 sdo apresentados os teores médios das substincias
analisadas e da digestibilidade protéica in vitro. Observou-se que a secagem a
sombra proporcionou a farinha teores mais baixos de cianeto, de inibidor de
tripsina e de polifendis e, como conseqiiéncia, a digestibilidade protéica foi a
mais elevada. Dessas substancias, ja se sabe que os polifen6is diminuem a
digestibilidade. Seus niveis variaram de 22,68 a 27,80 mg de equivalentes de
acido tinico/g de MS na farinha de folhas em estudo. Ja Padmaja (1989)
encontrou, na farinha de folhas maduras de cinco variedades de mandioca, teores
de polifendis que variaram entre 29,3 e 37,8 mg de equivalentes acido tanico/g
de MS, nio sendo significativamente diferentes da farinha de folhas jovens.
Awoyinka, Abegunde e Adewusi (1995), analisando polifenéis nas farinhas de
folhas jovens, secas em estufa de ventilagio a 70°C, por trés dias, de trés
variedades de mandioca, encontraram niveis, em mg/g, de 2,1, 8,3 e 29,7. Essas
diferenas provavelmente, sio inerentes a cultivar, devido ao estigio de
desenvolvimento da planta, 3 secagem e também a metodologia de extragdo e
dosagem de polifendis.
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TABELA 2  Teores médios de substincias antinutritivas e
digestibilidade protéica in vitro das farinhas de folhas de mandioca submetidas a
diferentes formas de secagem.

Em 100 g de matéria seca  Inibidor

tripsina  Polifenéis’ Digest. in

Cianeto Nitrato Oxalato
UTr* vitro (%) *

Secagem’  (mg) (@ (@

1 50,85ab 031a 194c 8,07a 27,80 a 41,17 ¢
2 19,39d 0,24b 2,75a 3,79¢ 22,68 ¢ 52,63a
3 49,25b 0,16e 2,57b 6,40b 2426bc  46,39b
4 36,22¢ 0,18d 2,58b 6,80ab 24,79b 4342bc
5 5646a 0,20c 2,68ab 6,78ab 23,98bc 46,73 b

* Teores médios de umidade (g/100 g) da folha fresca : 70,50 e das farinhas de
folhas: 9,40,

Secagem: 1 - Colocadas sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e
arejado, a temperatura ambiente, por 14 h (das 17 4s 7 h) e, em seguida, ao sol,
sobre piso de concreto; 2 - 4 sombra, sobre bancadas de madeira, em recinto
fechado e arejado, a temperatura ambiente; 3 - ao sol , sobre piso de concreto;
4 - em estufa a 30°C; § - em estufa a 40°C.

x UTI = Unidades de tripsina inibida/mg de matéria seca.

y mg de equivalentes de acido tinico/g de MS.

z Valores corrigidos para caseina, considerada 100% digerivel.

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si (teste Tuckey, p < 0,05).

O nivel de cianeto (19,39 mg/100 g de MS) encontrado na farinha das
folhas secas & sombra ainda é bastante elevado, uma vez que teores entre 5 e
10mg/100 g de farinha sdo considerados toxicos (lkediobi, Onyia e
Eluwah,1980). O nivel de inibidor de tripsina variou de 3,79 a 8,07 UTU/mg de
MS, podendo ser considerado baixo quando comparado com grios de soja crua,
cujos teores em 50 variedades variaram de 15,3 a 107,0 UT/mg (Silva, Barbosa



e Portela, 1979; Barcelos, 1998). Observou-se também que temperaturas mais
elevadas de secagem reduziram os teores de nitrato e oxalato. O teor de nitrato,
em g/100 g de peso fresco, nas folhas de mandioca foram inferiores (0,032 a
0,062) aos encontrados no espinafre (0,3) e na alface (0,6). O nivel de oxalato,
em peso fresco, nas folhas de mandioca variou de 0,39 a 0,55 g/100 g, sendo
inferior ao encontrado no espinafre (0,82 g/100 g), uma das hortali¢as mais ricas
em oxalato (Franco, 1992).
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4 CONCLUSAO

Em relacdo aos nutrientes e antinutrientes estudados, a secagem a
sombra foi a melhor opgdo, porém, em periodos de chuva poder-se-ia optar pela
secagem artificial a 30°C. Contudo, é recomendavel a selecio de cultivares que

apresentem teores mais baixos de substancias antinutritivas.
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CAPITULO 4

FARINHA DE FOLHAS DE MANDIOCA III - EFEITO DA REMOCAO
DE POLIFENOIS SOBRE A DIGESTIBILIDADE PROTEICA IN VITRO;
ESTUDOS PRELIMINARES

