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RESUMO

A mandioca contém linamarina em todas as pates da planta A linamaina se
decomple por enzimas endogenas Ou exOgenas e geara &dido dianidrico. A faoricacdo de
fainha se faz com a rdacdo das raizes descascadas e prensagem da massa obtida, gerando
&gua de condituicdo que arasta a linamarina olivel e outros compostos organicos. Essa égua
pode causar poluicdo e intoxicagd em animas e plantas Uma solucdo para seu tratamento € a
digestdo anaerdbia, mas ndo h& informagbes sobre 0 detino dos produtos da decomposicéo da
linamaring, que podem ter ddo metabolizados por microrganismos ou arasdados com oS
gasss. Para ducidar essa questéo, 0s gases gerados em um conjunto de reatores acidogénico e
metanogénico em sie dimentados com &ua resdud de mandioca, foram captados em
solucdo de carbonalo de sodio e depois dosado o HCN. Nos gases gerados nos dois regtores
ocorreu aragte de HCN que cgptado e dosado, correspondeu a um minimo de 0,28 a 047
mg.24h. Os vadores de HCN captados e dosados nos gases corresponderam a uma parcela
muito peguena da linamaina degradada e do caneto livre e totd dosados nos efluentes dos
restores. A dosagem da linamarase no residuo recém coletado (manipueira) permitiu condatar
gQue a dividade da enzima tem inicio imediatamente apGs a ruptura dos tecidos da raz. O
acompanhamento da aividade da linamarase no &fluente do reator acidogénico (manipuera
amazenada a temperaura ambiente) e nos efluentes dos restores acidogénicos e
metanogénicos mostrou que a aividade se mantém por todo o Sstema

Como ¢é difidl smpaa a acdo da enzima da mandioca do metabolismo de
microrganiamos, foram redlizados ensaios in vitro com meo de cultivo adiconado de indculos
do subgsrato (manipuera) e dos efluentes dos efluentes dos restores acidogénicos e
metanogénicos. Negtes frascos foram acrescentadas quantidades conhecidas de linamarina e
acetona-cianidrina. Parte dos frascos foram submetidos a condigdes aerdbias e anaerdbias.

Os resultados mostraram que de uma forma gerd toda a linamarina e acetona
cianidrina foram totamente decompodos durante o tratamento. A linamaina fol decompogta
en menor tempo que a acdonadcianidring em condigdes aerdbias e anaerdbias
Provavedmente degradacdo mais rgpida foi devida a liberacio de glicose durante a
hidrdliss, 0 que ndo ocorre na hidrdlise da acetona-cianidrina que libera acetona e HCN,
portanto menor energia € digponibilizada para os microrganiamos. Entre os inoculos avdiados,
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0 mais eficiente nas duas condiches (aerdbias e anaerdbias), foi 0 de manipueira, seguido peo
proveniente do efluente do regtor acidogénico.

Palavras-chave: Enega Linamaina, Acdona-caniding, Mandiocas Residuo, Fainha,
Tratamento anaerébio.
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SUMMARY

Cassava contains linamarin in dl pats of the plant. Linamain is hydrolyzed by
endogenous or exogenous enzymes and generates hydrocyanic acid. The meanufacture of
Brazilian cassava flour is made by pressng the grated peded cassava roots and the dryed mass
is roged in an open oven. The condituting water of the cassava roots pulls out with soluble
linamarin and other organic compounds. Such water may cause pollution and intoxication of
animds and plaits. The recommended trestment of cassava wastewater is the anaerobic
digegion, dthough there is no information about the dedingtion of the products from the
linamarin decomposng, which may have been meabolized by microorganisms or pulled out
with gases. To darify this matter, gases generated in a series of acidogenic and methanogenic
reactors, fed with cassava wastewater (substrate), were attracted in a sodium carbonate
solution. In this solution, HCN was then dosed. In the andyzing period, reectors produced
gases and reduction of organic charge in quantities compatible with literature reports. The
results showed that variable quantities of HCN (0.28 to 0.47 mg HCN) were aitracted in gases
in 24 hours and those vadues were much lower than the corresponding vaues to the removd of
totd and free cyanide in the reactors a the same period. The dosage of the linamarase in the
recently collected cassava wastewater used as subtract alowed to verify that the activity of the
enzyme has beginning immediatdy after the rupture of the root's tissue. The following of the
linamarase activity of the subdtrate of acidogenic reactor and the effluents of the acidogenic
and methanogenic reactors showed that the activity days in different degree for the whole
sysem.
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As it is difficult to separate the action of the enzyme of the cassava from the one of
microorganism’'s metaboliam, in vitro testes were performed usng a cultivation medium added
of 3 inoculums the substratum and the effluents of the acidogenic and methanogenic reactors
In these flasks wdl-known amounts of linamarin acetone-cyanidrin were added. The flasks
were submitted to aerobic and anaerobic conditions.

The results showed tha in a generd way linamarin and acetone-cyanidrin were
totaly destroyed during the in vitro teds The linamarin was decomposed in short time that the
acetone-cyanidrin, in both aerobic and anaerobic conditions Thee faster degradation was
probably due to the glucose liberaion during linamarin hydrolyze, what doesnt happen in the
acetone-cyanidrin  hydrolyze that liberates acetone and HCN, therefore smdler energy is
avalable for the microorganisms. In the two conditions the mos efficdent inoculums among
the evduaed was it from the subdrate, followed by the one from the acidogenic reector
effluent.

Key words Energy, Linamarin, Acetone-cyanidrin, Cassava, Wadtewater, Hour,
Aneerobic digestion.
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1INTRODUCAO

A fadlidade de cultivo, baixos custos de producdo, a tolerdncia a solos pobres, a
sca e aague de insgtos tornam a mandioca dimento basico para milhGes de pessoes,
principdmente em paisess em desenvolvimento da América Latina e Africa, congiituindo a
maior fonte das calorias consumidas.

Em diversos paises com a india, China e Talandia o cultivo da mandioca destina-
% a obtencdo de maéria prima para as indidrias de amido, dcool, glicose, acetona, cola,
papé's e estabilizantes em dimentosindudtridizados.

A mandioca posui glicosidens cianogénicos entre 0s quais a linamarina em maor
concentracdo; esses glicosideos etéo presentes em todas as partes da planta em concentragdes
vaiades. Quando a planta ou raz sofre traumatismo, os glicosideos liberam &cido dianidrico
ou cdango (HCN), principa responsave pea toxicidade da mandioca Essa toxidez potencid
tem Sdo fonte de preocupacdo de cdentitas do mundo todo, principdmente da Europa e
Egtados Unidos da América, em razéo da incidéncia de doencas em paises africanos que tem
Sdo relacionado com ingest& de mandioca

Além da dimentacio, outro problema € o0 resduo gerado pdas indldrias de
transformac@o da mandioca, onde 0 maisimportante € o liquido denominado manipugra

Os processos hiologicos sSo uma dterndtiva para traar 0s residuos gerados peas
indidrias, de forma mas econdmica e evita a poluicdo do meio ambiente A digestéo
anaerdbia, gpesar de ser utilizada a mais de uma centena de anos, gpresenta ainda pontos a
serem ducidados, principdmente quando se pretende o tratamento de residuos especificos. A
manipueira € um desses residuos gerados na forma liquida durante o processamento da
mandioca na producdo de farinha e fécula Muitos esforgos foram e estdo sendo direcionados
no sentido de tratar esse residuo e resultados gpontam o tratlamento anaerdbio como o mas
viavel.

A preocupacdo com O residuo manipueira com reacdo ao HCN é bagtante
dgnificativa, ja que a producio da farinha de mandioca gera entre 267 e 419 litros desse
residuo para cada tondada de raiz processada Uma indidria farinheira de médio porte, que



chega a processy cerca de 260 t. /més de raiz, pode gerar em torno de 104 mil litros de
manipueiradmés. Esse residuo € na maoria das vezes lancado em corregos e rios causando
prgjuizo ao meio ambiente (CEREDA, 1994).

Quanto a reducéo do cianeto do efluente, a literatura mostra claramente a redugéo
no teor de cianeto totd. A reducdo ocorre principdmente na fase metanogénica do tratamento,
embora ndo hga muitas explicagdes quanto a forma dessa remocdo e conseglentemente, o
detino da linamarina Sabe-2, que a degradacd dos compodos cianogénicos, pode ocorrer,

aravés da atividade microbiana e também por enzimas autoctones daraiz damandioca

20BJETIVO

O preste trabdho teve por objetivo principa, dravés do monitoramento dos
biodigestores de bancada dettinados a0 estudo do tratamento da manipueira, estabelecer
possiveis vias metabdlicas envolvidas na degradeco do cianeto da manipuera, em condigdes

de anaerobiose e aforma em que esse cianeto é liberada.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A crescente escassez de &guas naurais de boa quaidade conditui um dos grandes
problemas mundias da audidade. Td quadro pode, em grande pate, ser aribuido a demanda
crescente de agua pelas populagbes, conjugada a deterioracdo dos manancias superficias e
ubterréneos ocesonada peo  lancamento  inadequado de exgotos  sanit&ios, indudrias e
residuos Sdlidos no solo e em corpos hidricos (REALLI et d. 2001).

Nesse contexto, torna-se imprescindivel que a educacdo ambientd edga diada ao
desenvolvimento e implantacdo de tecnologias goropriadas de traamento de &guas de
abagecimento e resdudrias, dém da coleta, traamento e disposicédo find e adequada dos
residuos solidos

A qudidade da dgua a ser didribuida deve sempre satifazer aos padrbes de
potabilidade, edtabeecidos pdos drgdos competentes com base em critéios que visem a
garantia da saide do consumidor. As doengas tranamitidas pela &gua podem s agrupadas em
doencas de transmisso hidrica e doencas de origem hidrica As primeras S aguelas em que
a agua aua como veiculo propriamente dito do agente infeccioso como, por exemplo, No caso
da febre tifdide, da disenteria bacilar e outras. As segundas sf0 aguelas decorrentes de certas
substéncias quimicas contidas na dgua numa quantidade inadequada (BATALHA, 1994).

No Brasl, encontra-se em vigéncia o Padrdo de Potabilidade fixado pdo Minigério
da Salde, aravés da portaria n° 1469 de 29 de Dezembro de 2000. Td padrio adota critérios
fidcos quimicos, organolépticos  bacterioldgicos e  radiologicos,  definindo os  vaores
maximos permitidos (VMP) para &ua de consumo humano. Dentre as substéncias quimicas
inorgénicas que representam risco para a salde, citase 0 danelo, que tem o vador méaximo de
0,07 mg/L, permitido para essa substéncia na &gua para consumo.

A portaria n° 1469 de 2000, citada, ndo esclarece qua o tipo de cianeto para o qual
ese limite méximo é fixado, se paa 0 resduo de indidtrias de gdvanoplagtia ou de indidrias
dimenticias, ou para todas, € nem == ede teor € de cianeto livre ou totd. Por outro lado, a

literatura também ndo esclarece em que forma o cianeto € liberado.

Dentro da probleméica poluicdo, os subprodutos do processamento da mandioca,



tém ddo relatados como responsiveis por graves problemas de contaminecdo do ambiente. As
indidrias processadoras de mandioca geram um  residuo  poluente, conhecido  tecnicamente
como manipueira, que contém dango em forma potencddmente livree A manipuera equivae
a &gua de condituicBo da raz, liberada na prensagem da massa de mandioca rdada Para a
manipuera de fainheras o potencid poluente é devido a0 dto teor de matéria organica, que
pode chegar a 100g DQO/L. E também potencidmente toxico devido & presenca do glicosideo
cianogénico linamaring, degradave a daneto, podendo dingir niveis de 140 mg/L de daneto
totd (DEL BIANCHI, 1998). Na &ua, 0 cianeto € encontrado na sua forma molecular como
&ido danidrico (HCN) ou na sua forma livre, como ion cianeto (CN°). O &tido cianidrico
apresentase como 0 mas toxico, pois é badante inddve e dtamente volail (LINARDI,
2000). A toxicidade causada pelo ion ciangto € badtante estudada, enquanto que o estudo da
toxicidade causada pel os glicosideos é retrita (CEREDA e MATTOS, 1996).

3.1 —A indudria de transformagédo da mandioca

No Brasl, a mandioca pode ser utilizada dirglamente para 0 consumo ou para a
indUstria onde € processada em farinha e fécula de mandioca (DAMASCENO, 1999).

Vilpoux (1998), rdatou que as indidrias de transformacdo da mandioca no Brasl
podem s dividides em quaro grupos (1) empresas atesanals, que possuem  equipamentos
smples e sAo condituidas, em sua maoria pedas casssdefainha e adgumas peguenas

fecularias locdizadas principdmente na regido norte e nordeste; (2) peguenas empresas que
trabdham princdpdmente no sgor infoomd e trandormam menos de mil tondadas de
mandioca por ano, e que representam a maoria das farinheras e das empresas de polvilho
azedo da regido sul do pais (3) médias enpresas, que podem trabdhar tanto no setor informal

como no formd, trandormam menos de 15.000 tondadas de mandioca por ano, e que SO
condituidas sobretudo por indidrias de farinha, polvilho azedo e dgumas fecularias, e (4)
grandes empresas, que trabdham no setor formd e tranformam mais de 15.000 tondadas de
mandioca por ano, entrando nessa caegoria a totdidade das fecularias dos estados do Parang,
S80 Paulo e Mato Grosso do Sul.

Na indudridizacdo da mandioca S0 gerados diversos residuos tas como casca,
fardo e manipuera, que é o residuo liquido. Os efluentes liquidos de uma féorica de fainha



de mandioca podem ser divididos em duas caegorias bésicas as aguas de lavagem das raizes
e a &ua proveniente da prensagem da massa de mandioca rdada, denominada &gua da prensa
ou manipudra As &uas de lavagem, com DQO de 2600 mg/L (PAWLOWSKI, 1991),
embora em maor quantidade (1 a 3 /. de mandioca processada) possuem menor poder
poluente. A manipueira € bem mas agressiva a0 ambiente, tanto pelo dto teor de cianeto totd
guanto pela carga organica (Quadro 1).

Quadro 1 - Quantidade de cianeto total e carga organica na manipueira

Fernandes Jr. Cereda Barana (2000)
(1989) (1994) Cetesb (1994)
Cianeto total 284 s | 8386
(mg/kg)
DQO (gL) 84 63 71-101 74

A carga organica da manipueira de indidria de farinha de mandioca, expressa na
forma de DQO (demanda quimica de oxigénio), € em média de 60.000 mg/L. Comparando-se
td vaor com a carga organica de esgoto sanit&io tipico, com DQO de, gproximadamente, 400
mglL (CAMPOS, 1994), obsavase que o0 potendd poluidor da manipugra é
condderavemente maior, sendo agravado em funcdo da grande quantidade gerada No Quadro
1 obsarvase diferentes vaores de carga orgéanica para cada autor, esses vaores se devem a
diferencas: nos lotes de manipueira coletados, variedades da mandioca e épocas de colheta

A patir do levatamento redizado pda Ceesb (1994), das 68 indidrias
cadastradas nesta entidade, verificava-se que, para 0 tratamento das &guas de lavagem, os
processos mas Uutilizados nesta época, foram: pendira e gradeamento (20), decantacéo (27),
digposicio em lagoas de estabilizacdo (9), digetdo anaerdbia em regtor de fluxo ascendente e
manta de lodo (1). O encaminhameto find foi: lancamento em corpos d agua (26),
digposicéo na terra (lavoura ou éress de sacrificio) (23). Para as &guas de prensa, 0S processos

mas utilizados foram: decantacdo (22), disposcéo em lagoas de acumulagéo (37), digestéo



anaerdbia em restor de fluxo ascendente (1). O encaminhamento find foi: lancamento em
corpos d &gua (8), disposicéo naterra (lavoura ou aress de sacrificio) (40).

Na maoria das indidtrias, a manipuera gerada tem como degtino find os rios e
corregos, ocesonando S&rios prguizos, principdmente para os criadores de gado, com casos
freqUentes de intoxicagdo (CEREDA, 1994). Quando residuos sfo acondicionados em
lagoas de estabilizacéo, permanecem depositados sob acéo de agentes naturas, tals como
fotodecomposicéo, precipitacdo e atividade microbiana locd, sem haver quaquer traamento
adicond no sentido da otimizacdo do processo para 0 goroveitamento destes efluentes como
sub-produtos. Estes residuos tendem a percolacdo dcangando lencdis fredticos, contaminando
agiferos e ainda produzindo odor desagradavel e problemas com insetos e vetores.

A Fgura 1 modra uma lagoa de edabilizacdo onde sfo amazenados residuos de
farinherano Estado de Séo Paulo.

Figura 1— Lagoa de estabilizagdo com armazenamento de manipueira



3.1.1 —Manipuedra — caracterizagio e CoOmposiéo

Manipueira, vocdbulo indigena incorporado & lingua portuguesa, € o liquido de
agpecto latoso e cor amardo-clara que escorre das raizes canoses da mandioca (Manihot
esculenta Crantz), por ocasido da prensagem da maessa raada das mesmas. E subproduto ou
residuo da indudridizecao da mandioca, que, fiscamente, se goresenta na forma de suspensfo
aguosa e, quimicamente, como uma miscdanea de compodos, tas como. goma (5 a 7%),
glicose e outros aglicares, proteinas, cdulas descamadas, linamarina e derivados cianogénicos
(&ddo dianidrico, cianetos e ddeidos), substéncias diversss e diferentes sas mineras
(MAGALHAES, 1998).

A mandioca é cultura amplamente difundida por todo o teritdrio naciond. Sua
utilizacdo é feita em duas opgdes, 0 consumo culin&io domeéstico ou indudrid (de “med’) e o
uso indugtrid, pelo qua processase farinha de mandioca e procedem a extracdo da fécula e
ua trandformagdo em polvilho azedo. A dimensio da cultura também é vaiada, indo des
plantagbes de fundo de quintd aé as extensvas mas comuns no sudete do pais As
utilizagdes culindrias casdras ndo geram residuos dgnificativos, pda peguena  quantidade
processada. Quando O processamento € maor, oS Subprodutos podem vir a goresentar
problemas de disposcéo e solugbes deveréo ser encontrades. JA a utilizacdo indudtrid causa
srios problemas ambientais, pois mesmo as pequenas unidades fabris, como as casas de
fainha, podem gerar quantidades dgnificativas de residuo, pdo cotume de reuniremse em
um dado locd ou municipio (FIORETTO & d. 2001).

Como subproduto, a manipueira é produzida nes farinheires na proporcdo de 3.1,
ou sga, 1 litro de manipugra para cada 3Kg de massa rdada de raizes de mandioca prensadas.
E abundante em todas as regides de cultivo e industridizagio da mandioca e esporadicamente
gprovetada em molhos de pimenta e de tucupi no estado do Para

Sendo equivdente a &gua de condituicio da raz, a manipudra contém a maoria
das substancias sollives e dgumas inliveis em sugpensio. Além do potencid  poluente
devido a grande quantidede de maerid de origem orgénica, exige o problema da exisgéncia de
glicoddeos potencidmente hidrolisveis a dangto (CARVALHO e CARVALHO, 1979).



Praticamente a totdidade do glicosideo cianogénico existente na massa de raiz desintegrada €

carreada por esse residuo.

A Fgura 2, mosra a geragédo da manipuera na prensa de messa raada de
farinhera As mandiocas ja descascadas e rdadas formam a massa que posteriormente sera

prensada para diminagdo da &gua da condituicéo daraiz (manipueira).

Figura 2 — Distribui¢do da massa de mandioca sobre 0s quadros de prensa e posterior
prensagem desta massa ralada

Como residuo, a manipuera tem ddo degpgada, principalmente, nNos  pequencs
cusos d  &gua, pdas indidriss que utilizam raizes de mandioca como maéiaprima
(FIORETTO, 2001). Isto ocorre principdmente com as indUstriass menores e mas antiges,
condituidas junto aos rios e riachos Por isso, a Companhia de Tecnologia e Saneamento
Ambientd de S%0 Paulo (CETESB) conddera as indUdtrias de processamento de mandioca
como atamente poluidoras.

Fecularias geram em torno de 600 litros de manipuera diluida com menos de 5%
de matéria organica, 60ppm de CN (cianeto) e 5000 mg O,/L de DBO (Demanda Bioquimica
de Oxigénio) por tondlada de raizes de mandioca processadas (CEREDA e MATTOS, 1996).
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No Quadro 2 conda a composicdo média de amostras de manipueira de fébricas de
fainha (CEREDA, 2001), condaando-se que, as amodras goresentam elevado teor de cianeto
tota em relacéo amanipueirade fecularia

Quadro 2 — Vaores médios de caracterizagdo de residuo liquido da indudtridizacdo da
mandioca

Manipueira de farinheira Manipueira defecularia

Umidade (%) R 77 91,53
Proteina (6,25) 122 097
Amido (%) 9,42 6,12
matéria graxa 0,50 011
Cinzas (500°C) 04 008
Fibras 0,30 010
pH 410 410
Acidez* 3,27 2,10

HCN (total) 463,76 80,00

* mL NaOH/100 mL
Fonte: Cereda (2001)

O cianeto presnte nos residuos liquidos do processamento da mandioca €
proveniente de suas raizes. O Quadro 3 goresenta a didtribuicdo de cianeto totd das variedades
de mandioca, de acordo com o potencid cianogénico. mandiocas “braves’ ou amarges
possuem dto teor de &ido cianidrico e mandiocas “mansas’, doces ou apins, toxidez bastante
reduzida quanto ao teor de &ido danidrico (FERREIRA FILHO, 1942 citedo por TELLES,
1987).

Quadro 3 — Teor de &cido cianidrico em partes da planta da mandioca

M andioca amarga M andioca doce
Parte da Planta % HCN

Folhas adultas 0,04 0,01

Caule verde 240,00 144,00

Caule lenhoso adulto 1130,00 430,00
Porcao interna do lenho 27,00 72,00

Medula 760,00 190,00

Raiz fresca (casca) 55,00 147,00
Raiz fresca (parte interna) 530,00 4300

Fonte: FerreiraFilho (1942) citado por Telles (1987).

De Bianchi (1998) em edudo redizado na indidria de farinha de mandioca Plaza

(SP), obsarvou que entre os residuos gerados, o cianeto totd e encontrava em maior
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concentragd0 na manipueira, ido porque, sendo solivel, se concentra na &ua. Ese fao é
reforcado peas informegbes de Arguedas e Cooke (1982) (Figura 3) que ilustram a
distribuicdo do &cido cianidrico no processo de extracdo da fécula de mandioca redizada na
Colémbia

120% 7

100% v  mom

80% 1

60%

40%

20% A

A B -

raizes raizes farelo  &guade fécula fécula
raladas extragdo  Umida seca

Fonte: Adaptado de Arguedas e Cooke (1982)
Figura 3 - Digribuicdo do &cido cianidrico no processo de
extracdo dafécula de mandioca

(4]

contetdo de acido cianidrico (% do acido
cianidrico na matéria-prima)

3.2 - Glicosideos cianogénicosem Manihot esculenta Crantz

Desde o inicio da domedticacgo dos Amerindios, a agdo tdxica da mandioca ja era
conhecida, assm como os processos de destoxificagéo para obtencéo de dimento seguro.

A caacteridica que difere a planta da mandioca de outras tuberosas amilécess € a
presenca destes glicosideos potencidmente hidrolisivels a ciangto. Muitas plantas acumulam
glicosidens cianogénicos 0s quas gpds a hidrdlise liberan HCN com fungdo competitiva e
defendva paa a plata (PETRUCCIOLI e d. 1999). Esse papd ndo foi  plenamente
confirmado cientificamente (CEREDA e d. 2003). A Fgura 4 representa a linamaring,
glicosideo mais representativo (93%), e a lotaudrdina (7%) (CARVALHO e CARVALHO,
1979). A linamarina pode se acumular em concentragbes téo dtas quanto 500 mgkg de peso
fresco nas raizes e em maior teor nas folhas jovens (MCMAHON et d, 1995).



HO HO
OJQCN O£CN
o o

OH OH
OH OH
OH OH
Linamarina 1 Lotaustralina 2

Fonte: Wood, 1966 ' _ _ _
Figura 4: Formulas estruturais da linamarina e lotaustralina

A linamarina foi isolada em 1906 a qud fo aribuida a responsabilidade pea
toxiaddade da maendioca Somente em 1965 foi evidenciado que a maoria das plantas que
continha linamarina goresentava também homdlogo deste glicosiden, a metil  linamarina ou
lotaugtrdina Em 1968, condatorse que a linamaina e lotaudrdina condituiam o materid
cianogénico damandioca (CARVALHO e CARVALHO, 1979).

Oke (1968), estlarece que a linamarina e a lotaudrdina s80 b-glicoddeos de
acetonecianidrina e  eil-metil-cetona-cianidring, respectivamente. Segundo 0 mesmo  autor, 0s
glicosidens na forma ligada ndo so toxicos.

Nas folhas e na entrecasca da raiz da planta da mandioca é que se encontram as
maores quantidades de glicosideos cianogénicos (COCK, 1985), havendo diferencas nes
concentragdes  dependendo dos diferentes cultivares (COCK, 1985, WHEATLEY et d. 1993).
A Fgura 5 representa 0 processo de cianogénese (sintese da linamaring) na cdula da folha da
mandioca Sob condigdes normas de desenvolvimento, os tecidos da planta cianogénica néo
conttm HCN livre deectavd, sugerindo compatimentacdo de cianoglicosidess e enzimas
hidraliticas (HUGHES, 1991).
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Fonte: McMahon et a. 1995.
Figura 5 — Sintese da linamarina, producdo de cianeto e localizagdo da linamarina
e linamarase na cdula do mestfilo foliar da mandioca

A linamarina é dntetizada a partir do aminodddo vadina e acumulada no vactolo
(Figura 5). Tedtes de “marcacdo com ouro” modraran que a linamarase eda locdizada na
parede das cdulas do tecido foliar. Na planta, a linamarina depois de sntetizada no vactolo,
deve atravessar a parede da cdula e se dedoca até as raizes. E provave gue a linamarina deva
davessy a paede da cdula numa forma nd hidrolisve, possvemente como diglicosideo
(MKPONG et d. 1990). Ocorrendo ruptura da parede cdular, como quando os tecidos da
planta s2o dilacerados, linamarina e enzima entram em contaio e a linamaina € convetida a
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cianeto pelas enzimas linamarase e hidroxinitriloliasse (HNL) presente na parede da cdula
vegetd.

Aproximadamente, cerca de 70% da linamarina presentes na raiz da mandioca, é
removida por hidrolise enzimé@ica durante o processamento (HOSEL e BARZ, 1975). Em
complementagdo, quase todo 0 cdanglo que é geado € removido por voldilizacdo ou
solubilizacdo (IKEDIOBI e d. 1980). Ainda assm, a linamaina remanescente, néo
hidrolizada, que sobra do processamento das raizes, pode causar problemas de salde quando

ese resdud for hidrolizado no corpo humano ou animd, liberando daneto (TEWE, 1984;
BALAGOPALAN et d. 1988).

3.2.1 - Linamarase

Linamarase (EC. 32121) € uma enzima encontrada na platta de mandioca
juntamente com seus respectivos subgratos linamaina e lotaudrdina (NOK e IKEDIOBI,
1990). Uma vez que a planta é triturada ou mecerada, linamaina e lotaudrding, que o
glicosidens cianogénicos, imediatamente liberam HCN como resultado da dividade da enzima
linamarase. Kouma e d. (1982), em estudos de laboratdrio, observaram que no feimento dos
tecidos do parénquima da mandioca ocorre aumento gradud na quantidade de cianeto totd e

decréscimo nos nivels de linamarase durante periodo de 3 dias de incubacéo.

A linamarase tem sdo empregada na determinacéo laboratorid de cianoglicosideos
em mandioca, por s potencidmente aceleradora do processo de destoxificacdo do cianeto
(IKEDIOBI e ONYIKE, 1982).

A dividade da linamarase varia nos diferentes tecidos da planta Folhas e cascas
possuem grande atividade da enzima, mas no parénquima da raiz essa aividade € de 30 a 100
vezes menor (NAMBISAN e SUDARESAN, 1991 citados por NAMBISAN, 1994). A enzima
goresenta aividade méxima em pH entre 5560 e temperauras superiores a 50°C, mas é
indiva em temperaturas superiores a 70°C. Sua naureza e aividade em tecidos vegetais S0
sgnificativas, pois influendam o grau de hidrdlise dos glicosideos cianogénicos durante o
processamento e influi nos nives finas de glicoddeos em produtos de  mandioca
(NAMBISAN, 1994).
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Correa e d. (2002), estudaram o efeto da temperaura de secagem de folhas de
mandioca (Manihot esculenta Crantz cv. Badand) sobre a liberacdo do &ido danidrico. Dois
ensaios in vitro foram redizados para a deleminacdo do pH dGtimo e para medida da
edabilidade térmica da linamarase, visando a escolha das temperaturas de secagem. O pH
Gtimo sdlecionado foi 6,0 (Figura 6).
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Fonte— Correaetd. 2002 .
Figura 6 — Atividack da linamarase em funcéo do pH por duas horas sob diferentes temperaturas

Os autores observaram que a linamarase manteve-se estével por aé duas horas sob
temperaturas entre 15 e 30°C (Figura 7). Sob temperaturas maiores que 30°C a ewvima
COmegou a percer a dividade
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Fonte— Correaet d. 2002 ) . ) ]
Figura 7 — Estabilidade térmica na atividade dalinamarase por duas horas sob diferentes temperaturas
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O teor da enzima linamarase € mas importante que o teor de linamaring, pois dde
depende 0 grau de dedtoxificacdn. Olivera et d. (1998) estudaram o comportamento da
enzima linamarase, asim como os teores de ciangto em folhas de mandioca (Manihot
esculenta Crantz), durante o desenvolvimento anud da planta, com objetivo de edabdecer a
época do a0 mas propicia a utilizacdo das folhas com menor teor de cianeto. Os autores
concluiram que exige corrdacdo entre a aividade da linamarase e teor de cianeto em certas
épocas do ano. Nos meses onde a aividade da enzima € mas dta, os teores de cianeto também
sdo proporciondmente mas dtos. Diferentemente dos resultados obtidos por Olivara e 4.
(1998) Mkpong e d. (1990) em edudo de caacterizacdo, purificacdo e locdizacdo da
linamarase na mandioca, ndo observaram diferencas subsancias no contelido de linamarina
ou na dividede da linanaase em fohas de vaiedades de mandioca com raizes que
goreentavam  dto e baixo teor cianogénico. Esses resultados indicam que os niveis de
lineamarina e linamarase nas folhas de diferentes variedades, com dto ou baixo catelido
cianogénico, ndo eddo corrdacionados com 0s nivels de linamaina nas raizes de diferentes
variedades.

Segundo Nambisan (1994), o contelido de linamarina varia nes diferentes partes da
planta Diferentes espécies também gpresentam variacdo no conteldo de linamaina na raz
(25450 mg de eguivdentes de cangtokg de peo fresco). Essa diferenca poderia ser
explicada por diferentes graus de biossintese, degradacd ou trangporte. Embora a trandocacéo
da linamarina se dé das folhas para a raiz, ndo ha acimulo progressivo na pate comestivel.
Ig0 indica que a linamarina ndo € edocada passvamente no tecido, mas metabolizada e
utilizada (NAMBISAN, 1992).

3.3 —-Oscianetos

Além dos compodos cianogénicos, O proprio ciangto pode s uma amesca paa
arbiente. Os cianetos podem edar presentes no ambiente em uma variedade de formas,
incluindo HCN, sais (NaCN ou KCN) ou formas complexas, que podem s decompodtas, tais
como ferrocianeto de potésso. Cianetos ndo S0 intensamente adsorvidos ou retidos nos solos
mes £ acumulan na fae aguosa e freqientemente formam complexos com  outros
contaminantes metdicos de efluentes indudriais, tas como, Fe, Cu, Ni e Zn (TOWILL et 4.
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1978). Embora KCN e NaCN sgam prontamente dissociados nas formas de CN™ e HCN em
pH neutro, os complexos de medocianetos tém ampla faxa de edabilidade biologica e
quimica (DUBEY E HOLMES, 1995).

A toxicidade do cianeto vem sendo estudada hé bestante tempo. Em 1958, Winton
e Winton, rdaaran méodo de andise que usa &ido picrico em reacdo colorimérica que
detecta a presenca de quantidades de cianeto tdo pequenas como 0,003253 mg. Entretanto,
ese método agpresenta diversos interferentes como glicose e acetona que estdo presentes na
reecé0 de degradacéo da linamarina Com 0 passar dos anos continuou a preocupacan com O
cianeto presente em diferentes materias e acrescentourse a preocupacao com sua volatilizagdo
para 0 ambiente. Estudos sobre a perda de HCN na forma gasosa tém mostrado que o pH tem
efato ggnificativo na taxa de extragd do HCN, sendo que quanto menor o pH do meo,
maiores S0 as perdas de HCN como gas (DODGE e ZABBAN, 1952; MUIR &t. d. 1988).

A toxicidede de vaios tipos de cianeo depende de suas formas quimices,
edabilidade e biodisponibilidade para a exposcédo acs microrganiamos e animas. Nos animas
Uperiores, essa toxicidade explica-se pela dinidade com o fero, combinando-se com a
hemoglobina Resge também com o Fe(lll) presente na cditocromo oxidase mitocondrid,
impedindo as reag0es redox. Egte fator pode impedir os tecidos especidmente agueles do
sgema nevoso centrd, de usaem oxigénio podendo rapidamente resultar em  morte
(DIPALMA, 1971). Nas plantas superiores e nos microrganisnos (CEREDA, BRASL e
FIORETTO, 1981), o daneto intefere na fodforilagdo oxidativa, combinendo-se com a
citocromo oxidese e inibindo o trangporte de dérons e conseglientemente, a formacdo de
ATP.

3.3.1 - Intoxicagdo pelo cianeto

Com rdagdo a agdo toxica do cianeto, S0 muitas as citagbes da literatura de sua
toxicidede e efeitos sobre os organismos vivos mas muito pouco é rdaado a regpato do
eeto de ingetdo e da Dose Letd (DLsp) desses compostos para organismas,
principdmente o homem. A Dos Led da linamaina esabdecida por ingeté resultou em
gue a DLsp de linamaina para a intoxicacdo ord é maor que 200 mg/Kg de peso vivo
(LOPES, 2001).
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A intoxicacd com o0 &ido cianidrico tem Sdo relatada ha anos, rdacionada com a
ingetd de produtos de mandioca processados inadequadamente ou por indagcdo do g&s
(HCN). Em 1950, Henderson e Haggard, citados por Oke (1968), citaam as véaias
concentragdes toxicas de HCN indado, como congtano Quadro 4.