RESUMO

Mesmo possuindo um teor relativamente elevado em proteinas, a farinha
de folhas de mandioca apresenta baixa digestibilidade, principalmente, devido a
presenca de substancias como os polifendis. Visando melhorar o aproveitamento
protéico desta farinha empregaram-se trés solventes (dgua, etanol S0 mL/100
mL e hidroxido de aménio 1 mol/L) para remover os polifendis. Folhas maduras
de mandioca foram cothidas em trés repeti¢des, no més de outubro (fase
vegetativa). Foram colocadas em bandejas de papel e secas 4 sombra sobre
bancadas de madeira, em recinto fechado e arejado, a temperatura ambiente.
Apos secagem, retiraram-se os peciolos e as folhas foram moidas e passadas em
peneira de 40 mesh. Esta farinha foi submetida, antes e apos a remogio dos
polifendis, s andlises de umidade, fibra detergente neutra (FDN), fibra
detergente acida (FDA), agucares totais, proteina bruta, vitamina C total, p-
caroteno, cianeto, inibidor de tripsina, polifendis e digestibilidade protéica in
vitro. Apds remogdo dos polifendis, houve diminuigio dos teores de agiicares
totais, vitamina C total (niveis ndo detectados), inibidor de tripsina e polifenéis e
aumento dos de FDN, FDA, proteina bruta e P-caroteno, com consegiiente
melhoria da digestibilidade protéica in vitro. Dos trés solventes empregados para
remover os polifendis, o hidroxido de amédnio foi 0 mais eficaz, com indice de
remogdo de 94%, seguido pelo etanol (83%) e agua (65%). Houve aumento na
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digestibilidade da proteina de até 74%, quando o solvente empregado na
remogio dos polifendis foi o hidroxido de amonio. Quando se comparou os
resultados das farinhas de folhas colhidas em dois estadios de desenvolvimento
da planta (fase de acuimulo de amido e de desenvolvimento vegetativo),
observou-se que, em relagdo aos antinutrientes, seria recomendavel colher as
folhas durante a fase de acimulo de amido, quando seus teores parecem estar em
menor concentragio e a digestibilidade protéica in vitro é mais elevada.

TERMOS PARA INDEXACAQ: Farinha, folhas de mandioca, polifendis,
nutrientes, antinutrientes, digestibilidade protéica.



THE FLOUR CASSAVA LEAVES III - EFFECT OF REMOVAL OF
POLYPHENOLS ON THE IN VITRO PROTEIN DIGESTIBILITY;
PRELIMINARY STUDIES

ABSTRACT

Even featuring a relatively high level in proteins, the flour of cassava
leaves presents low digestibility, mainly, due to the presence of such substances
as polyphenols. Seeking to improve the protein availability of such flour, three
solvents (water, ethanol 50 mL/100 mL and ammonium hydroxide 1 mol/L)
were used for the removal of the polyphenols. Mature leaves of cassava were
picked in three repetitions, in the month of October (phase of vegetative
development). They were placed in paper trays and dried under shadow, on a
wood bench, in a shut and airy place, at room temperature;. After drying, the
petioles were removed and the leaves were ground and sieved using 40-mesh
sleve. This flour was submitted to the analyses of moisture, neutral detergent
fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), total sugars, crude protein, vitamin
{stal C, B-carotene, cyanide, trypsin inhibitor, polyphenols and in vitro protein
dlgestibility. After the removal of the polyphenols, there was a decrease in the
iHVels of total sugars, vitamin total C (levels not detected), trypsin inhibitor and
polyphenols and an increase in the levels of NDF, ADF, crude protein and p-
cdtotene with consequent improvement of the protein digestibility. Of the three
solvents employed in the removal the polyphenols, the ammonium hydmiide
was the most effective, with index of removal of 94%, followed by the ethanol
(83%) and water (65%). There was an increase in the protein digestibility of up
to 74%, when the solvent employed in the removal of the polyphenols was the
ammonium hydroxide. When the results of the flours of leaves picked in two
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different stages of plant development was compared (phase of accumulation of
starch and of vegetative development), it was observed that, in relation to the
antinutrients, it would be advisable to pick the leaves during the phase of
accumulation of starch, when its levels seem to be in smaller concentration and
the in vitro protein digestibility is higher.

INDEX TERMS: Flour, cassava leaves, polyphenols, nutrients, antinutrients,
protein digestibility.