Quadro 4 — Toxicidade do HCN inalado em diferentes concentractes

HCN (ppm) Efeito toxico
20 Seguro por periodo de maxima exposi¢do
20-40 Pequeno depois de muitas horas
100-250 Perigoso depois de 1 %2 hora
300 Letal em poucos minutos
3000 Rapidamente |etal

Fonte: Henderson e Haggard (1950), citado por Oke (1968).

Nos animais superiores, o cdculo da quantidade suficiente para causr a morte , ou
dose letd, é obtida experimentamente e expressa em mg/kg de peso vivo. Oke (1968) cita que
o limite adotado era de 1mg/kg de peso vivo. Esse limite deu origem a dassficacdo das raizes
de mandioca em bravas e mansas de acordo com a quantidede de raiz, que por seu teor de
ciangto, dingise ou ultrgpassase ese limite O limite fixado pea Organizacdo Mundid da
SAlde (OMS) para os produtos daborados com mandioca € da ordem de 5mglkg de peso vivo,
baseados em compéndios médicos e tedes redizados com HCN por via de indacd. Com
rdlacd a mandioca, a literatura cita vaores de 15 a 400 ppm (mg CN/kg de peso fresco) de
acido cdianidrico nas raizes, embora vaores mais freglientes encontramse na faixa de 30 a 150
ppm (CARVALHO, 1979).

Atudmente, o IAC (Indituto Agrondmico de Campines), preocupado com a
ingetd0 de raizes de variedades de mandioca cultivadas no Edado de S0 Paulo e bassando-se
nos limites estabelecidos pela Organizacdo Mundid de Salde, estabeleceu @ra a mandioca de
mesa, 0 limite maximo de 100 ppm de HCN na polpa crua das raizes. Outras ingituigdes
adotam o limite de 50 ppm. Assm, a dassficacdo, segundo o IAC (LORENZI e DIAS, 1993
€ a suinte mansas, com menos de 100 ppm de HCN na polpa crua das raizes, intermedi&ria,
de 100 a 200 ppm de HCN; brava, com mais e 200 ppm de HCN.

Os problemas de salde associados a digta dtamente rica em  compostos
cdanogénicos induem: (@ hipetiroidiamo, resultante do meabolismo do tiocianado no
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metabolismo do iodo; (b) neuropatia aaxica topicd, uma disordem neuroldgica; (c) konzo,
uma padisa rgpida e pemanente (OSUNTOKUN, 1981; TYLLESTAR e d. 1992

ROSLING e d. 1993). Essas doencas ndo foram claramente moddizadas e h& controvérsas
em relacdo ared influéncia dalinamarina (CEREDA et d. 2003).

A inges@d de dimentos deivados da mandioca, insuficientemente processados,
pelos animais superiores, faz com que 0s compostos cianogénicos (linamarina e lotaudrdina e
uas respectivas a-hidroxinitriloliaees) sgam convertidos em cdiangto peas b-glicosdases em
temperaturas e vaores devados de pH. Segundo Brimer (1996), a linamaina que néo for
metabolizada no intestino humano ou animd, poderd s absorvida e excretlada na urina sem
levar & exposicéo ao cianeto.

A geragéo do cdianeto da linamarina € um processo de dois passos, envolvendo a
deglicoslacdo da linamarina e a divagem da acetonacianidrina em cianeto a acetona (Figura

8) (McCMAHON et dl. 1995).

CHLOH Ch

?N
R o linamarase
5 0 T CH: + Hoo Tx»Ho —l"T—CH3

oH
Hil glicose CHg
H acetona
cianoidrina
HO
linamarina
pH=3,5- 6,0
M hidrgxinitrilaliase
» ternperatura < 65° G
HO—C—CH4 = HCN + O=—=C—CH,
| espontanen
CH4 pH = 4,0
acetona temperatura = 30° C CHy
cianoidrina acetona

_ Fonte: McMahonetal. 1995
Figura 8 — Cianogénese da linamarina

Esses dois passos sfo cadisados por duas enzimas, a b-glicosdase (linamarase) e

a a-hidroxinitriloliase (HNL) e s2o descritos a seguir:



- Acdo da linamarase num primero paso da danogénee da linamaina, a acdo da
linamarase promove a hidrdlise da linamarina em acetonecianidrina e glicose (Figura 8). A
acetonacianidrina pode entdo se decompor espontaneamente ou enzimdicamente a cianeto e
acetona.

- Acdo da hidroxinitriloliases o paso find da cianogénese da linamarina € a quebra da
acetonacianidrina em cianeto e acetona (Figura 8). ESta reacéo pode ocorrer espontaneamente
em temperaturas maiores que 35°C ou em vaores de pH maores que 4,0. Aceonacianidrina
pode também ser convertida a cianeto e acetona pela hidroxinitriloliase (HNL) (CARVALHO,
1981, WHITE e SAYRE, 1992, WHITE et d. 1994).

3.4 — Tratamento bioldgico de residuos

Para que um residuo possa ser decompogto por dividade bioldgica é necessiio que
sSrva de subdrato para organiSmos que possuam enzimas necessias a Sa decomposicao
(FERNANDES JR. e TAKAHASHI, 1994). Méodos biolégicos para tratamento de efluentes
datam do século passado e sfo golicados, vies de regra, depois de traamentos priméios. Os
processos  biologicos fundamentamse no contato felto entre 0s microrganismos e o efluente.
Como resultado dete contato, 0 microrganigmo consome a maéria organica presente no
efluente para producdo de energia e sintese de novas cdulas. Além da remogdo do carbono
organico, que € o obetivo do traamento biologico, dguns outros dementos no efluente,
podem ser envolvidos na atividade microbiana (SAMPAIO, 1996).

As &uas resduaias origindias do processamento de mandioca, ndo podem ser
consderadas esgotadas, e em funcdo de sua composcdo média, podem s regproveitadss
passando de residuo a subgtrato no tratamento bioldgico, gerando energia e efluente tratado.

Devido ao consumo de energia para traamentos aerdbios e a necessdade de
grandes &ess paa o tratamento em lagoas de edtabilizacdo, técnicos da CETESB (1994)
recomendaran 0 usO de processos anaerdbios ou aplicacd nNo Wlo para as &guas resdudrias
da fabricagdo de farinha de mandioca
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3.4.1. — Tratamento anaer 6bio da manipueira

O processamento de raizes de mandioca, quer nas farinheras ou nas fecularias,
gera quantidedes dgnificativas de residuo liquido careadores de caga cianogénica
(SOBRINHO, 1975). Paa que sgam evitados impactos ambientas, € recomendado que
efluentes liquidos carreadores dessa carga cianogénica, sgam  dedtoxificados, anteriormente,
a0 U descarte (MACHADO et d. 1999).

A Dbiodegradecio de compodos cianogénicos tem  ddo, juntamente com oS
tratamentos tradicionais, dternativa & degradacio de efluentes (MACHADO et d. 1999). E
importante destacar que a degradacdo naurd € diferente da biodegradacéo, pois o termo
degradecéo naturd e gplica a ocorréncia da voldilizagdo do compogto no ambiente, enquanto
que, a biodegradaco engloba a atividade microbiana sobre o poluente ou substéncia a qud s
desga destoxificar.

No caso especifico da mandioca, os estudos efetuados para 0 tratamento das &guas
resdu&rias sfo, predominantemente, de processos biologicos aneerdbios, poils 0 processo
ancerdbio é egpecidmente efetivo em razdo das bactérias anaerdbias  possuirem  um
metabolismo resstente ao cianeto (CEREDA et d. 1990).

Tratamentos isolados 30 efetuados utilizando outros processos. E 0 caso do estudo
redizado por Faria (1978), que obteve redugbes de DQO de 44% utilizando coagulacéo e
floculagdo quimica, com hidroxido de cdcio e sulfao de duminio. O mesmo autor, utilizando
0 procesn aerdbio de lodos ativados obteve redugbes de DQO da ordem de 90%. Alguns
trabahos redizados utilizaram processos anaerdbios na fase inicid, seguidos de traamento
aerobio. Gabardo e d. (1981) edudou o traamento de degpgos de feculaia por lagoa
anaerdbia e aerada em srie, obtendo remocdes de DQO da ordem de 97,78%.

Motta (1985), edudou O tratamento da manipugra em regores de mistura
completa, com e sem adicdo de cascas de mandioca, em diferentes proporgdes. Takahashi et
d.(1985), edudaran a cinéica do processo de tratamento anaerdbio, com 0 uso de moddos
matematicos. Fernandes J. (1989), estudou as causas da ingtabilidade em regtores de mistura
completa e indicou a utilizagdo de Sgemas com separacdo de fases, como dterndiva para a
biodigestéo de residuos da indidria da mandioca Lacerda (1991), estudou a cinética da fase



metanogénica da digestdo aneerdbia da manipuera, com edabilizacdo do pH, sdecionando
TRH (tempo de resdéncia hidraulico) de trés diass como 0 mas eficiente para essa fase
Fenandes . (1995), estudou a cindtica da fase acidogénica da digestéo anaerdbia da
manipuera, com edabilizacdo do pH, encontrando TRH de um dia como 0 mas eficente para
eda fase. Barana (1995), edtudou a vaiacdo da carga organica na fase metanogénica em
biodigesor com sgpaacido de fases e com edabilizacdo do pH, obtendo a maor taxa de
reducdo de DQO (88,75%), com carga de 2,259 de DQO por litro de restor por dia, € como
carga organica madima o limite de 848g de DQO por litro de regtor por dia Barana (2000),
avdiou 0 processo de biodigestdo com separacdo de fases de forma conjunta, com controle de
temperatura Testou 0 uso de afluente sem e com corregéo de pH, obtendo mehores resultados
quando manteve a correcdo do pH do afluente. A maor taxa de reducdo de DQO foi de
75,24%, com carga organica de 9,459 de DQO por litro de regtor dia Edes trabadhos foram
redizados em laboradrio, definindo os principas coeficientes técnicos necessaios para a
implantacéo do Sstema em escaa piloto.

Embora os estudos de otimizacdo do funcionamento de reatores anaerébios piloto
com spaecido de fases no tratlamento da manipueira ja tenham demondrado que sfo
tecnicamente vidvels ndo exclareceram 0 que ocorre com a linamarina degradada e qua o
paped intrinseco que ©s microrganismos redmente  exercem em  cada biodigetor com
spaacio de fases, pois sempre visaram a reducdo da carga organica e do cianeto com a
producdo de biogés (CEREDA, 2003).

3.4.1.1 — Associages sintr 6ficas

Nos processos anaerobios, a degradacéo da matéria organica ocorre pela atuacdo de
microrganismos  procaridticos anaerdbios, facultativos e obrigatorios e as  dividades
metabolicas condsem bascamente da respiracdo anaerdbia e da fermentacdo (VAZOLLER,
1995).

A degradacéo anaerdbia da matéria orglnica complexa depende da aividade
metabdlica ambidtica, entre populagdes microbianas metabolicamente digintas, 0 que asIm
assegura a estabilidade do processo. Para 0s organismos aerdbios, relagbes sintroficas

s30 menos importantes do que para agueles presentes nas cadeias dimentares anaerdbias.



Entretanto, quando as condigbes tornamse andxicas e 0s aceptores de eétrons escasos, O
caaboligmo fermentativo predoming, mas em muitos casos requer interagbes  Sintréficas
(MADIGAN et d. 1997).

A Fgura 9, ssgundo Madigan et d. (1997), ilustra um ambiente metanogénico,
onde a matéria organica é degradada por associagfes de bactérias fermentativas, acetogénicas
e metanogénicas.

Bactérias consumidoras de hidrogénio e formiado e dgumas consumidoras de
acetalo aravés da metanogénee, tém influéncia sobre o metabolismo de outra bactéria
Produtos formados pelas bactérias fermentativas sfo dterados a produtos mais oxidados por
outros grupos bacterianos, que fazem pate desse consorcio. As bactérias acetogénicas para
metabolizar  compostos dependem  das  metanogénicas  consumirem  hidrogénio e formiato
eidentemente. Hidrogénio deve s continuamente removido do meo paa assegurar que a
producdo de &cido acético ndo sga interrompida ou diminua dragticamente. Essa condicdo é
essencid para que a fementacdo metanogénica prevaeca, pois a metanogénese SO ocorre
guando ha producdo de dgum subdsrato especifico. O H, e &ido acético S0 os mas
importantes, responsivels por cerca de 30% e 70%, respectivamente do gés metano gerado em
biodigestores. Esses tipos de interagbes metabdlicas entre bactérias anaerdbias devem exigtir
em relacdo a0 fato de que a oxidagdo do NADH e FADHz, os quais vao reduar o préton ou o
bicarbonato, somente ocorrerd quando as concentragbes de hidrogénio e formiato forem
baixas. As metanogénicas catabolizam H,, formiato e acetato eficientemente.

Reaches dntréficas que dependem de tranderéncia de hidrogénio e formiato
interespécies foram descrites para a degradacdo de, por exemplo, &cidos organicos volées,

aminoécidos e compostos arométicos.
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Fonte: Adaptado de Madigan et al. (1997) ] )
Figura 9: Relagbes metabdlicas no processo de decomposicdo anaerdbia. Atuacdo de grupos
bacterianos anaerdbios na conversdo da matéria organica complexa a metano e didxido de carbono.
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3.5 — A digestdo anaer 6bia em duas fases

Devido a complexidade bioquimica, a diget@ aneerébia € encarada como
processo esssncidmente bifasco (BRYANT, 1979; HENZE e HARREMOES, 1983). O
processo em duas fases ¢ gplica para a digestdo anaerdbia da biomassa e residuos, com a

producdo de metano.

A digestéo anaerdbia em duas fases € um processo biologico onde subdtratos
organicos S0 primdramente  metabolizados pdos  organigmos  ndo-metanogénicos para a
producdo de principdmente, &cidos vol&eis e Oxidos de cabono que o intermediaios
degradedos pdos organigmos metanogénicos para a producdo de metano e didxido de
carbono. Pexquisass tém modrado que os dois grupos de microrganismos da digestéo
anaerdbia diferem dgnificativamente com respeito a fiSologia, reguerimentos  nutricionals,
ceximento e caacteridicas metabdlicas, condigdes ambientas Gtimes e sendbilidede a
estresses ambientals (ANDREWS e PEARSON, 1965). A glicagdo satisfatoria deste conceito
depende da posshilidade de se spaar fiscamente e manter as culturas dominantes de
organiSmos Nao-metanogéni cos e metanogénicos em dois digestores separados.

Ghosh (1981), relata que a aplicacdo eficiente da separacéo de fases depende da
posshilidade de separacdo fidca paa manutencdo de culturas dominantes nos respectivos

reatores.

O moddo de regtores com sparacdo de fases foi sdecionado justamente com a
intencdo de tratar residuos indudtrias especificos, como de indidrias processadoras de
plantas amilécess. Pesquises redizadas visando a otimizacdo do processo de biodigestéo
anaerdbia da manipueira, indicaklam a necesSdade de separacdo de fases acidogénica e
metanogénica, promovendo processo mais etével (FERNANDES JR., 1989).

Egtudo utilizando separacéo de fases no tratlamento de manipuera de farinhara foi
redizado por Lacerda (1991) com objetivo de caracterizar a cinética da fase metanogénica em
restor de fluxo ascendente e leito fixo, com volume Wl de 933 L. O subdrao foi

previamente fermentado naurdmente e edabilizado com NaOH, e entdo submeido a
fermentaco metanogénica em regime continuo de dimentagdo. Cita a autora que 0 Sdema
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manteve-se estavel nessas condigBes e que, para obter eficiéncia minima de 80% na reducéo
dacargaorganicafoi possive operar afase metanogénicacom TRH limite de trés dias.

Baana (2000) e Fenandes JF. (1995), edudaram as fases da degradacéo
acidogénica e metanogénica da manipueira em biodigestores com sepaacido de fases em
exxda de bancada, obtendo resultados passivels de serem golicados no processo  de
biodegradacdo da manipueira com concomitante producdo de biogés. Os resultados obtidos
peos autores citados mostraram reducdo de carga organica e no teor de cianeto, com

concomitante producdo de biogés.

3.6 —Osmicrorganismos e o cianeto

Na planta, a enzima cgpaz de hidrolisy a linamaina € a linamarae, mes esa
hidrdlise pode também s redizada por enzimas microbianas (COLARD, 1978; IKEDIONE e
ONYIKE, 1982) ou ainda por agentes fiscos e quimicos (OKE, 1968).

Embora 0 dango sga um inibidor meabdlico, os méodos bioldgicos de
tratamento dese residuo o factivels pois 0 cianeto também € produzido naturdmente por
anpla vaiedade de platas fungos e dguns grupos becterianos e  goropriadamente
metabolizados. Tecnologias de biodegradecdo sfo paticulamente interessantes para residuos
contendo cianeto com adicdo de compostos organicos que servem como  subdrdo para o
crescimento microbiano (RAYBUCK, 1992).

Amplo nimeo de Sgemas microbiano et envolvido na detoxificacdo ou
degradacd0 do cianeto. Muitos microrganismos Sf0 resgtentes, ou podem induzir resséncia
a0 ciangto, degradando-o a compodos ndotoxicos por possuirem  Sdemas  enzimaticos
especificos e caminhos para degradarem ta compogto.