1 INTRODUCAO

A farinha de folhas de mandioca apresenta teores elevados em proteinas,
porém, sua digestibilidade é baixa. Isso poderia ser atribuido, parcialmente, ao
seu teor em fibra (Oke, 1978). Um ensaio biolégico com ratos foi realizado por
Vilas-Boas (1979) empregando dietas contendo a parte aérea de mandioca como
fonte de fibra, nas propor¢es de 5, 10 e 15% de fibra. Ela concluiu que os ratos
alimentados com as dietas contendo fibra apresentaram crescimento menor e
diminuicdo da eficiéncia alimentar em relagio ao grupo controle e houve
também diminuicdo da digestibilidade protéica, sendo inversamente
proporcional aos niveis de fibra. Além das fibras, outros componentes quimicos
podem ter efeito prejudicial sobre o aproveitamento protéico. Os polifendis, por
exemplo, podem reduzir a digestibilidade e a disponibilidade de aminoacidos,
como no caso da lisina, em que o grupo s-amino pode tornar-se indisponivel
(Kumar e Singh, 1984; Pellett e Young, 1980; Sgarbieri, 1987; 1996). A
presenca de polifendis (taninos) influencia também negativamente a
disponibilidade de metionina (Nelson et al., 1975) e, além disso, agrava a
deficiéncia inerente de aminoacidos sulfurados das folhas de mandioca.
Tupynamba e Vieira (1979) mostraram que a suplementagio com DL-metionina
melhorou o valor nutritivo do concentrado protéico de folhas de mandioca.
Metionina adicional também é requerida por seu papel como doador de grupos
metil (Fuller, Chang e Potter, 1967) e como fonte de enxofre libil na
detoxifica¢do de cianeto (Oke, 1978).

Com o objetivo de methorar o aproveitamento protéico da farinha de
fothas de mandioca foram empregados trés solventes para remover os polifenéis.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Lavras.

2.1 Coleta e preparo da amostra

As folhas maduras e frescas de mandioca (Manihot esculenta Crantz,
cultivar Baiana), originarias do Sitio Santa Maria, Municipio de Ijaci-MG, foram
colhidas em trés repetices, pela manhd, no més de outubro (fase de
desenvolvimento foliar) e transportadas em caixas de isopor contendo gelo até o
local da secagem. Em seguida, foram colocadas para secar a sombra, em
bandejas de papel, sobre bancadas de madeira, em recinto fechado e arejado, a
temperatura ambiente. Apos secagem, foram retirados os peciolos, as folhas
foram trituradas em ligilidificador e passadas em peneira de 40 mesh. As
farinhas obtidas foram submetidas as analises quimicas antes e apos a remogdo
dos polifendis.

2.2 Anilises quimicas

a) As determina¢3es da fibra detergente neutra e fibra detergente acida (Silva,
1990), umidade e proteina bruta (AOAC, 1990), agticares totais (Nelson,
1944; AOAC, 1990), vitamina C total (Strohecker e Henning, 1967), B-
caroteno (Nagata e Yamashita, 1992), cianeto (Wood, 1966; Ikediobi, Onyia
e Eluwah, 1980), inibidor de tripsina (Kakade, Simons e Liener, 1969,
Kakade et al., 1974), polifendis (Goldstein e Swain, 1963) e digestibilidade
protéica in vitro (Akeson e Stahmann, 1964) estio descritas no Capitulo 3,
item 2, Material e métodos.



b) Medida de pH (Vettori, 1969, com adaptagdes) — 0,5 g de farinha com 50 mL
de dgua destilada foram agitadas por 30 segundos em agitador magnético e
deixadas em repouso por 30 minutos. Em seguida, foram agitadas e o pH
lido com o emprego de um potenciémetro.

2.3 Remogio de polifenéis

A remogdo de polifendis foi baseada no trabalho de Sripad e Nasaringa
Rao (1987), com adaptagdes. Trés solventes ~ agua, etanol 50 mL/100 mL e
hidroxido de aménio 1 mol/L — foram utilizados para remover os polifendis da
farinha de folhas de mandioca (3 repeti¢Ses), na proporgio de 1 g para 25 mL,
respectivamente, com agitagdo magnética i temperatura ambiente por 30
minutos, por quatro extragdes sucessivas. Apos cada agitagdo, filtrou-se por tela
de nailon, a excegdo da remogio com hidroxido de aménio. Com este solvente
foi necessario centrifugar (2000 g x 10 minutos) antes de filtrar. O residuo da
remogio com hidréxido de aménio foi colocado sobre papel de filtro, em placa
de Petri e deixado sobre bancada de madeira, a temperatura ambiente por 17
horas, para evaporar a aménia (a fim de evitar danos ao liofilizador). Todos os
residuos foram transferidos para erlenmayers, tendo sido congelados e
liofilizados. A seguir, foram triturados em gral, pesados e guardados em frascos
de vidro hermeticamente fechados e a temperatura ambiente, em dessecador, até
serem submetidos as analises quimicas.
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3..RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tempo gasto para secagem das folhas de mandioca

Foram necessarios 10 dias para a secagem das folhas de mandioca, nas
condi¢des ideais estabelecidas no Capitulo 2. Os teores de umidade das foihas
frescas e da farinha de folhas de mandioca foram, em média, iguais a 67,50 e
9,12 g/100 g, respectivamente.

3.2 Remog¢iio dos polifendis

A escolha dos solventes para a remogdo dos polifendis foi baseada na
solubilidade e no menor risco de toxidez. Entre os solventes organicos, o
metanol, empregado na extragio de polifendis quando se faz a dosagem, seria o
mais indicado. Porém, devido aos seus efeitos toxicos conhecidos, como agao
irritante sobre a pele e as mucosas, agdo depressora do sistema nervoso central,
acdo sobre o nervo dptico e comea, mais os efeitos neurolégicos, como cefaléia,
fadiga, insonia, vertigens e ataxia (Alvarez-Leite e Jokl, 1990), ele ndo foi
usado. O etanol foi preferido porque sdo poucos os efeitos toxicos resultantes do
manuseio deste solvente, a ndo ser nos casos de exposicio a elevadas
concentra¢des de vapores no ar (acima de 1:1000) quando podem aparecer
irritagdes das mucosas, olhos e pele, cefaléia, vertigem, ebriedade e sonoléncia.
Ja o hidréxido de aménio pode provocar ulceragSes profundas ou queimaduras,
efeitos que ndo se evidenciam de imediato; cegueira, quando em contato com os
olhos; irritagdo nas mucosas do trato pulmonar com dispnéia, tosse ¢ mesmo
pneumonia grave, quando inalado (Alvarez-Leite e Jokl, 1990). Apesar dos seus
efeitos toxicos, ele foi utilizado, tendo em vista os bons resultados obtidos por
Padmaja (1989) em estudos realizados com folhas de mandioca e por
Waichungo e Holt (1995) com sorgo.
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Das 25 g de farinha empregadas na remogdo de polifendis com os
solventes agua, etanol 50 ml/100 mL e hidréoxido de amdnio 1 mol/L, obteve-se,
apds a liofilizagao, quantidades médias de 13,33; 14,68 e 13,24 g de matéria
seca (MS), respectivamente. Esta perda, em parte, foi devida a0 manuseio das
farinhas durante as etapas de extragio. A necessidade de introduzir mais uma
etapa — a secagem ao ar apos a liofilizagdo ~ na remogdo dos polifendis da
farinha com agua ou hidréxido de amdnio, acarretou mais 9 a 10% de perdas de
amostra, comparada a remogdo com etanol.

O pH médio do extrato aquoso da farinha de folhas, antes da remogio dos
polifenois, foi igual a 5,3. Apds a extracdo com os solventes agua, etanol 50
mL/100 mL e hidréxido de aménio 1 mol/L, os pH foram de 5,9; 6,2 e 7,2,
respectivamente. Ja Padmaja (1989) encontrou valores de pH nas folhas frescas
de mandioca variando de 5,9 a 6,1. Apés a pulverizagio com hidroxido de
aménio (a 2,5 mol/L e concentrado) para remover os taninos, obteve-se valores
de 6,3 e 6,8, respectivamente. Estas variagSes nos valores de pH podem ser
devidas aos constituintes soliiveis nas amostras e também aos pH dos solventes

empregados.

3.3 Polifendis versus digestibilidade protéica in vitro

Dos trés solventes empregados na remogdo de polifendis (Tabela 1) o
hidréxido de aménio foi o mais eficaz, com redug¢do de 94,23%, seguido pelo
etanol (83,33%) e agua (64,87%). Isto também foi constatado por Padmaja
(1989) ao empregar hidroxido de amédnio a 2,5 mol/L ou concentrado, ocorrendo
a redugdo dos niveis de taninos em 79 e 95%, respectivamente. Ele pulverizou o
hidréxido de amonio sobre as folhas de mandioca frescas para reduzir os
taninos. As folhas ficaram expostas ao alcali por 24 horas, dentro de recipientes
fechados e, depois, foram levadas a estufa a 60°C, por 24 horas. Waichungo e
Holt (1995) também encontraram uma redugiio de cerca de 88% nos niveis de
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TABELA 1 Teores médios de polifendis e digestibilidade protéica in vitro das farinhas de folhas de mandioca, antes e

apos a remogdo de polifenodis.