O ion cdangto é potete inibidor do crexcimento e do metabolismo cdular,
induindo respiracd e o0 maabolismo do nitrogénio e do fodao (KNOWLES 1976
SOLOMONSON, 1981; KNOWLES e BUNCH, 1986). O ion daneto, também aumenta o
tempo de geacdo e inibe a replicagd do DNA em Escherichia coli (ASHCROFT e
HADDOCK, 1975). Ese compogo também inibe grande nimero de enzimas particularmente
aoxidase termind, na cadea respiratoria.

Alguns microrganismos s desevolvem  em subdratos  contendo  cianeto  por
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possuirem metabolismo  anaerdbio, mecanismo dternaivo a cadeia respiratdria, ou anda por
metabolizarem 0 cianeto pedla cisfo do radicd em carbono e nitrogénio (CEREDA, 1994). Os
microrganismos podem induzir enzimas para a degradacéo e dedtoxificacdo do daneto ou
andaformar enzimas cianeto-resstentes (KNOWLES, 1976).

A presenca de uma via dternada a respiracéo, resdente ao cianeto, ja foi descrita para
dguns microrganismos (BAHR E BONNER, 1973). Através deste mecanismo, continuaria
havendo consumo de O, e formacdo de &gua mesmo em presenca de KCN (cianeto de
potéssio), que inibiria a cadea respiradria normd. Eda via € inibida pdo &aido <didil
hidroxéamico.

ApGs um compodo entrar na cdula, de tem que ser reconhecido como uma fonte
de dimento assmildvel. Eda tarefa dentro da cdula é normamente desenvolvida por sensores
especidizados ou proteinas reguladoras que podem interagir com a molécula de dimento e
entdo etimular a expressio dos genes em codificar enzimas necessrias para a conversdo do
composto. Entretanto, quando um composto ndo da ta respoda dravés dos sensores, e ndo é
condderado fonte de dimento til e ndo fica jeito a transformacdo por enzimas metabdlicas.
Uma digetéo incompleta de dguns compostos pode ocorrer e houverem  enzimes
metabdlicas que ndo sfo convenientes para cadisr agude tipo de rescdo. Dois diferentes
caminhos para a adaptacd dos microrganismos a compostos poluentes podem ocorrer. Se 0
compogo € em principio, reconhecido como uma fonte de dimento e 0s genes necessaios S0
“ligados’, ocorre a “adgptecdo bioquimica’. Se ocorrer a fdta de um do em uma das
possbilidades descritass, mudancas ou  adicdes sBo necessrias na informacdo  genética
exigente, dterando enzimas ou proteines que poderéo ser Sntetizadas para que se “acomode’
a degradacdo a novos subgratos. Neste caso fdase em “adaptacdo genética’ (van der MEER
et. d., 1994).

Edudos do meabolismo de compogtos toxicos por microrganismos vém  sendo
descritos por vaios autores Em numerosos casos, 0S microrganismos  possuem  potencid
metabdlico de versdtilidade para a quebra de compostos organicos quimicos sintéticos. Porgéo
donificativa da dividede de biodegradacdo de compodtos antropogénicos pode envolver o
cometabolismo, processo no qua 0s microrganismos, enquanto  desenvolvemrse pedo  consumo



de determinado substrato, apresentam a capecidade de trandformar outros compostos sem que
hajaquaquer beneficio direto ab metabolismo (SUFLITA e TOWNSEND, 1995).

A presenca de cianeto, ou compostos cianogénicos na agua tem efeito sgnificaivo
sobre a dividade biologica dos ecossdemas A legidacdo braslera determina que a
concentracdo maxima de cianeto para descate € de 0,2 mglL, mas ndo epecifica em que
forma, gés, dissolvido, liquido, livre ou complexado. (BARANA, 2000).

Magdh@es (1998), em edudo sobre as bases bioguimicas da toxicidade da
manipugra a insetos, nemadides e fungos redizou ensaio de armazenamento da manipuera a
temperatura ambiente e em tempos variados (t=0; t=6horas t=12 horas t=24 horas =48
horas, t=72 horas). As andises da concentragido da linamarina e de seus metabdlitos
intermedi&ios a0 longo dos tempos de amazenamento demongraram rdpida degradacdo do
compodo linamaring, td que no tempo 6 horas nenhuma linamaina foi detectada A
concentrag0 de acetona cianidrina (intermedi&io na degradacdo da linamaingd no tempo 6
horas gpresentou-se inferior a concentracdo obtida no tempo inicid, permanecendo estéve aé
0 tempo de 72 horas. As concentragbes de cianeto livre gpresentaramse bastante variadas,
porém passadas & 72 horas de incubacdo, a quantidade de cianeto livre diminuiu de forma
ggnificativa, possvedmente devido a sua dta volailidade. Pate da reducdo desses compostos
possvemente poderian ser explicadas pela atividade de leveduras presentes na manipuera
(PUTTIKUNT et d. 1995) e pate pda acdo das enzimas presentes na raiz da mandioca
(MAGALHAES, 1998).

Mutas espécies de fungos (Fusarium sp., Hansenula anomala) e de bactérias
(Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Citrobacter freundii, Bacillus subtilis e muitas
outras linhagens de Bacillus) podem asamilar dangto e usalo como fonte de nitrogénio elau
de carbono, gerdmente via NH3 intermediaio (HOLMES e DUBEY/, 1995).

Fernandes J. (1995), empregando restores com separacéo de fases e estudando
cindica da fase acidogénica (35°C) na degradacio da manipueira, obtendo reducio de cianeto
de 88%, caracterizou de mandra presuntiva a flora microbiana do restor com TRH de um dia
e condatou a presenca de cocos Gram podtivos (Leuconostoc §p, Ruminococcus 9,
Streptococcus ), beclos Gram pogtives (Clostridium sp, Propionibacterium sp, Bacillus )
e badlos Gram negativos (bacilos entéricos). Acido l&tico foi detectado em grande



quantidade (600 mg/L) no restor em TRH de um dia na ocasdo do estudo microbioldgico,
destacando o Streptococcus bovis (remanescente do indculo bovino usado) como uma das
espécies presentes com a capacidade de producdo de &cido lactico e acético. A quantidade
devada de &ido lactico pode explicar também a presenga do beclo Gram postivo
(Propionibacteriumsp), o qua € importante consumidor de lactato.

Bernd et al (1996), estudaram o €feto do cianeto (KCN) sobre os microrganismos
gue intervém na fermentacdo anaerdbia de efluentes de indidrias de fécula de mandioca
Condluiram que ndo estando adagptada, a biomassa presente no biodigestor serd muito sensive
a pequenas concentragdes de cianeto. Porém, se a concentragdo inicid de cianeto adicionada
ndo for dta, a microflora € cgpaz de se recuperar rapidamente. Por outro lado, exige a
possibilidade de se adaptar a biomassa gradud mente a dtas concentraces de cianeto.

Outra fama de utilizacdo do cianeto € dravés do crescimento de Pseudomonas
fluorescens NCIMB 11764. Edudos mostraram que a bactéria foi capaz de crescer na presenca
de cdaneto usando-o como Unica fonte de nitrogénio com uso Imultineo do oxigénio e
consumo de NADH. Na Fgura 10, sSo agoresentadas duas reagbes que ducidam a via de
convesio que leva o ciango a CO, e NHz, e que ewodve o0 aague das enzimas
monooxigenases ou dioxigenases. Pseudomonas fluorescens NCIMB 11764 néo catdisaram a
conversao do cianeto em condigdes anaerdbias (KUNS et d. 1992).

HCN + O,® HOCN (cianato) + H,O® CO, + NH;
HCN + O, ® CO, + NH,

E?Sfﬁg lirz)sze&%]h\lliggﬁo do cianeto a CO, e NH;

Outros edudos modram a paticipacdo da enzima rodanase na conversio do
cdaneto e tiossulfaio em uma forma de cianeto menos toxica, O tiodanato. Eda enzima tem
sdo encontrada em B. stearothermophilus, Thiobacillus denitrificans e também no figado e no
epitdio nasd de roedores, onde é produzida em grandes concentragbes e funciona como
mecanismo de desntoxicagdo, quando &ido danidrico é indado (BOWEN e d. 1965
ATKINSON, 1975).

Grad e d. (1992), estudaam o potencid das bactérias produtoras de acido



lactico na degradacdo da linamarina presente na mandioca Dez linhagens de bactérias foram
tedadas e obsarvou-se, aravées de andisss em HPLC, que a linamaina foi totamente
degradada e que os produtos gerados foram &cido l&ctico e acetonecianidring, depois do
periodo de incubagio de 30 minutos a 30°C e pH 55. A glicose produzida na hidrdlise da
linamarina foi convertida imediadtamente em &cdido l&tico peas bactérias que d@uam na
“limpeza find”. Das bactérias produtoras de &cido léctico, a L. plantarum A6 apresentou
maor taxa na degradecdo da linamaina em meio aardbio. A linamarase endogena da
mandioca foi primeramente indivada para que somente a dividade da bactéria fosse avdiada
O trabdho compreendeu quatro ensaios No primero ensao fol usado extrao com enzimas
inativadas acrescidas de linamarine No segundo ensaio foi usado extrao com  enzimas
indtivadas e linamarase. No terceiro ensaio fol usado extrato com enzimas indtivadas e L.
plantarum A6 e no Ultimo ensao, extrao com enzimas indivades mas linamaina e L
plantarumA6. Os resultados sfo gpresentados na Figura 11.

Cianeto liberado (ppm)

G G0 120 180

Tempo (minutos)

Legenda: & extrato controle; O extrato+linamarina (ensaio 1); O

extrato+linamarase (ensaio 2); ® extrato +L.plantarum A6 (ensaio 3); W
extrato+L .plantarum A6+linamarina (ensaio 4)

Fonte: Giraud et a. (1992)

Figura 11 - Teor de cianeto do extrato de mandioca apds a inibicdo da

linamarase endégena

Pode ser obsarvado na Figura 11, que no extrato de mandioca controle (extrato com
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linamarae indtivada) ndo foi detectado daneto livree nem mesmo depois da adicdo de
linamarina (ensdo 1). Apos a adicdo de linamarase, a quantidade de cianeto livre aumentou
rapidamente e manteve-se em um patamar, gpds 60 minutos (ensaio 2). A adicdo de cdulas da
L. plantarum A6 a0 extrao de mandioca (ensaio 3) resultou na geracdo de ciangto livre,
compaado a0 que havia ddo previamente obsavado. A bactéia sozinha foi cgpaz de
hidrolisar grande quantidade de linamarina (ensaio 4).

Como pode ser obsarvado, vaias o as rotas meabdlicas Uutilizadas pelos
microrganismos na degradacd de daneto, demondrando a versdilidade da adaptacéo
microbiana ao meo onde se encontram ou S0 inoculados.
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4 MATERIAIS E METODOS

A agua residual foi coletada sob a prensa de massa ralada em uma fabrica de
farinha de mandioca (Plaza Industria e Comércio Ltda.) situada em Santa Maria da Serra,
Estado de Sao Paulo, Brasil. A fabrica fica a 175 Km de distancia do Centro de Raizes e
Amidos Tropicais (CERAT), Unesp — Botucatu e a 120 Km de distdncia do Laboratorio de

Processos Biologicos (USP — Sao Carlos).

4.1 - Linamarina extraida

A linamarina utilizada nesta pesquisa foi extraida e purificada em diversos lotes,
isto ¢, varias quantidades de mandioca foram levadas em separato, por pesquisadores do
CPQBA (Centro de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas) — UNICAMP, Campinas
(SP), segundo metodologia proposta por Rodrigues et al.' (1999), a partir de raizes de
mandioca Branca de Santa Catarina da variedade SRT 59, pertencente a colecdo do Instituto
Agronomico de Campinas (IAC);

Os extratos de linamarina utilizados foram obtidos de acordo com o rendimento do
processo para sua extracao em cada batelada, o que resultou na variagao dos teores de pureza

dos mesmos entre 77,4% e 87,2%, resultando numa mistura com 85% de pureza.

4.2 - Acetonacianidrina

A acetonacianidrina liquida foi o da marca Aldrich com 99% de pureza.
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4.3 - Cianeto de potassio

O KCN (p.a) utilizado para a confec¢ao das curvas padrao foi da marca Dinamica.

4.4 - Acido picrico
A solugdo de acido picrico saturada foi obtida pela dilui¢do de 2,56g de acido

picrico da marca Reagent em 100mL de dgua destilada.

4.5 — Equipamentos

Além dos equipamentos normais de laboratorio, foram usados o Espectrofotometro
Varian, Cary 50 Bio UV - visivel, cromatdgrafo “Hewlett Packard (HP), centrifuga da Jouan
modelo GR 2022 refrigerada e Shacker rotacional a 30+2°C e 30 rpm.

4.6 - Substrato

Os lotes de manipueira foram usados como substrato, sem diluigdes, no tratamento
anaerobio com separagdo de fases. A coleta era realizada a cada 15 dias, iniciando-se no més
de Margo de 2000 até o més de Junho de 2003 (periodo de duragdo do trabalho). Assim sendo,
foram obtidos lotes de manipueira de diversas variedades de mandioca processadas como

matéria-prima ao longo destes trés anos.

4.6.1 — Coleta do substrato

Virios galdes plasticos (225), com capacidade para 9 litros foram usados na coleta

do residuo. Durante o trajeto de Santa Maria da Serra at¢ o CERAT (Botucatu) ja ocorria a
decantagdo dos solidos suspensos grosseiros, no proprio recipiente. O sobrenadante era
armazenado e congelado a —10°C para posterior aplicagédo nos reatores. No laboratorio, a cada
novo lote coletado, amostras do sobrenadante de manipueira foram separadas para as analises
de caracterizacdo. O restante das amostras era acondicionada nos recipientes plastico de 9
litros para armazenamento em freezer horizontal, mantido a —10°C para o congelamento das
amostras. Para o preparo do substrato que alimentou os reatores, o descongelamento da
manipueira foi realizado em temperatura de geladeira (5°C), iniciando no dia anterior a sua

utilizagdo. Nesta forma foi denominado substrato.



34

Na realizacao dos testes de atividade da enzima linamarase, a manipueira coletada
sob a prensa foi armazenada de duas maneiras, sob nitrogénio liquido e em temperatura
ambiente. Nomeou-se de maneira geral a manipueira sob temperatura ambiente somente de
manipueira em todo os testes do trabalho. Na realizagdo dos testes da atividade da enzima
linamarase a atividade da manipueira conservada em nitrogénio liquido foi chamada de
atividade inicial.

Cada reator tinha o pH do seu afluente previamente ajustado com hidroxido de
sodio 50% diretamente ao material em fermenta¢do nos recipientes que abasteciam esses
reatores. O ajuste do pH era feito por controladores automaticos e bombas peristalticas que
introduziam o hidréxido de sodio ao residuo quando da ocorréncia de abaixamento do mesmo.
O efluente do reator acidogénico foi usado como afluente do metanogénico. Os valores de pH
estabelecidos como adequados para bom desempenho das bactérias acidogénicas (pH 5,5-6,0)

e das arqueas metanogénicas (pH 6,5-7,0) foram os citados por Souza (1982).

4.7 — Os biodigestores e inoculos
Na realizagdo dos testes microbiologicos in vitro, a fonte de microrganismos (inodculos)

para os ensaios foi a manipueira, os efluentes dos reatores. A amostra de manipueira foi coletada sob

as prensas na farinheira Plaza e as amostras dos indculos acidogénicos ¢ metanogénicos foram

coletados sob as saidas dos efluentes dos reatores, durante o funcionamento das bombas
peristalticas, que introduziam o residuo nos reatores. A coleta obedeceu aos tempos de retencao de
saida dos efluentes. Os indculos foram levados ao Laboratorio de Processos Biologicos (LPB), USP-
Sao Carlos, sob conservagdo em gelo, em caixas de isopor devidamente fechadas. Este procedimento
de transporte dos indculos € um procedimento de rotina quando se trata de testes com inoculagado de
microrganismos.

O sistema de reatores usados no processo de tratamento do residuo manipueira foi o de
separacdo de fases, ja empregados no estudo cinético da fase metanogénica para tratamento da
manipueira por Lacerda (1991) e no estudo cinético da fase acidogénica para o mesmo substrato
(FERNANDES JR., 1995). No primeiro reator (reator acidogé€nico), ocorre o processo de
acidogénese do residuo e no segundo (reator metanogénico) ocorre a metanogénese do residuo ja

acidificado anteriormente.



35

Reator Acidogénico: modelo de fluxo ascendente, cilindrico (tubo PVC - policloreto de vinila com

capacidade util para 6 litros). O substrato manipueira era bombeado através de bomba peristaltica
ligada a um temporizador para o reator acidogénico. O TRH empregado foi de 1 dia (Fernandes Jr.,
1995). Temperatura de operagdo de 35°C +/- 1°C. O valor de pH manteve-se entre 5,5 ¢ 6,0.

Reator Metanogénico: modelo de fluxo ascendente e leito fixo, formado por dois tubos de PVC,

um de 10 cm de didmetro e outro de 15 cm de diametro, ambos com 71 cm de altura, dispostos
verticalmente, com o tubo de menor didmetro dentro do maior. O meio suporte eram anéis de PVC
rigidos, que atuavam como leito fixo. O volume 1til do reator metanogénico era de 9,33 L de coluna
interna. A coluna era dotada de parede dupla, através da qual circulava dgua mantida a temperatura
controlada. O TRH empregado foi de 3 dias (Lacerda, 1991). Temperatura de operagdo de 32°C +/-
1°C. O valor de pH foi mantido entre 6,5 ¢ 7,0.

A temperatura dos dois reatores foi mantida constante com o auxilio de trés aquecedores
de aquério instalados em diferentes alturas, ligados a um termostato. O monitoramento da
temperatura das colunas era feito através de um termémetro cujo bulbo ficava imerso na agua que
banhava as colunas.

Os reatores descritos ja se encontravam inoculados no laboratério do CERAT, quando do
inicio do trabalho, ¢ a descricdo da inoculagdo e partida encontram-se citadas na literatura
(BARANA, 1995).

Em cada biodigestor estava acoplado um gasdmetro do tipo telescopico, feito com tubo
PVC. A estrutura e o funcionamento dos gasometros foram as mesmas citadas por Barana (2000):
tubo mais largo contendo solugdo salina acidificada (25% de cloreto de sodio e 3% de acido
sulfurico) (FERNANDES JR., 1995). O tubo mais estreito, tampado na parte superior, flutuava e
conforme o biogas era produzido esse tubo enchia-se de gas e subia. Medindo-se o volume de tubo
deslocado, e fazendo-se as correcdes com relagdo a umidade e temperatura, obtia-se o volume de
biogas produzido nas CNTP (Condigdes Normais de Temperatura e Pressdo). Os gasometros
possuiam um orificio no topo que permanecia tampado com uma rolha provida de um termometro.
Assim, uma vez feita a leitura do volume de gasometro deslocado e a medida da temperatura do gés,
o gasOmetro era esvaziado com a retirada da rolha.

A solucao salina acidificada era utilizada para formar um selo d’agua e para que nao
houvesse reagao entre o CO, produzido e o liquido de enchimento do gasometro, permitindo assim,

quantificacdo e qualificagdo mais precisa do gas gerado no biodigestor (FERNANDES JR., 1995).
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4.8 — Analises de acompanhamento dos reatores

Os biodigestores foram monitorados para a verificagdo do funcionamento do sistema nas
condi¢des preconizadas por Barana (2000). O acompanhamento do funcionamento se deu
principalmente através de analises de remog¢ao da DQO, cianeto total e livre e producdo de metano.
Considerou-se importante, a constatacio do bom funcionamento dos biodigestores na reducdo da
DQO e dos teores de cianeto, para que os resultados de captagdo de HCN nos gases fossem
compativeis com o tratamento. Entretanto, ndo foram realizados testes para otimizagdo do processo
de biodegradag¢do da manipueira, o que ja foi realizado por outros autores anteriormente citados e
usados tais indices.

Com o mesmo objetivo, foram realizadas também determinagdes de pH, solidos totais e
volateis. Foram estabelecidas a producdo de biogds, quantificagdo e composi¢do nos reatores
acidogénico e metanogénico.

A seguir sdo citadas as metodologias de acompanhamento do funcionamento dos

reatores.

- Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)
Metodologia baseada na proposta da CETESB, como adaptagdo do método classico,
onde a matéria organica ¢ oxidada pelo dicromato, transformando-se em acido cromico através de

aquecimento. Neste método a dosagem ¢ feita por colorimetria.

- Cianeto total e livre

No substrato, afluente e efluente dos reatores foi feita a dosagem de cianeto total
(linamarina+acetonacianidrina+tHCN). O método usado foi o colorimétrico descrito por Cooke
(1978) e modificado por Essers (1993). Nos gases gerados, a dosagem foi feita unicamente do
produto da degradacdo final da linamarina, na forma de HCN, que sendo a unica volatil,
poderia sair com os gases. Neste caso, a determinagdo do HCN foi feita pelo método
colorimétrico de Smith citado por Winton e Winton (1958) usando acido picrico como

reagente de cor. A metodologia adotada (ESSERS, 1993) ¢ resumida no Quadro 5.
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Quadro 5 - Metodologia de analise das formas de cianeto (total e livre) no substrato manipueira,
afluente dos e efluente dos reatores.

NaOH cloramina T | reagente de cor
Ciancto buffer pH | amostra linamarase 0,2M buffer (agitar-gelo 5 | (a %tar—re oUSO
7,0 (extrato) | (15min.30°C) | (Smin. | pH6,0 | \28"T8 grar-rep
min.) 10 min.)
repouso)
total 0,4mL 0,ImL 0,ImL 0,6mL 2,8mL 0,ImL 0,6mL
livre 0,0 mL 0,6mL 0,0 mL 0,0mL | 3,4mL 0,ImL 0,6mL

A leitura de absorbancia foi feita em espectrofotometro a 605 nm.

As porcentagens de redugdo do cianeto, foram calculadas de acordo com a férmula,

segundo (VIEIRA E SOUZA, 1981):

%Redugdo Cianeto = Cianeto alimentagdo — Cianeto efluente x 100

Cianeto alimentacdo

As formas de cianeto foram detectadas e quantificadas em todas as etapas do
processo de digestdo anaerdbia da manipueira. Essas andlises serviram para estabelecer os

pontos onde ocorrem as maiores taxas de reducdo das formas de cianeto.

- pH
Foi utilizado um medidor de pH PM608 da marca ANALION que ¢ um aparelho digital

de precisao, efetuando a leitura com duas casas decimais.

- Analise da composicio do biogas

Essa medida foi importante para poder se avaliar a eficiéncia do processo. A analise foi
realizada na UNESP, campus Jaboticabal no Departamento de Engenharia Rural, em um
cromatografo a gés da marca FINNIGAN, modelo GC-9001, coluna Porapack-Q e peneira
molecular a temperatura de 60°C. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio, € o detector de

condutividade térmica, regulado a temperatura de 100°C.

- Determinacio do volume de biogas produzido
A determinagdo do volume de biogas produzido fez-se medindo a altura de gasometro
deslocado, fazendo-se a corregdo deste volume com relagdo a umidade (Quadro 6) e aplicando-se na

Equacdo 1, tem-se o volume do gas nas CNTP.
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PoxVo/To=P;xV,/TixF Equacio 1

Onde:

Py - pressdo na CNTP (760 mmHg)

Vo — volume na CNTP

Ty — temperatura na CNTP

P, - pressao local de Botucatu — SP (691,86 mmHg)
V| — volume medido (litros)

T, — temperatura medida (K)

F - fator de corregdo de umidade

Quadro 6 — Fator (F) de correcdo de umidade do biogas com relagdo a temperatura

Temperatura (°C) F
30 0,9540
31 0,9512
32 0,9484
33 0,9454
34 0,9423
35 0,9390
36 0,9355
37 0,9319
38 0,9281
39 0,9242
40 0,9200

Fonte: IPT/USP, citado por Fernandes Jr. (1995).

4.9 - Procedimentos experimentais

Para elucidagdo do destino do HCN degradado, adotou-se as quatro etapas que
seguem, como indicado na Figura 12.

Etapa A: testes de captagdao dos gases para estabelecer a degradagdo e volatilizagao
do cianeto ao longo do sistema de tratamento dos reatores biologicos;

Etapa B: uma vez que a hidrolise da linamarina também pode ocorrer pela
linamarase da mandioca e de microrganismos, foram realizados testes de atividade da enzima
linamarase. Para isso, foram comparados os teores de cianeto total e livre em amostras de
manipueira sob temperatura ambiente e em amostras em nitrogénio liquido. Foram também
analisadas as atividades nos afluentes e efluentes dos reatores bioldgicos em funcionamento

para a verificagao do efeito residual;
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Etapas C e D: testes in vitro para estabelecer o metabolismo dos microrganismos
autdctones da manipueira e presentes nos efluentes dos reatores na decomposi¢do dos
compostos linamarina e acetonacianidrina (intermediario na decomposi¢ao da linamarina) em
diferentes condi¢des, usando meio minimo (MM). Os microrganismos empregados nessas
etapas foram provenientes de inoculos retirados dos efluentes dos reatores acidogénico e

metanogénico e da manipueira.

4.9.1 - Composicao e preparacao do Meio Mineral (MM) e solucées-estoque
O meio mineral liquido (MM) usado como fonte nutricional minima para os
microrganismos foi descrito por Roberts et al (1995) e sera denominado no ambito deste

trabalho como MM. O Quadro 7 descreve o meio minimo.

Quadro 7 — Composi¢cdo do meio minimo

Componentes Quantidades/1L de agua destilada
(NH4),SO, 30g
KH2P04 2,0 g
KQHPO4 2,0 g
MgS0..7H,0 0,5¢g

Fonte: Roberts et al (1995)

Apos dissolver os componentes do MM em agua deionizada, borbulhou-se por 15
minutos gas N, (100% pureza) e posteriormente filtrou-se esse meio em membrana, através do
método de filtracdo por membrana de 0,22um de diametro de poro. Neste método, todo
material usado na filtracdo foi anteriormente autoclavado ¢ a esterilizacdo do meio MM foi
realizada sob condigdes de assepsia. A filtragdo do MM pertencente aos ensaios com a
linamariona foi feita sem a linamarina, a qual foi adicionada posteriormente com abertura dos
frascos-reatores anaerdbios sob atmosfera constante de N,. Este procedimento foi realizado
desta maneira, pois ndo se sabia como seria o comportamento da linamarina ao ser filtrada. A
filtragdo do MM pertencente aos ensaios com a acetonacianidrina foi feita juntamente com o
composto. Nao foi feita a filtracdo em separato, pois a acetonacianidrina sendo altamente

volatil iria ser afetada com esse manuseio.
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Fonte: adaptado de Barana (2000)
Figura 12 — Etapas que elucidam o destino do HCN degradado

40
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Foram preparadas trés tipos de meio de cultura que diferiram com relacdo ao pH e
ao tipo de inoculo adicionado. Nos ensaios in vitro, as condigdes dos meios de cultura,
simularam as condi¢des da manipueira e dos efluentes dos reatores, pois deram origem aos
in6culos. Apo6s o preparo, cada meio de cultura foi distribuido nos frascos com auxilio de
proveta esterelizada. Apos o meio ter sido distribuido nos frascos, as condigdes foram
ajustadas para aerobiose ou anaerobiose. Sistema de distribuicdo simultanea de gases (Figura
13), garantiu uma atmosfera de nitrogénio isenta de oxigénio dentro dos frascos Boecko
(500mL), mantidos sob condi¢des anaerobias, apos terem sido fechados. No LPB-USP, esse
sistema ¢ composto de quatro saidas de gases simultaneas. Em cada saida, foi instalada uma
mangueira com cerca de 30cm apropriada para gases e, na extremidade oposta, estava
instalada uma seringa de vidro (B&D) de 3mL. Nas seringas, eram afixadas agulhas de

insulina. Através dessas mangueiras, fazia-se passar os gases nos frascos de cultivo.

FIGURA 13 - Sistema de distribui¢do simultdnea de gases

Para os testes in vitro com a linamarina, usou-se linamarina com 85% de pureza
para o preparo de solugdo estoque de 1,63%, obtendo-se ao final, nos frascos reatores

concentracdo de 0,0653% de linamarina.
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Nos testes in vitro com a acetonacianidrina, este composto foi adicionado
diretamente aos frascos-reatores, pois se apresentava na forma liquida. A concentragdo final

nos frascos reatores foi de 1%.

4.9.2 — Avaliacdo quantitativa da volatilizacao do acido cianidrico nos reatores

Os gases gerados e eliminados através dos gasdmetros telescopicos dos reatores,
foram monitorados para a presenca de acido cianidrico por um sistema de coleta. Os gases
foram captados em separado e borbulhados numa solugdo de carbonato de sédio (Na,COs
0,IM) seguindo metodologia baseada em Heath et al. (1998). A dosagem do HCN em
espectrofotdmetro a 540nm seguiu metodologia de Smith citada por Winton e Winton (1958),
como segue:
- Reagentes: carbonato de sodio 5% e solucao de &cido picrico saturada. Para a curva padrdo
foi usado cianeto de potéssio (KCN). A curva padrdo foi usada para a quantificagdo de HCN
volatilizado.
- Determinac¢do de acido cianidrico: O gas gerado durante 24 horas foi borbulhado em
250mL de solugdo de carbonato de sédio (0,1M) que serviu como captor. Apos 24 horas, os
frascos eram trocados. Para dosagem do HCN, foram colocados em um tubo de ensaio 1 mL
da solucdo de carbonato de sodio do frasco de captura, ImL de solu¢do de carbonato de sodio
a 5% e 3mL de solugdo saturada de acido picrico. Os tubos de ensaio foram tampados e
colocados em banho de dgua fervente por 5 minutos e depois resfriados em agua corrente. O
volume foi completado a 10mL com agua destilada. A leitura foi feita no espectrofotometro a
540nm e os resultados de absorbancia obtidos colocados na curva padrdo para obten¢do do
HCN gerados em 24 horas.

Concomitantemente a volatilizagdo do HCN, a degradacao do cianeto foi
acompanhada também no residuo liquido manipueira, ao longo do tratamento nos reatores,
através do método colorimétrico/enzimatico descrito por Cooke (1978) e modificado por

Essers (1993).
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4.9.3 —Obtencao e atividade da enzima linamarase

A medida da atividade da linamarase foi feita na manipueira sob temperatura ambiente,
em amostras de manipueira congeladas em nitrogénio liquido e também nos afluentes e efluentes
dos reatores biologicos em funcionamento.

Na determinacdo da atividade da enzima linamarase, o método utilizado foi o método de
Essers (1993). Foram dosados cianeto total e livre na manipueira e em amostras de manipueira em
nitrogénio liquido e também em amostras dos afluentes e efluentes dos reatores em funcionamento.

Para a extra¢do da enzima, foram colocados 200mL de manipueira ou do efluente em um
liquidificador e este material foi homogeneizado durante trés minutos, em velocidade alta com
400mL de solugdo tampdo acetato 0,1M pH 5,5. A mistura foi mantida a temperatura de 2 a 4°C
durante um periodo de 24 horas. Posteriormente foi centrifugada a 9000 rpm a 4°C durante 30
minutos. O sobrenadante foi saturado com 60% de sulfato de amdnio (390g. de sulfato de
aménio/L). Essa solucdo saturada foi mantida em temperatura de 4°C durante 16 horas. A solugdo
foi depois centrifugada a 9000 rpm durante uma hora a 4°C. Desprezado o sobrenadante, o
precipitado foi dissolvido em 50mL de tampao fosfato 0,1M pH 6,0. A solucdo formada com o
precipitado e o tampao foi armazenada em um saco de didlise (tamanho 33x21mm — marca INLAB).
Procedeu-se com a imersdao em solugdo tampao (tampao fosfato 0,IM pH 6,0) sendo a solugdo
dialisada durante 2 dias e a solugdo tampao que banha o saco foi trocada a cada 24 horas. Apds esse
periodo, a enzima ja dialisada foi distribuida em ependorfes e armazenada a —10°C para posterior
teste da atividade enzimatica.

Obtida a enzima, foi estabelecida a atividade da mesma. A unidade enzimatica
internacional (UE), representa a quantidade de enzima que catalisa a formacdo de 1mmol de HCN
por minuto nas condi¢des definidas pela metodologia. Uma curva padrao para HCN foi preparada
para quantificar o HCN da amostra (Essers, 1993). A curva padrdo ¢ a mesma usada na
determinacdo do cianeto total e livre presente nas amostras de raiz de mandioca e seus derivados
como a manipueira.

A enzima extraida foi convenientemente diluida com tampao fosfato 0,1M pH 6,0. Essa
dilui¢do depende da concentracdo e, portanto, de sua atividade. O Quadro 8 especifica as

quantidades de reagentes adicionados aos tubos contendo a enzima diluida.
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Quadro 8 — Metodologia de determinacdo da atividade da enzima linamarase

Reagentes adicionados em tubos contendo 0,1mL de enzima diluida

- 0,5mL de solugdo linamarina SmM

- banho de 4gua a 30°C por 30 minutos

- 0,6mL de solu¢ao de NaOH 0,2M (repouso por 5 minutos)
- 2,8mL de buffer pH 6,0

- 0,1mL de cloramina T (agitar)

- banho de gelo por 5 minutos

- 0,6mL de reagente de cor (agitar; repouso por 10 minutos e leitura em espectrofotdmetro a 605nm)

Para ser obtida a concentragdo de SmM de linamarina, 31mg de linamarina liofilizada foi
dissolvida em 25mL de tampao fosfato (0,1M pH 6,0). A linamarina usada nestes testes foi da marca
Sigma (p.a).

Os valores de absorbancia obtidos a 605nm, foram aplicados na equagdo da curva padrao
para cianeto, obtendo-se valores de pg de HCN que posteriormente foram aplicados na Equacao 2.
Os resultados obtidos foram expressos em Unidade Enzimatica (UE)/mL para cada amostra em
particular. A quantidade de linamarase deve ser ajustada em funcdo de sua atividade. Segundo
Cooke (1978), a atividade de 0,3 UE/0,ImL de enzima diluida pode ser considerada como boa
atividade, valores abaixo, inviabilizam o uso da enzima extraida, e, valores acima, caracterizam

muita enzima que pode ser diluida.