Sofventes para Polifenéis ! Remocdio Digestibilidade (%) Aumento
extragio antes apés (%) antes apés digestibilidade (%)
Agua 63,77 22,40 64,87 28,91 35,54 22,93
Etanol 63,77 10,63 83,33 28,91 43,32 49,84
NH,OH 63,77 3,68 94,23 28,91 50,41 74,37

1 - mg de equivalentes de acido tanico/g de matéria seca.
2 - Valores corrigidos para caseina, considerada 100% digerivel.



taninos em sorgo, quando tratados, por embebigdo, com hidréxido de aménio
(0,01 a 1 mol/L), por um periodo de no maximo 20 dias.

Na Tabela 1 sdo apresentadas também as percentagens médias da
digestibilidade protéica in vitro. Observou-se que houve um aumento (22,93 a
74,37%) apés a remogdo dos polifendis, sobretudo quando o solvente empregado
foi o hidroxido de aménio. Chavan et al. (1979) também encontraram methoria
na digestibilidade protéica do sorgo, quando extrairam os taninos com solugdes
alcalinas. Estes resultados comprovam a influéncia negativa de polifenéis sobre
a digestibilidade da proteina.

3.4 Nutrientes e antinutrientes das farinhas de folhas colhidas em dois
estdgios de desenvolvimento, antes e apés a remoc#io dos polifendis

A farinha de folhas colhidas em outubro apresentou teores médios de
FDN, FDA, agucares totais e proteina bruta iguais a 33,83; 28,80; 2,92 e 28,60
g/100 g MS, respectivamente (Tabela 2). Entretanto, observou-se que estes
niveis sdo 3 a 7,4% superiores aos encontrados na farinha das folhas colhidas em
abril, fase de aciimulo de amido na planta (Capitulo 3). Constituiram excegdo os
teores de aglicares totais, para os quais se constatou uma redugio de cerca de
23%.

A cultivar analisada neste trabalho apresentou, na farinha, teores médios
de vitamina C e B-caroteno de 72,91 e 77,39 mg/100 g MS, respectivamente,
quando as folbas foram colhidas em outubro. Comparada com a farinha das
folhas colhidas em abril (Capitulo 3), observou-se que houve diminuigio
acentuada nos teores de vitamina C, em cerca de 33%, mas manteve-se
semelhantes em P-caroteno. Apés a remogiio dos polifendis, observou-se um
aumento relativo nos teores de FDN, FDA, proteina bruta, e B-caroteno (Tabela
2). Como ja era esperado, houve perda praticamente total nos teores de agticares
totais e vitamina C, com qualquer um dos solventes empregados.
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TABELA 2 Teores médios de nutrientes, antinutrientes e digestibilidade protéica in vitro das farinhas de folhas de
mandioca secas a sombra, antes e apos remogio de polifenois.

Amostras
Farinha antes da remogdo de polifendis

Em 100 g de matéria seca Em matéria seca

Aglicares Proteina  Vitami- B-caro- Inibidor Digesti-

FDN FDA totais bruta naC teno Cianeto tripsina Polifendis  bilidade
Més ® ©® e ® mg) (mg) (M8 (UTiYmg (YR  (H)°
Abril' 32,82 26,81 3,82 27,00 108,62 78,65 19,39 3,79 22,68 52,63
Outubro®> 33,83 2880 292 28,60 7291 77,39 85,20 11,14 63,77 28,91
Farinha de folhas colhidas em outubro, apds remogdo de polifendis
Solvente
Agua 46,80 31,27 0,10 31,84 Nd? 81,53 Nd 6,29 22,40 35,54
Etanol 57,73 29,50 0,04 36,47 Nd 04,38 Nd Nd 10,63 43,32
NHOH 56,60 44,13 0,03 32,15 Nd 96,64 Nd Nd 3,68 50,41

1 - Fase de actimulo de amido (colheita das raizes), dados obtidos do Capitulo 3. 2 - Fase de desenvolvimento foliar. 3 —
g de glicose. 4 - UTI = unidades de tripsina inibida. 5 - mg de equivalentes de acido tanico. 6 - Valores corrigidos para
caseina considerada 100% digerivel. 7 - Nd = Néo detectado.