Equacio 2: UE/mL = pg HCN x fator de diluigao/0,ImL x
810pg HCN

Onde;
- UE/mL = unidade enzimatica/mL
- ug HCN (curva padrao)
- fator de diluig¢ao (500x/1000x/2000x, etc.)
- 0,1mL = quantidade de amostra
- 810pg HCN = 1 UE libera 27ug de HCN por minuto, assim 27ug x 30 minutos = 810ug
HCN/30 minutos (tempo de reacdo no teste)
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4.9.4 - Avaliacao in vitro do metabolismo da linamarina e acetonacianidrina

Avaliou-se a acdo dos microrganismos autoctones da manipueira e presentes nos
efluentes dos reatores, em dois testes in vitro. Foi realizado um teste com a linamarina em
complementagdo aos testes in vitro e foram realizados testes microbioldgicos in vitro com a
acetonacianidrina, que ¢ um composto intermediario presente na degradagdo da linamarina. Desta
maneira, testou-se a acetonacianidrina exégena numa concentragdo conhecida para a observagao do
crescimento dos microrganismos frente ao composto com concomitante degradagdo do mesmo.

Os testes de avaliagdo do metabolismo de microrganismos presentes nos indculos
citados, foram realizados no Departamento de Hidraulica e Saneamento, Laboratorio de Processos
Biologicos (LPB) - USP, onde foi possivel a manipulagdo dos microrganismos em condigdes
anaerdbias, pois ¢ um laboratdrio especializado em microbiologia de anaerobios.

Foram selecionados trés indculos para os testes: a) manipueira sob temperatura ambiente
(presenca da flora microbiana autdctone da mandioca), b) efluente do reator acidogénico, c) efluente
do reator metanogénico.

Os gases formados através do metabolismo bacteriano foram analisados por
cromatografia a gas, utilizando-se cromatdografo Gow Mac. A coluna utilizada foi Porapack-Q
(comprimento de 2 metros e didmetro interno de '4). O detector foi de condutividade térmica (série
150). O gas de arraste foi o hidrogénio super-seco (White Martins) e o integradores eram CG-
instrumentos Cientificos-300. As condi¢des de operagdo do equipamento foram: - vazdo do gés de
arraste 30 mL/min.; temperaturas do detector, colunas e injetor igual a 75°C; a corrente foi de
150mA.

Amostras de gas eram retiradas a cada dois dias, utilizando-se uma seringa especial, com
trava Hamilton Gastight que impede a saida ou mesmo a mistura dos gases contidos na seringa com
a atmosfera externa. Eram retirados para a leitura no aparelho 0,5mL de amostra da atmosfera dos
frascos, fazendo, antes dessa retirada, varias lavagens dentro da propria atmosfera dos frascos com a
seringa, para que fosse certificada a pureza gasosa. A avaliagdo dos gases produzidos se fez
necessaria para a verificagdo de produg¢do de metano nos frascos anaerdbios na presenga dos
compostos linamarina e acetonacianidrina. Como ndo se verificou a producdo de gis metano ao
longo do periodo de incubagdo, as amostragens passaram a ser realizadas uma vez por semana

somente para a certificagdo da presenga ou auséncia de metano e producao de CO,.
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A quantificagdo da degradacdo da linamarina e acetonacianidrina ao final dos ensaios, foi
realizada com emprego da técnica HPLC, segundo metodologia proposta por Korpraditskul et al
(1993) para o preparo das amostras. Para os testes cromatograficos, foram coletadas aliquotas de 2
mL de amostras semanais dos frascos-reatores (frascos Boecko) e as amostras foram acondicionadas
em caixa de isopor sob conservacao em gelo e transportadas até a cidade de Bauru (Laboratério de
quimica-UNESP), para posterior dosagem dos compostos-alvo no cromatografo. Cada amostra foi
previamente preparada através de centrifugacdo durante 5 minutos e posterior filtragdo do
sobrenadante com uma seringa plastica de ImL (B&D) em filtro holder, contido de membrana
“millipore” 0,22um, sendo o filtrado acondicionado em “ependorfes” e posteriormente injetado uma
aliquota de 50uL desse filtrado com o auxilio de uma seringa especifica de vidro, para a leitura
cromatografica. As aliquotas foram injetadas e analisadas a um fluxo de 0,6mL/min., & 65°C por um
periodo de retencao de 20 minutos para a acetonacianidrina e 13 minutos para a linamarina. Esse
tempo foi baseado nos cromatogramas das amostras padroes que apresentaram tempos de retengao

especificos menores nesse tipo de cromatografo.

4.9.4.1 — Incubacao das culturas microbianas
A incubagao foi conduzida sob condi¢des anaerobias e aerobias. O Quadro 9 descreve os

procedimentos empregados.

Quadro 9 — Condigdes das culturas enriquecidas em linamarina e acetonacianidrina a 30+£2°C

Inéculos Condigoes dos frascos em duplicata
o . Anaerobia
Manipueira sob temperatura ambiente
Aerdbia
] . Anaerobia
Efluente do reator acidogénico
Aerdbia

) Anaerdbia com amostragem de gas
Efluente do reator metanogénico

Anaerdbia sem amostragem de gas

Os ensaios de enriquecimento foram conduzidos sob condi¢des anaerdbias e aerdbias
para simular as condigdes encontradas nos reatores. No reator acidogénico predominam
microrganismos facultativos que promovem a digestao da manipueira em meio levemente acido com

presenca de pequenas quantidades de oxigénio. Nos testes in vitro usou-se para o acondicionamento
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do meio de cultura e dos microrganismos frascos Boecko de 500mL. Para a manutengdo de
condi¢des anaerdbias, os frascos foram vedados com tampa de borracha preta e tampa plastica
rosquedvel e furada na parte superior para retirada de amostras com agulha e seringa sem a
necessidade de abertura dos frascos. Na manuten¢do de condi¢gOes aerobias foram usados os mesmos
tipos de frascos tampados com rodilhdo de algodao para permitir trocas gasosas.

Nas duas situagdes, aerobias e anaerdbias, os testes foram realizados em duplicata, e os
frascos continham 225mL de meio mineral liquido estéril (MM) (Roberts et al, 1995). O volume de
in6culo em todas as condigoes dos ensaios foi de 25mL (10% v/v).

As duas condigdes, aerobias e anaerobias, foram aplicadas aos indculos: manipueira sob
temperatura ambiente e efluente do reator acidogénico. O in6culo proveniente do efluente do reator
metanogénico foi mantido apenas em condi¢des anaerobias.

Os frascos Boecko, nas diferentes situacdes, também tiveram o pH de seu meio de
cultura adaptado de acordo com o pH dos efluentes nos reatores e da manipueira. O indculo
manipueira sob temperatura ambiente tem um pH em torno de 5,4, o in6culo efluente do reator
acidogénico tem pH em torno de 3,8 e o indculo efluente do reator metanogénico tem o pH em torno
de 7,8. Esses valores foram mantidos para cada situagdo nos frascos adicionando NaOH 1N ou
H,SO4 1M, conforme desejava-se aumentar ou abaixar o pH, respectivamente.

Finalmente, apds a inoculagdo, os frascos foram incubados em Shacker rotacional a
33°C/30 rpm. A temperatura de 33°C foi estipulada, em razdo da degradacdo da acetonacianidrina
(intermediario da linamarina) ser favorecida por temperaturas maiores que 30°C em condig¢des
acidogénicas (pH > 4,0).

A cada dois dias foram feitas leituras da composi¢ao gasosa da atmosfera dos frascos
mantidos sob anaerobiose. Essas leituras foram realizadas para possivel acompanhamento da
producdo de gds metano pelos microrganismos. Observado que durante a leitura da composicao
gasosa dos reatores ndo havia a producdo de gas metano, essas leituras passaram a ser feitas
semanalmente.

Os frascos sob condigdes metanogénicas foram separados em dois lotes: com e sem
leitura de gas metano. Esse procedimento preservou o cianeto que possivelmente pudesse ter sido
volatilizado com amostragens de gases. Como a acetonacianidrina se decompde espontaneamente, o

cianeto ja estaria liberado para os microrganismos.
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Durante todo o periodo de incubagdo, 2 mL de amostra foram retiradas de cada frasco
Boecko para cada ensaio. Foram feitas as analises das amostras como segue:
- analise de quantificagdo de cianeto total através do método de Cooke (1958) ¢ modificado
por Essers (1993)
- analise em HPLC para a determinacdo da degradacdo da linamarina e da acetonacianidrina ao
longo do tempo de incubacdo. O cromatografo fornece os resultados desta degradacdo através de

cromatogramas que expressam as porcentagens remanescentes dos compostos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para comprovar que a decomposi¢do da linamarina ocorreu nas condig¢des
esperadas e que, portanto, a reducao de cianeto correspondeu ao relato da literatura, foi feito o

acompanhamento dos reatores.

5.1 - Funcionamento dos reatores
O Quadro 10 resume as condi¢des de funcionamento dos reatores durante o periodo

que compreendeu a pesquisa.

Quadro 10 — Cargas organicas do afluente e efluente dos reatores acidogénico e
metanogénico e respectivas taxas de reducdo

Cargas (gDQO/L reator.dia™)
Reducio de carga (%)
Afluente | Efluente
Reator acidogénico
Etapa 1 17,60 11,20 36,36
Etapa 2 47,56 35,30 25,77
Etapa 3 34,18 29,30 14,27
Etapa 4 53,24 50,53 5,09
Reator metanogénico
Etapa 1 3,12 2,32 25,64
Etapa 2 10,25 3,89 62,04
Etapa 3 15,51 4,37 71,82
Etapa 4 17,02 10,32 39,36




50

As redugdes da carga organica no reator acidogénico foram pequenas, variando de
5,09 a 36,36% da carga do efluente. Em tratamento anaerobio, ndo se espera grande remogao
de DQO no reator acidogénico, pois, nesta fase, a matéria organica complexa do afluente ¢
transformada em &cidos organicos volateis, que ainda possuem elevada carga organica. A
pouca redugdo de carga organica que ocorre neste reator ¢ devido a producao e retirada dos

gases CO; e H, do sistema.

Observa-se no Quadro 10, que a redug¢do de carga organica variou conforme
aumento da carga de entrada. Fernandes Jr. (1995) obteve em reator acidogénico com TRH de
um dia, o mesmo utilizado nesta pesquisa, com carga organica de entrada de 3,97 gDQO/L
reator.dia™, reducdo de 24,18% na DQO de manipueira.

Com relagdo a remogdo de cianeto, os reatores se mostraram eficientes nas duas
fases, e durante todo o periodo de funcionamento. O Quadro 11 apresenta os valores médios

para os valores de remogao de cianeto.

Quadro 11 — Remogao de cianeto total e livre e porcentagem de remocgao durante o funcionamento dos
reatores bioldgicos na degradacdo da manipueira

Condig¢oes (mg/L) HCN total

1o Ensaio % remoc¢ao
HCN total | HCN livre | acidogénico | metanogénico total

Manipueira 85,52 15,62
Entrada acidogénico 79,59 9,06
Saida acidogénico 46,43 9,85 41,66 54,58 7349
Saida metanogénico 21,09 15,00
2° Ensaio
Manipueira 106,12 10,60
En:crada ?L01dcig§n1co 83,31 9,11 33,41 64,54 76,39
Saida acidogénico 55,47 5,92
Saida metanogénico 19,67 19,81

As maiores remogdes de cianeto total também ocorreram no reator metanogénico,
confirmando os resultados obtidos por Barana (2000), que encontrou na faixa de pH do reator
metanogénico, entre 6,5-7,0, provavelmente em razdo da faixa de atuacdo 6tima das enzimas
que agem sobre a linamarina.

A média da composi¢do gasosa das amostras dos reatores foi: 91,5% de CO; no
reator acidogénico e 60% de CH4 no reator metanogénico. Os volumes de biogas produzidos

pelos reatores foram analisados somente por duas vezes durante a duragcdo da pesquisa, para



51

melhor comprovar o bom funcionamento dos reatores. Obteve-se em média a producdo de

20,4 L/dia no reator acidogénico e 79 L/dia no reator metanogénico

5.2 — Estabilidade da enzima linamarase no substrato (manipueira) e efluentes dos
reatores

Para estabelecer a importancia da linamarase no processo de degradagdao da
linamarina, a atividade da enzima linamarase foi acompanhada no substrato (manipueira) e

nos efluentes durante o funcionamento dos reatores.

O Quadro 12 registra as atividades encontradas. No caso especifico da atividade da
enzima linamarase na manipueira, coletada sob a prensa, foram consideradas duas condi¢des
de armazenamento, sob nitrogénio liquido e em temperatura ambiente. A conservagao sob
nitrogénio liquido permitiu estabelecer a atividade inicial da linamarase da mandioca,
enquanto que, sob temperatura ambiente, transportada para o laboratorio e usada como
afluente, sendo avaliada a perda de atividade durante o transporte. A atividade também foi

medida nos efluentes dos reatores acidogénico e metanogénico.

A linamarase, como enzima autoctone da mandioca, pode promover a
destoxificagdo pelo cianeto ja durante o processamento da mandioca. A medida da atividade
dessa enzima na manipueira pode fornecer informagdes a respeito do efeito ndo microbiano da
degradacdo da linamarina e conseqiientemente de seus compostos intermedidrios no residuo
manipueira. Principalmente na diferenga entre a amostra congelada e nao congelada, j& que
diretamente sob a prensa, a presen¢a de microrganismos era ainda minima. No Quadro 12, as
diferencas observadas nos valores de atividade das enzimas na manipueira, ou atividade
inicial, provavelmente devam-se a diversos fatores, tais como, tipo de solo, variedade e idade
da planta de mandioca (BORGES e FUKUDA, 1989; FUKUDA e¢ BORGES, 1990), que
podem originar plantas com diferentes atividades. Pode-se observar que a perda da atividade
neste caso nao foi tao significativa quanto a perda da atividade na manipueira que permaneceu
a temperatura ambiente (afluente do reator acidogénico) submetida ao tratamento nos reatores
(59%). Esse fato se deve a diferenca de temperatura ambiente dentro dos reatores, onde ¢
mantida a 35°C no acidogénico e em 32°C no metanogénico. Temperaturas acima de 35°C

facilitam a a¢do da enzima de degradacdo da linamarina e a liberacdo de HCN. O tempo de
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retencdo em que o lote de manipueira foi submetido nos reatores foi bem maior em
comparacdo com o tempo em que foi medida a atividade do afluente do reator acidogénico em
relagdo a atividade inicial, por esta razdo a enzima teve um tempo maior de agdo sobre o

substrato linamarina.

Quadro 12 - Atividade da enzima linamarase

Lotes Amostragens Atividade linamarase % final de
Manipueiras (UE/mL) cianeto total

Atividade inicial 3,38

1 Afluente reator acidogénico 2,67
Efluente reator acidogénico 1,84
Efluente reator metanogénico 1,32 81,46%
Atividade inicial 0,73

) Afluente reator acidogénico 0,70
Efluente reator acidogénico 0,10
Efluente reator metanogénico 0,14 64,15
Atividade inicial 1,36

3 Afluente reator acidogénico 1,12
Efluente reator acidogénico 0,58
Efluente reator metanogénico 0,12 83,40
Atividade inicial 4,25

4 Afluente reator acidogénico 2,54
Efluente reator acidogénico 2,17
Efluente reator metanogénico 1,04 92,39
Atividade inicial 4,04

5 Afluente reator acidogénico 2,34
Efluente reator acidogénico 1,90
Efluente reator metanogénico 1,19 76,10

Os dados do Quadro 12 permitem observar que a enzima perde a sua atividade no
transporte, em relacdo aquela coletada sob as prensas. Na situacdo do lote 1, a perda da
atividade no transporte e armazenamento como afluente do reator acidogénico, foi de 21%.
Durante o funcionamento dos reatores, a atividade da enzima na manipueira mantida a
temperatura ambiente foi diminuindo ainda mais do reator acidogénico para o metanogénico.
Para o lote 4, a redu¢do da atividade da enzima foi de 59%, considerando desde o afluente do

reator acidogénico até o efluente do reator metanogénico.




53

Comparando-se o mesmo lote (4) de manipueira coletada sob as prensas, onde uma
parte, como no lote 1, foi mantida a temperatura ambiente (+27°C) (afluente do reator
acidogénico) e a outra sob conservacdo em nitrogénio liquido, foi possivel comparar estas
duas situacdes e estabelecer a redugdo da atividade da enzima linamarase, que foi de 68% pelo

transporte.

Observa-se no Quadro 12, que o comportamento foi diferente quando a atividade
inicial da enzima era alta (lotes 4 e 5), a redugao da atividade foi menor em comparagao com a
reducgdo dos lotes de manipueira, mas quando a atividade da enzima j& se encontra num valor
mais baixo sob nitrogénio liquido (lote 2), sua atividade se mantém praticamente estavel nas
duas condigoes. Em decorréncia, pode-se esperar uma atividade remanescente da linamarase,

durante o tratamento da manipueira de farinheiras por digestdo anaerdbia.

Relacionando atividade da enzima linamarase com teor de cianeto, observa-se no
Quadro 12 para os lotes de manipueira 1, 5 e 6, que ndo necessariamente onde sdo maiores as
remogoes de cianeto, a enzima tem maior atividade. No lote 1 a atividade inicial da enzima foi
3,385 UE/mL ¢ a remogao de cianeto total 81% e no lote 5 a atividade foi 4,092 UE/mL e a
remocao de cianeto total 76%. Oliveira et al. (1998) estudaram o comportamento da enzima
linamarase ¢ os teores de cianeto em folhas de mandioca, onde concluiram que existe uma
correlacdo entre a atividade da linamarase e teor de cianeto em certas épocas do ano. No caso
dos resultados mostrados no Quadro 12, talvez a época do ano que as raizes de mandioca
foram coletadas ndo coincidiram com atividade e teor de cianeto maiores ou também pode ser
que a informagdo fornecida pelos pesquisadores seja valida somente para folhas de mandioca e

1’150, no c€aso, para as raizes.

5.3 — Avaliacio quantitativa da volatilizacdo do cianeto nos reatores

No item anterior, ficou comprovado que existe atividade da linamarase autoctone
da mandioca no substrato e que altas porcentagens de remogao de cianeto total foram obtidas,
em acordo com a literatura. Para conhecer o destino final da degradagdo do cianeto, foi usada
uma metodologia de captura para analise do cianeto arrastado pelos gases dos biodigestores.
Tomou-se como hipdtese que o HCN formado no processo de degradacdo da manipueira no

sistema de reatores com separacdo de fases acidogénica e metanogénica, seria possivelmente
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arrastado na forma gasosa junto dos gasometros dos reatores. As condi¢cdes dos reatores
favorecem a eliminag@o do 4&cido cianidrico e também a sua volatilizagdo, principalmente no
reator acidogénico, pois suas condigdes de temperatura ¢ pH que sdo 35°C e 5,5,
respectivamente, propiciam a degradacdo da acetonacianidrina através de uma reagdo
espontanea (McMahon et al., 1995). Por outro lado, o reator metanogénico atua em faixas de
pH proximas das condi¢des neutras. Estudos prévios em relagdo a perda de HCN na forma
gasosa tém mostrado que o pH tem um efeito significativo na taxa de liberacdo do HCN na
forma gasosa.

O Quadro 13 apresenta os resultados de redugdo de cianeto total e livre e
volatilizacdo do HCN durante os trés ensaios realizados. Os resultados obtidos confirmam os
de Barana (2000) que relata também reducao de cianeto total por volta de 88% no tratamento
da agua de residual de mandioca em biodigestores com separacdo de fases. Nos trés ensaios
monitorados nesta pesquisa a maior remocao de cianeto total também ocorreu no reator
metanogénico chegando em um valor maximo de 86,75%.

O reator acidogénico opera em condi¢des ligeiramente acidas (pH:5,5-6,0/T: 35°C).
Por outro lado, o reator metanogénico atua em faixas de pH proximas das condi¢des neutras
(pH:6,5-7,0/T: 32°C). Provavelmente, as condigdes em que o reator acidogénico é conduzido
para o tratamento da 4dgua de residual de farinheiras de mandioca faz com que seja favorecida
a degradacdo da linamarina pela acdo enzimatica de linamarase da mandioca e de
microrganismos, com posterior degradagdo da acetonacinidrina de maneira espontinea,
liberando acido cianidrico principalmente nessa fase. Fermenta¢des em valores de pH menores
ou iguais a 4,0, que inibem a decomposi¢do espontanea da acetonacianidrina, fazendo com que
fiquem retidas, resultam em maior toxicidade do residuo, j4& que a linamarina nao ¢
decomposta (Tylleskar et al., 1992).

Os resultados de degradag@o da linamarina e do acido cianidrico captado nos trés
ensaios sdo resumidos no Quadro 13. Considerando-se o valor médio de 45,91mg/L CN total
(ensaio 1) com a vazdo de 6L/reator/dia, obtém-se por calculo 275,46 mg de cianeto total
como correspondente ao que entrou com o substrato no reator acidogénico em 24 horas. Na
saida, apenas 44,17 mg de cianeto total foram detectados, correspondendo a 265,02 mg/dia. A
diferenca, de 10,22 mg/dia, corresponde ao cianeto total removido em 24 horas. O acido

cianidrico correspondente a esta remog¢do poderia ser arrastado com os gases no reator
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acidogénico e metanogénico. Apenas 0,14 mg/24 horas foram detectados no carbonato de
sodio que capturou o acido cianidrico nos gases de cada reator no mesmo periodo. O mesmo
calculo pode ser feito para o reator metanogénico. Com vazao de 3,11L e com teor de cianeto
na entrada de 44,17 mg/L (saida do acidogénico), calcula-se que entrou 137,37 mg de cianeto
total em 24 horas. O teor de cianeto total na saida do reator metanogénico equivalente a
98,83mg/24 horas. Como no reator acidogénico, a diferenca de 38,54mg/24 horas corresponde
ao cianeto total removido, que também poderia ser arrastado com os gases do reator
metanogénico. Segundo Lopes (2001), para cada mol (240mg) de linamarina degradada sao
geradas 27mg de HCN. Considerando-se esses equivalentes, a quantidade de acido cianidrico
detectados de 0,14 mg/24 horas corresponderia 1,24 mg/24 horas de linamarina para cada
reator, com um total de 2,49 mg/24 horas. Este valor ¢ muito menor que os 38,54 mg de
cianeto total removidos em cada um dos reatores no mesmo periodo.

Os mesmos célculos podem ser feitos com os resultados dos demais ensaios, como
consta no Quadro 13. Esses resultados mostram que a quantidade de 4cido cianidrico dosado
nos gases corresponde a uma fragdo muito pequena da linamarina ou de seus metabolicos
degradados. Mostram também que nao se pode generalizar sobre em que reator ocorre maior
arraste de cianeto com os gases. Se no ensaio 1 as quantidades foram iguais, no ensaio 2 houve
quase o dobro de acido cianidrico no acidogénico € no ensaio 3, foi nos gases do
metanogénico que foram detectados os maiores teores.

Os resultados obtidos mostram claramente que uma parte muito pequena de HCN
foi eliminado na forma de é4cido cianidrico (HCN) e que, mesmo havendo maior remogao de
cianeto total no efluente do reator metanogénico (Quadro 11), o arraste para os gases nao
acompanhou esta tendéncia. Nas condicdes em que os ensaios foram realizados e que
corresponderam aos resultados de digestdo anaerobia de dgua de prensagem da massa ralada
de mandioca relatados na literatura, foi possivel contatar que a maior degradagdo da
linamarina ocorre no reator acidogénico, mas o produto da degradacdo ¢ quase que totalmente
metabolizada nos reatores e muito pouco ¢ perdido na forma de HCN com os gases gerados.
Como nao foi comprovado o arraste do cianeto livre com os gases, cabe supor que a diferenca

pode ter sido metabolizada por microrganismos.
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Quadro 13 - Balanco de teores de cianeto total nos reatores e HCN captado nos gases

Vazao Cianeto Total | CianetoTotal HCN
L/reator/dia mg/L mg/24 h. mg/24 h.
Entrada | Saida | Captado
Ensaio 1
Acidogénico 6,00 45,91 275,46 265,02 | 0,14
Metanogénico | 3,11 44,17 (31,78) 137,37 98,83 0,14
Total 0,28
Ensaio 2
Acidogénico 6,00 47,23 283,38 269,16 | 0,29
Metanogénico | 3,11 44,86 (41,26) 139,51 128,32 [ 0,18
Total 0,47
Ensaio 3
Acidogénico 6,00 60,67 364,02 299,58 | 0,10
Metanogénico | 3,11 49,93(20,55) 155,28 63,91 0,19
Total 0,29

Legenda - valores entre paréntesis correspondem ao cianeto total de saida.

5.4 - Quantificacdo do metabolismo dos microrganismos sobre a linamarina

Embora tenha sido demonstrado que apenas uma pequena parte do HCN degradado
dos efluentes do tratamento anaerobio de dgua residual de manipueira tenha sido volatilizada
através dos gasometros dos reatores, essa volatilizagdo sozinha ndo explica o destino da maior
parte do acido cianidrico presente na manipueira. Avaliada a volatilizagdo, usou-se para esse
fim testes microbioldgicos in vitro. Os ensaios foram divididos em duas fases, primeiramente
avaliou-se a linamarina exdgena em concentracdo conhecida como principal fonte de
nutrientes (C e N), para observar o metabolismo microbiano em condi¢des controladas. Em
um segundo ensaio, foi avaliado a degradacdo da acetonacianidrina em condigdes
semelhantes.

Os Quadros 15, 16 e 17 e as Figuras 14, 15 e 16, ilustram os resultados dos ensaios
onde a linamarina foi adicionada ao meio de cultivo tendo como indéculo manipueira e
indculos provenientes dos efluentes dos reatores. Cada Quadro e Figura, mostram o
comportamento de cada indculo em duas condi¢des: para os inoculos provenientes da
manipueira e efluente do reator acidogénico, condi¢des aerodbia e anaerdbia e para o inoculo
proveniente do efluente do reator metanogénico, condigdes sem e com amostragem de gas nos
frascos. Nas seis situagdes, imediatamente apods a introdugdo da linamarina no meio de cultivo

(t=0), observou-se que ja havia sido iniciada a degradacao da linamarina.
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Estudos com relagdo a atividade da enzima linamarase, revelam a importancia do
pH e da temperatura no processo de degradag¢do da linamarina. A enzima possui estabilidade

térmica entre 15 € 30°C e pH 6timo na faixa de 6,0 (CORREA et al. 2002). Os frascos-reatores

onde foram realizados os testes microbioldgicos foram incubados a 30+2°C e mantidos em
valores de pH proximos aqueles dos reatores que deram origem aos indculos.

Observa-se no Quadro 14 que, ao longo do processo de incubagdo, os valores de

pH dos frascos-reatores mostraram alteracdes.

Quadro 14 — Valores de pH ao longo dos ensaios iz vitro com a linamarina

Inéculo pH
duplicatas Inicial Final
Manipueira anaerobio 5.4 3,1
anaerobio 5,4 3,1
aerobio 5,4 6,5
aerobio 5,4 6,6
Efluente acidogénico anaerobio 5,6 4,1
anaerobio 5,6 4,0
aerobio 5,6 7,4
aerobio 5,6 7.4
Efluente metanogénico | anaerobio com amostragem de gés 6,8 6,3
anaerobio com amostragem de gés 6,8 6,4
anaerobio sem amostragem de gés 6,8 6,4
anaerobio sem amostragem de gas 6,8 6,3

Os frascos que receberam os indculos manipueira e efluente do reator acidogénico
tiveram seu pH inicial ajustado com 4cido sulfirico 1M para 5,4 e 5,6, respectivamente. Ja os
frascos que receberam indculo do efluente do reator metanogénico tiveram seu pH ajustado
com hidroxido de sédio 1N para 6,8.

Ao longo de 34 dias de incubacdo, observa-se que houve aumento de acidez nos
frascos sob anaerobiose com inoculo de manipueira e com inoculo do efluente do reator
acidogénico. A situacdo dos mesmos frascos sob aerobiose foi diferente e mais proximas da
realidade dos reatores. Observou-se um aumento do pH indicando consumo dos compostos
acidos formados. Frascos com in6culo do reator metanogénico sob anaerobiose tiveram
alteracdo no seu pH para valores menores, evidenciando acidificacdo, provavelmente devido a
poucas bactérias metanogénicas presentes, pois o indculo do reator metanogénico foi obtido de

seu efluente e na da flora microbiana no interior do reator no meio suporte. Um fato que
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reforca a auséncia de microrganismos metanogénicos nesse inoculo, foi que medidas de gas da
atmosfera destes frascos mostraram que ndao houve a produg¢do de metano, comprovando a

auséncia de microrganismos metanogénicos.

Quadro 15 — Degradacao da linamarina ao longo do tempo por in6culo manipueira

Condic¢oes (mg/L)
concentragdo remanescente de linamarina
tempo (dias) aerobia anaerobia

0 251,30 259,00

1 19,40 21,50

5 16,40 3,00

8 0,00 0,00
14 0,00 0,00
19 0,00 0,00
23 0,00 0,00
29 0,00 0,00
34 0,00 0,00

Partindo-se do tempo zero (Quadro 15), de uma concentragao inicial de 250 mg/L
em média, para as condigdo aerobia e anaerobia, temos que o indculo manipueira apresentou
melhor resultado na degradagdo da linamarina, pois conseguiu em oito dias de incuba¢do uma
degrada¢do de toda a linamarina nas duas condi¢des. Na Figura 14, nas duas condig¢des
(aerdbia e anaerobia) a que os microrganismos foram expostos, a curva de degradacdo

apresentou o mesmo perfil.
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Figura 14 - Degradac¢do da linamarina por inoculo proveniente da manipueira

O indculo manipueira degradou por completo a linamarina em 8 dias, mas no
primeiro dia de incubagdo, o teor ja estava proximo de nulo, tanto nas condigdes aerdbias

quanto nas condi¢des anaerobias, diferentemente do indculo acidogénico o qual degradou a
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linamarina em tempos diferentes para as duas condi¢des, sendo a condi¢do aerdbia mais

rapida.

Quadro 16 — Degradacgdo da linamarina ao longo do tempo por indculo proveniente

do efluente do reator acidogénico

Condi¢oes (mg/L)

concentragdo remanescente de linamarina

tempo (dias) aerobia anaerobia
0 0,80 0,69
1 0,78 0,61
5 0,65 0,58
8 0,61 0,20
14 0,00 0,21
19 0,00 0,20
23 0,00 0,19
29 0,00 0,00
34 0,00 0,00

Com relacdo ao inoculo do reator acidogénico (Quadro 16), a concentragdo em t=0

era de 0,80 mg/L em condi¢do aerdbia e 0,69 mg/L em condicdo anaerobia. Essas duas

concentragdes, em t=0, também foram baixas e ainda na condi¢do anaerobia a degradacao foi

muito lenta, pois a linamarina foi totalmente degradada em 29 dias, enquanto que ja na

condi¢do aerobia aos 14 dias havia desaparecido. Este fato ja era esperado, pois no inoculo

proveniente do efluente do reator acidogénico, os microrganismos sdo facultativos, portanto

podem apresentar metabolismo sob aerobiose. Os microrganismos anaerdbios podem nao estar

em quantidades significativas neste indculo.
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Figura 15 — Degradagdo da linamarina por indculo proveniente do

efluente do reator acidogénico
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Observando a Figura 15, nas condi¢des anaerobias ocorreu um patamar do 8° ao 23°
dia e apenas no 29° dia a linamarina foi totalmente degradada. Possivelmente, durante redugdo
de atividade da linamarase possa ter havido o acuimulo de glicose, proveniente da quebra inicial
da linamarina. Desta maneira, os microrganismos tendo como fonte de carbono e energia a
glicose, priorizaram seu uso, esgotando-se a glicose, voltaram a degradar a linamarina.

Leituras para andlise da composicdo gasosa da atmosfera dos frascos-reatores,
mostraram que os resultados de degradacdo da linamarina foram semelhantes no tempo inicial
(t=0) (Quadro 17). Os resultados de degradagdo da linamarina nas condi¢cdes metanogénicas
nao foram afetados nos frascos onde foram feitas amostras para a leitura de gés, ndo havendo

significativa volatilizacdo de HCN dos frascos amostrados.

Quadro 17 — Degradac¢do da linamarina ao longo do tempo por in6culo proveniente do
efluente do reator metanogénico

Condicdes (mg/L)
concentragdo remanescente de linamarina
tempo (dias) com amostragem de gés sem amostragem de gas
0 6,50 5,30
1 0,00 4,79
5 0,00 0,00
8 0,00 0,00
14 0,00 0,00
19 0,00 0,00
23 0,00 0,00
29 0,00 0,00
34 0,00 0,00

Nos frascos onde ocorreu a amostragem de gases, 93,5% da linamarina havia sido
degradada no t=0 e no frasco onde ndo foi feita a amostragem, 94,7% da linamarina havia sido
degradada no mesmo tempo. Entretanto, nos frascos onde houve amostragem de gases,
alteracdo da atmosfera interna, o consumo da linamarina foi mais rapido, ocorrendo em 1 dia,
enquanto que nos frascos com atmosfera intacta, a degradacao ocorreu em 5 dias.

Comparando-se os resultados de todos os indculos testados no tempo zero, para o
os ensaios, observa-se diferengas notaveis. Por exemplo, o indculo proveniente da manipueira,
o qual apresentou a maior concentracdo de linamarina remanescente (aerobio: 251 mg/L;
anaerobio: 259 mg/L), enquanto que para os indculos proveniente do reator acidogénico
(aerobio: 0,80 mg/L; anaerdbio: 0,69 mg/L) e proveniente do reator metanogénico (com

amostragem de gas: 6,5 mg/L; sem amostragem de gas: 5,3 mg/L), valores bem menores de



61

linamarina remanescente foram observados, partindo-se de uma mesma concentracio inicial

para todos os indculos.
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Figura 16 — Degradagdo da linamarina por in6culo proveniente do
efluente do reator metanogénico, com e sem amostragem de gas.

Observando os demais resultados, tem-se que em um dia de incubacdo, o in6culo
do reator metanogénico na condi¢do com amostragem de gas, degradou uma concentragdo de
6,50 mg/L de linamarina, enquanto na condi¢do sem amostragem de gas, foi degradada uma
concentracao de 5,30 mg/L em 5 dias. Esses resultados mostram que, o indculo metanogénico
mostrou-se também apto a degradar a linamarina, partindo-se de uma concentragdo bem
pequena em t=0, mas ndo mostrou tanta eficiéncia na degradagdo quanto o inoculo de
manipueira, que degradou, nas duas condigdes dos ensaios, uma média de 250 mg/L de
linamarina em apenas oito dias.