Os niveis médios de cianeto (85,2 mg/kg MS), inibidor de tripsina (11,14
UTl/mg MS) e polifendis (63,77 mg de equivalentes acido tanico/g MS)
encontrados para a farinha de folhas colhidas em outubro foram muito mais
elevados que os determinados na farinha das folhas colhidas em abril (cerca de
4,3; 2,9 e 2,8 vezes mais, respectivamente). Verificou-se também que, apos os
tratamentos para a remogao de polifendis, o cianeto ndo foi detectado nas
farinhas. Além disso, houve redugdo nos teores de inibidor de tripsina de
43,54% quando a agua foi usada como extrator e até niveis ndo detectados
quando se empregou os outros dois solventes. Redugio também foi constatada
para os polifendis. Neste trabalho foi utilizado a secagem das folhas de
mandioca sob sombra, todavia, cabe ressaltar que, poderia-se empregar outras
formas de secagem, uma vez que durante a remogdo de polifenois ha redugio de
cianeto a niveis ndo detectados.

Dantas-Barros (1984) encontrou um teor de inibidor de tripsina na
semente da leguminosa Desmodium discolor de 12,80 UTI/mg de amostra e
observou que este teor ndo justificou o valor baixo da digestibilidade (69%),
atribuindo-o aos polifendis, cujo nivel foi de 40 mg/g de amostra. Também
Barcelos (1998), analisando grdos de soja e guandu crus ou processados,
encontrou teores médios de inibidor de tripsina, em UTI/mg MS e
desengordurada, iguais a 39,62 e 4,54; e 7,41 e 1,48, respectivamente. A redugio
nos niveis de inibidor de tripsina nos grios processados melhorou a
digestibilidade protéica in vitro da soja de 65 para 78% (caseina considerada
como 100% digerivel). Entretanto, para o guandu este aumento ndo foi
significativamente diferente. No caso da farinha de folhas de mandioca, o
inibidor de tripsina parece também ndo ter influéncia sobre a digestibilidade
protéica in vitro ou, se tiver, é pequena.

Quando se comparou o valor da digestibilidade protéica in vitro da
farinha de folhas colhidas em abril com aquela das colhidas em outubro,
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observou-se uma redugao de 45%. Possivelmente, isso se deve aos teores mais
elevados de substincias antinutritivas presentes, principalmente dos polifendis,
cujo aumento foi 2,8 vezes mais, que podem complexar com as proteinas,
diminuindo sua digestibilidade.

Com base nesses resultados, pode-se constatar que a escolha do estidio
de desenvolvimento da planta também € um fator muito importante na producgiio
da farinha de folhas de mandioca com menores teores desses fatores
antinutritivos, além da escolha da cultivar com menor nivel inicial das
substancias em questdo. Estes dados estio de acordo com Carvatho e Kato
(1987), Carvalho et al. (1989) e Carvalho, Chagas e Juste Junior (1991) que,
estudando a composi¢do da parte aérea da mandioca, observaram que ela sofre
variagdes acentuadas com a idade das plantas e com o grau de enfolhamento. De
acordo com Carvalho et al. (1989), os teores de B-caroteno e vitamina C total de
fenos de folhas de mandioca atingiram seus maiores valores no 15° e 19° meses
apds o plantio, respectivamente. O tergo superior da fothagem de mandioca deve
ser cothido no 16° més para se ter os menores teores de polifenodis e, a0 mesmo
tempo, os mais elevados de proteina. Portanto, sugere-se que as folhas deverdo
ser colhidas proximas a fase de acimulo de amido, na qual apresentardo

menores niveis de substincias antinutritivas.
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4 CONCLUSAO

A remogdo de polifendis na farinha de folhas de mandioca foi mais
eficaz com o hidroxido de amonio 1 mol/L, dentre os solventes testados.
Todavia, em fung¢do dos cuidados que se deve tomar ao manusear o hidroxido de
amonio e também devido a uma possivel toxidez residual, poder-se-ia
recomendar o emprego do etanol 50 mL/100 mL, como alternativa por se tratar
de um solvente relativamente barato, acessivel e volatil.

O processo de extragdo com o etanol acarretou variagdes nos niveis de
nutrientes da farinha de folhas de mandioca colhida em outubro, reduziu
consideravelmente os de antinutrientes, a medida que a digestibilidade protéica
in vitro melhorou.

Além disso, deve-se trabalhar com uma farinha obtida de folhas colhidas
na fase de acimulo de amido, a fim de se obter niveis de antinutrientes mais
baixos e uma digestibilidade protéica in vitro mais elevada, como ponto de

partida.

99



. ey N e e
2 D me¥el ewd

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKESON, W. R; STAHMANN, M. A. A pepsin pancreatin digest index of
protein quality evaluation. Journal of Nutrition, Bethesda, v. 83, p. 257-
261, 1964.

ALVAREZ-LEITE, E. M.; JOKL, L. Riscos quimicos e toxicologicos de
algumas substincias utilizadas em laboratorios. Revista de Farmdcia e
Bioquimica da UFMG, Belo Horizonte, v. 11, p. 83-94, 1990.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods
of analysis of the Association of the Analytical Chemists. 15. ed.
Arlington, 1990. 2 v.

BARCELOS, M. de F. P. Ensaio tecnolégico, bioquimico e sensorial de soja e
guandu enlatados no estidio verde e maturaciio de colheita. Campinas:
UNICAMP, 1998. 160 p. (Tese — Doutorado Ciéncia da Nutri¢go).

CARVALHO, V. D. de; CHAGAS, S. J. de R,; JUSTE JUNIOR, E. S. G.
Influéncia da idade na colheita sobre a produtividade e valor nutritivo da
parte aérea de seis cultivares de mandioca. Revista Brasileira de Mandioca,
Cruz das Almas, v. 10, n. 1/2, p. 47-58, 1991.

CARVALHO, V. D. de; CHAGAS, S. J. de R.; MORAIS, A.R. de; PAULA, M.
B. de. Efeito da época de colheita na produtividade e teores de vitamina C e
B-caroteno da parte aérea de cultivares de mandioca (Manihot esculenta
Crantz). Revista Brasileira de Mandioca, Cruz das Almas, v. 8, n. 1, p. 25-
35, 1989.

CARVALHO, V. D. de; KATO, M. do S. A. Potencial de utilizagdo da parte
aérea da mandioca. Informe Agropecudrio, Belo Horizonte, v. 13, n. 145, p.
23-28, 1987.

CHAVAN, J. K.; KADAM, S. S.; GHOMSIKAR, C. P.; SALUNKHE, D. K.
Removal of tannins and improvement of in vifro protein digestibility of
orghum seeds by soaking in alkali. Journal of Food Science, La Salle Saint,
v.44,n. 5,p. 1319-1321, 1979.

100



DANTAS-BARROS, A. M. Variacdo de nitrogénio, aminodcidos, fatores
antinutricionais e digestibilidade in vitro em leguminosas, durante fases
de desenvolvimento e nos concentrados protéicos de folhas. Belo
Horizonte: UFMG, 1984. 135 p. (Dissertagio — Mestrado em Bioquimica).

FULLER, H. L.; CHANG, S. L; POTTER, D. K. Detoxication of dietary tannic
acid by chicks. Journal of Nutrition, Bethesda, v. 91, p. 477481, 1967.

GOLDSTEIN, J. L; SWAIN, T. Changes in tannins in ripening fruits.
Phytochemistry, Oxford, v. 2, p. 371-383, 1963.

IKEDIOBI, C. O.; ONYA, G. 0. C.; ELUWAH, C. E. A rapid and inexpensive
enzymatic assay for total cyanide in cassava (Manihot esculenta Crantz) and
cassava products. Agricultural and Biological Chemistry, Tokyo, v. 44, n.
12, p. 2803-2809, 1980.

KAKADE, M. L.; RACKIS, J. J.; McGHEE, J. E.; PUSKI, G. Determination of
trypsin inhibitor activity of soy product: a collaborative analysis of an
improved procedure. Cereal Chemistry, St. Paul, v. 51, p. 376-382, 1974.

KAKADE, M. L.; SIMONS, N.; LIENER, I. E. An evaluation of natural vs.
synthetic substrates for measuring the antitryptic activity of soybean samples.
Cereal Chemistry, St. Paul, v. 46, p. 518-526, 1969.

KUMAR, R.; SINGH, M. Tannins: their adverse role in ruminant nutrition.
Journal of Agricultural and Feod Chemistry, London, v. 32, p. 447-453,
1984,

NAGATA, M. YAMASHITA, I. Simple method for simultaneous
determination of chlorophyll and carotenoids in tomatoes fruit. Nippon
Shokuhin Kogyo Gakkaishi, Tokio, v. 39, n. 10, p. 925-928, 1992,

NELSON, N. A. A photometric adaptation of Somogy method for determination
of glucose. Journal of Biology Chemistry, Baltimore, v. 153, n. 1, p. 375-
380, 1944.

101



NELSON, T. S.; STEPHENSON, E. L.; BURGOS, A.; FLOYD, J.; YORK, J.
0. Effect of tannin content and dry matter digestion on energy utilization and
average amino acid availability of hybrid sorghum grains. Poultry Science,
Champaign, v. 54, 1620-1623, 1975.

OKE, O. L. Problems in the use of cassava as animal feed. Animal Feed
Science and Technology, Amsterdam, v. 3, p. 345-380, 1978.

PADMAJA, G. Evaluation of techniques to reduce assayable tannin and cyanide
in cassava leaves. Journal of Agricultural and Food Chemistry, London,
v. 37, p. 712-716, 1989.

PELLETT, P. L.; YOUNG, V. R. Nutritional evaluation of protein foods.
Tokyo: The United Nations University, 1980. 154 p.

SGARBIERI, V. C. Alimentaciio e nutrigiio: fator saide e desenvolvimento.
Sédo Paulo: Almed, 1987. 387 p.

SGARBIERI, V. C. Proteinas em alimentos: propriedades, degradacao,
modificagdes. Sdo Paulo: Varela, 1996. 517 p.

SILVA, D. J. Anilise de alimentos ~ métodos quimicos e bioldgicos. Vigosa:
UFV, 1990. 165 p.

SRIPAD, G.; NASARINGA RAO, M. S. Effect of methods to remove
polyphenols from sunflower meal on the physicochemical properties of the
proteins. Journal of Agricultural and Food Chemistry, London, v. 35, p.
962-967, 1987.

STROHECKER, R.; HENNING, H. M. Analises de vitaminas: métodos
comprovados. Madrid: Paz Montalvo, 1967. 428 p.

TUPYNAMBA, M. L. V. C; VIEIRA, E. C. Isolation of cassava leaf protein
and determination of its nutritive value. Nutrition Reports International,
Los Altos, v. 19, n. 2, p. 249-259, 1979.

102



VETTORI, L. Métodos de andlise de soles. Rio de Janeiro: Ministério da
Agricultura, 1969. 24 p. (Boletim Técnico,7).

VILAS-BOAS, L. M. A. Efeito da presenca de fibra de mandioca na dieta
sobre alguns parimetros nutricionais e bioquimicos. Belo Horizonte:
UFMG, 1979. 68 p. ( Dissertagio — Mestrado em Bicquimica).

WAICHUNGO, W. W.; HOLT, D. L. Use of ammonium hydroxide to reduce
the level of assayable tannin in high-tannin sorghum grain. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, London, v. 43, p. 728-732, 1995.

WOOD, T. The isolation, properties, and enzymic breakdown of linamarin from
cassava. Journal of the Science of Food and Agricultural, London, v. 17,
p. 85-90, 1966,

103



PERSPECTIVAS

A partir das constatages deste trabalho, sugere-se:

v’ investigar outras substincias antinutritivas, como por exemplo,
hemaglutininas, saponinas e outras;

v’ selecionar cultivares regionais com menores niveis de substancias
antinutritivas nas folhas, avaliando também outros estadios de
desenvolvimento da planta;

v aprimorar o método de remogdo de polifendis, produzir em escala
piloto e avaliar a farinha resultante por meio de ensaios biologicos.
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TABELA 1A Resumo da anilise de varidncia do teor de cianeto e velocidades
da linamarase e tripsina das farinhas de folhas de mandioca submetidas a

diferentes formas de secagem.
QM
FV GL Cianeto Linamarase Tripsina
Secagem 4 883,28" 3.468.348,96™ 130.743,12"
Residuo 15 9,90 72.989,35 8.220,33
Total 19
CV (%) 7,41 11,10 18,00

**Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 2A Resumo da analise de varincia de alguns nutrientes das farinhas de folhas de mandioca submetidas a
diferentes formas de secagem.

L01

QM
Proteina Agucares
FV GL FDN FDA bruta totais B-caroteno  Vitamina C
Secagem 4 3,80 4,11 6,87%¢ 3,02%x 223,24%+ 2.482,46**
Residuo 15 2,01 2,03 0,42 0,05 18,36 277,41
CV (%) 4,45 5,59 2,56 4,38 5,53 11,66

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 3A Resumo da anilise de varidncia das substincias antinutritivas e da digestibilidade protéica in vitro das
farinhas de folhas de mandioca submetidas a diferentes formas de secagem.

QM
Inibidor Digestibilidade
FV GL Cianeto Nitrato Oxalato tripsina  Polifendis in vitro
Secagem 4 883,29" 0,01* 042" 9,92" 14,40" 74,57"
Residuo 15 9,90 0,00 0,00 0,36 0,74 3,09
C.V. (%) 7,41 2,45 2,03 9,48 3,48 3,82

** Significativo a de 1% de probabilidade, pelo teste F.