A rapidez inicial (t=0), com que se deu a degrada¢do da linamarina, nas condi¢des
de cada in6culo, explica-se pela agdo da enzima linamarase autoctone ja presente nos inoculos,
enquanto a acdo complementar provavelmente se deva a acdo conjunta da linamarase
remanescente ¢ do metabolismo dos microrganismos. Esta afirmagdo encontra refor¢o no fato
descrito no item 5.2 deste capitulo, de que foi detectada atividade da enzima linamarase em
todos os passos do processo de degradacdo da manipueira, sendo decrescente, desde a coleta
até a saida no efluente do reator metanogénico. Giraud et al (1992), estudaram o potencial de
bactérias produtoras de acido lactico na degradacdo da linamarina presente na mandioca e
constataram, através de analises em HPLC, que a linamarina foi totalmente degradada gerando
acido lactico e acetonacianidrina depois de um curto periodo de incubacdao de 30 minutos a

30°C e pH 5,5 em meio aerdbio. Nos ensaios desta pesquisa também com linamarina, o
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in6culo manipueira (pH 5,4) foi submetido a condigdes semelhantes e proporcionou rapida
degradacao de altas concentragdes de linamarina em 8 dias nas condi¢des aerdbia e anaerdbia.
A degradacdo da linamarina foi total em todos os ensaios e variou de 1 a 29 dias
em fungdo da condicdo e tipo de inoculo. A degradacdo mais rapida foi do indculo
metanogénico com amostragem de gas (1 dia) e a mais lenta, com 29 dias, corresponde ao

indculo acidogénico em condi¢des anaerobias.

Giraud et al (1992) avaliou a acdo de bactérias produtoras de acido lactico em um
ensaio in vitro, partindo-se de um extrato de mandioca submetido a fervura para a inativagao
da enzima linamarase endogena e onde foi extraida a linamarina do extrato pela a¢dao do acido
ortofosforico. Estudou a liberagdo de cianeto livre num periodo de 180 minutos em quatro
ensaios. No extrato de mandioca controle (extrato com linamarase inativada) nao foi detectado
cianeto livre, nem mesmo apdés a adicdo de linamarina (ensaio 1). Apos a adigdo de
linamarase, a quantidade de cianeto livre aumentou rapidamente e manteve-se em um patamar,
ap6s 60 minutos (ensaio 2). A adi¢do de células da L. plantarum A6 ao extrato de mandioca
(ensaio 3) resultou na geracdo de cianeto livre, comparado ao que havia sido previamente
observado. A bactéria sozinha foi capaz de hidrolisar uma grande quantidade de linamarina
(ensaio 4). Como pdde ser observado, varias sdo as rotas metabodlicas utilizadas pelos
microrganismos na degradacdo de cianeto, demonstrando a versatilidade da adaptagdo
microbiana ao meio onde se encontram ou sao inoculados.

A taxa de degradacdo da linamarina complementa os resultados de degradacgao
pelos inoculos. Os Quadros 18, 19 e 20, apresentam taxas de degradacdo que permite
comparar os resultados entre si. O Quadro 18 apresenta as taxas de degradagdo da linamarina

com in6culo de manipueira.
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Quadro 18 — Taxa de degradacdo da linamarina com indculo de manipueira nas condigdes aerdbias e anaerdbias

Condicoes do inoculo
Manipueira sob anaerobiose Manipueira sob aerobiose
linamarina taxa de linamarina taxa de
tempo (dias) remanescente degradagio tempo (dias) remanescente degradagdo
(mg/L) (mg/24h.) (mg/L) (mg/24h.)
0 259,00 - 0 251,3 -
1 21,50 237,50 1 19,40 231,90
5 3,00 4,63 5 16,40 0,75
8 0,00 1,00 8 0,00 5,47
14 0,00 0,00 14 0,00 0,00
19 0,00 0,00 19 0,00 0,00
23 0,00 0,00 23 0,00 0,00
29 0,00 0,00 29 0,00 0,00
34 0,00 0,00 34 0,00 0,00

As velocidades iniciais de degradagdo da linamarina com o indculo manipueira
foram as maiores quando comparados os trés inoculos (faixa de 250mg/24h.) para as duas
situagdes (anaerdbia e aerdbia). Fica claro, dessa maneira, que nessas condi¢des a linamarina
foi degradada mais rapidamente. No prazo de 8 dias o composto havia sido totalmente
degradado nas duas condigdes (aerdbias e anaerobias). A andlise da taxa de degradagdo da
linamarina permitiu confirmar que existem diferengas quanto a velocidade de degradagao nas
diferentes condi¢des do ensaio.

No Quadro 19, comparando-se as duas condigdes (anaerdbia e aerdbia), observou-
se inicialmente que a velocidade de degradagdo foi maior para a condi¢do anaerobia
(0,80mg/24h.) com relacdo a velocidade para a condicdo aerobia, levando a uma maior
quantidade de linamarina remanescente na segunda condi¢ao.

Quadro 19 — Taxa de degradagfo da linamarina com inoculo proveniente do efluente acidogénico em condi¢des
aerdbias e anaerdbias

Condicoes do inoculo

Acidogénico sob anaerobiose Acidogénico sob aerobiose
linamarina taxa de linamarina taxa de
tempo (dias) remanescente degradagio tempo (dias) remanescente degradagdo
(mg/L) (mg/24h.) (mg/L) (mg/24h.)
0 6,90 - 0 8,00 -
1 6,10 0,80 1 7,80 0,20
5 5,80 0,08 5 6,50 0,33
8 2,10 1,23 8 6,10 0,13
14 2,00 0,02 14 0,00 1,02
19 2,00 0,00 19 0,00 0,00
23 1,90 0,03 23 0,00 0,00
29 0,00 0,32 29 0,00 0,00
34 0,00 0,00 34 0,00 0,00
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Neste item 5.4 (Figura 15), foi comentado que para esse mesmo inoculo na
condigdo aerdbia, toda a linamarina havia sido degradada no 14° dia, enquanto que na
anaerdbia, a linamarina somente foi totalmente degradada no 29° dia. Observando as taxas de
degradagdo para cada intervalo, constata-se que na condi¢do aerobia a taxa de degradagdo no
14° dia aumentou seu valor em quase oito vezes (0,13 para 1,02mg/24h), enquanto que na
condi¢do anaerdbia, do mesmo ensaio € no mesmo tempo, a taxa de degradagcdo diminuiu 60
vezes (1,23 para 0,02mg/24h.), explicando-se o fato da linamarina ter sido degradada
totalmente em menor tempo na condicdo aerobia. Reforgando estes resultados pode-se
observar o que ocorreu em estudo ja citado, Giraud et al (1992) estudando dez linhagens de
bactérias na degradagdo da linamarina. Os autores descobriram que dentre as bactérias
produtoras de acido lactico, a L. plantarum A6 apresentou uma maior taxa na degradacdo da
linamarina também em meio aerdbio.

Comparando as taxas de degradacdo da linamarina com os indculos manipueira e
efluente do reator acidogénico (Quadros 18 e 19), observa-se que quanto maior a taxa de

degradacdo inicial, mais répida ¢ a degradagdo total da linamarina.

Quadro 20 — Taxa de degradacdo da linamarina com indculo proveniente do efluente metanogénico com e sem
amostragem dos gases

Condicdes do inéculo

Metanogénico sob anaerobiose, com amostragem de Metanogénico sob anaerobiose, sem amostragem de gés
gas
linamarina taxa de linamarina taxa de
tempo (dias) remanescente degradagdo tempo (dias) remanescente degradagdo
(mg/L) (mg/24h.) (mg/L) (mg/24h.)
0 65 - 0 53 -
1 0,00 65,00 1 47,90 5,10
5 0,00 0,00 5 0,00 11,98
8 0,00 0,00 8 0,00 0,00
14 0,00 0,00 14 0,00 0,00
19 0,00 0,00 19 0,00 0,00
23 0,00 0,00 23 0,00 0,00
29 0,00 0,00 29 0,00 0,00
34 0,00 0,00 34 0,00 0,00

O teor de linamarina no tempo zero, nas duas condi¢des, foi semelhante (65 e
53mg/L). Nos frascos com amostragem de gas, houve modificagdo da atmosfera interna. Na
Figura 16 havia sido observado que esse procedimento ndo interferiu na concentragdo de

linamarina no tempo inicial (t=0), mas sim na velocidade da degradagdo. Enquanto que, para
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as condi¢des com amostragem de gas, a velocidade foi muito maior (65,00 mg/24 horas). Nas
situacdes onde ndo houve a leitura, a taxa de degradagdo foi bem menor, o que explica o
tempo maior para a degradacdo total da linamarina na Figura 16. Nas condi¢des onde houve
leitura de gas, a linamarina foi degradada totalmente em um dia e na condi¢do onde nao houve
a leitura a linamarina foi degradada em 5 dias.

Comparando as taxas de degradacdo apresentadas pelo indculo acidogénico com as
do inoculo metanogénico nas condi¢cdes aerdbias e anaerdbias, observa-se que nas duas
condi¢des, a linamarina foi degradada mais rapidamente, com maior velocidade de
degradacdo, com inoculo proveniente do efluente metanogénico (Quadro 20). Na presencga do
indculo acidogénico, a linamarina somente foi totalmente degradada em um periodo
comparativamente maior, pois a velocidade de degradag¢do foi menor com relacdo ao inoculo
metanogénico.

Para completar os resultados, foi feita dosagem de cianeto total e livre (produtos do
metabolismo da linamarina). Estas dosagens foram realizados nas amostras dos ensaios in
vitro, para que pudesse haver uma compara¢ao com os a determina¢do por HPLC. O Quadro
21 apresenta as condig¢des dos inoculos, aplicados nos testes in vitro, € as concentracdes finais

nos mesmos ensaios, com relagao ao teor de cianeto total e livre.

Quadro 21 — Teores de cianeto total e livre medidos nos inoculos ¢ ao final dos ensaios in vitro com a linamarina

Condigoes
Cianeto mg/L
In6culo
total livre
Manipueira 63,15 15,93
Efluente acidogénico 31,68 3,74
Efluente metanogénico 3,69 3,76
anaerobio aerobio anaerobio aerobio
Manipueira 34,21 0,00 28,70 0,33
43,77 0,00 36,73 0,24
anaerobio aerobio anaerobio aerobio
Efluente acidogénico 23,18 0,0 24,69 0,23
20,17 0,0 18,77 0,28
. anaerobio sem anaerébio com anaerobio sem
anaerobio com
, | amostragem de | amostragem de | amostragem de
. amostragem de gas . . .

Efluente metanogénico gas gas gas

25,64 22,07 14,28 10,84

28,29 19,25 16,10 13,61
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Os frascos-reatores aerdbios que receberam o indculo manipueira tiveram o seu
cianeto total degradado e pouco restou na forma livre, portanto esse indculo foi mais eficiente.
Da mesma forma, os frascos-reatores aeroébios com inodculo proveniente do efluente do reator
acidogénico se mostrou mais eficiente na remogao de todo o cianeto total, com pouco cianeto

livre residual.

Nas condigdes anaerobias, onde foi empregado inodculo proveniente do efluente do
reator metanogénico, a remoc¢ao de cianeto total foi similar aquelas dos frascos que receberam
o inéculo proveniente do efluente do reator acidogénico em condi¢des anaerobias, isto €,
houve remocdo de cianeto total na faixa de 20%, mas a metade permaneceu como cianeto
livre. Comparando-se as concentragdes iniciais de cianeto total que acompanharam os
in6culos, os frascos com inoculo do efluente do reator metanogénico ja receberam

inicialmente menos cianeto total que o nos indculos anteriores.

A quantidade de cianeto livre produzida nas trés condi¢des do teste deve ser
gaseificada ou metabolizada. Nas condi¢des aerobias com inoculo da manipueira e com
indculo do efluente do reator acidogénico as quantidades de cianeto livre foram baixas,
caracterizando uma ou as duas hipoteses. De uma maneira geral, nas condi¢des anaerdbias
sem amostragem de gas e com indculo do efluente do reator metanogénico, as quantidades de
cianeto livre foram maiores do que as condigdes aerdbias citadas, ja que a volatilizagao do

cianeto livre foi reduzida pelo fechamento dos frascos.

5.5 - Quantificacdo do metabolismo dos microrganismos com a acetonacianidrina

A acetonacianidrina ¢ produto do metabolismo da linamarina com a enzima
linamarase. Como ja citado, a enzima hidroxinitriloliase agindo na acetonacianidrina libera
acetona e HCN. A ac¢do desta enzima sobre a acetonacianidrina ocorre em pH entre 3,5-6,0 e
temperaturas menores que 60°C. O ponto de ebuli¢do da acetonacianidrina é 82°C.

Como nos ensaios in vitro com a linamarina, nas seis condigdes dos ensaios in vitro
com a acetonacianidrina, foi observado que houve inicio a degradacdo do composto
imediatamente apos a introdugdo da acetonacianidrina em t=0. Neste caso também, a rapidez

7

com que se deu esta degradagdo ¢ explicada pela a agdo da enzima hidroxinitriloliase
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autdctone ja presente nos inoculos, podendo também haver uma agdo complementar dos

microrganismos.

Em todos os ensaios ocorreu a degradagdo total da acetonacianidrina, variando de
23 a 94 dias, dependendo da condigdo e tipo de indculo. Existe uma hipotese que explica
porque os testes com a acetonacianidrina foram degradados de uma forma mais vagarosa.
baseado na Figura 8 item 3.4.1 do capitulo Revisdo Bibliografica, quando a linamarina ¢é
hidrolisada existe a liberacdo de glicose, assim sendo, os microrganismos degradariam as
moléculas de glicose, obtendo muito mais energia do que os microrganismos que estariam
degradando a acetonacianidrina e desta maneira degradariam mais moléculas de linamarina

em menor tempo.

A degradacao mais rapida foi observada em condi¢des anaerdbias com indculo
proveniente do reator acidogénico (23 dias) e a mais lenta ocorreu aos 94 dias, corresponde ao

indculo manipueira em condi¢des anaerdbias.

As Figuras 17,18 e 19 e os Quadros 22, 23 e 24, ilustram os resultados de
degradacdo da acetonacianidrina juntamente com o indculo manipueira e indculos
provenientes dos efluentes dos reatores ao longo do tempo em testes in vitro. Os Quadros
citados complementam as explicacdes para cada Figura correspondente. Cada indculo foi

submetido as mesmas condi¢des que nos ensaios da linamarina in vitro.

Quadro 22 - Degradagio da acetonacianidrina ao longo do tempo por indculo proveniente da
manipueira

Condicoes (mg/L)
concentragdo remanescente de acetonacianidrina
tempo (dias) aerobia anaerobia

0 237,20 225,40
2 165,40 207,90
14 14,80 196,00
23 4,00 187,10
35 4,30 177,80
45 3,10 169,20
87 0,00 0,00

94 0,00 0,00

Na Figura 17, a porcentagem de acetonacianidrina remanescente no t=0 para a
condigdo aerdbia, foi de 237,20 mg/L. Apenas no 87° dia foi alcangada a total degradagdo da

acetonacianidrina. Para a condi¢do anaerobia, a acetonacianidrina foi degradada de maneira
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similar a condicdo aerdbia, isto é, em t=0 a concentragdo da acetonacianidrina era de 225,40

mg/L e todo o composto foi degradado também em 87 dias.

concentragao

remanescente
acetonacianidrina (mg/L)

250,00
200,00 %\.\.\.\.\
150,00

100,00 -
50,00 -
0,00 -

20

40 60 80 100

tempo de incubacgéo (dias)

—e— aerdbio —m— anaerdbio

Figura 17 — Degradagdo da acetonacianidrina por inéculo manipueira

Com indculo proveniente da manipueira, parece que os microrganismos ainda nao

estdo totalmente adaptados para a degradagdo dos compostos de cianeto presentes, mas mesmo

assim a condigdo aerdbia parece favorecer essa degradacdo se comparadas as condicdes

anaerobias.

Quadro 23 - Degradacdo da acetonacianidrina ao longo do tempo por indculo proveniente do efluente

do reator acidogénico

Condicoes (mg/L)
concentragdo remanescente de acetonacianidrina
tempo (dias) aerobia anaerobia

0 347,20 314,30
2 138,90 308,00
14 5,60 281,10
23 0,00 283,10
35 0,00 267,10
45 0,00 267,00
87 0,00 0,00

94 0,00 0,00

Na Figura 18, observa-se que, em condigdes aerdbias, a degradacdo da

acetonacianidrina ocorreu de uma maneira mais rapida em relacdo as condigdes anaerdbias,

com a degradagdo total alcangada no 23° dia. Na condi¢do anaerdbia essa degradagio total sé

ocorreu no 87° dia.



69

I 400,00
=)
0 2 £ 300,00
w = ©
oL
E §:§ 200,00
o c &
g 8§35 100,00
[
[ERE = =
2 0,00
) 0 20 40 80 100
tempo de incubagao (dias)
‘—Q—aero’bio —ll— anaerobio ‘
Figura 18 - Degradagdo da acetonacianidrina por indculo

proveniente do efluente do reator acidogénico

Mais uma vez a condicdo aerobia, e principalmente o uso do indculo proveniente

do efluente do reator acidogénico, foi mais adequado a degradacao da acetonacianidrina.

Quadro 24 - Degradacdo da acetonacianidrina ao longo do tempo por indculo proveniente do efluente

do reator metanogénico

Condicoes (mg/L)
concentragdo remanescente de acetonacianidrina
tempo (dias) com amostragem de gas sem amostragem de gis

0 382,86 323,80
2 382,00 315,00
14 263,50 271,30
23 254,70 240,34
35 243,90 238,10
45 233,50 271,30
87 51,20 16,70
94 0,00 0,00

Resultados de degradacdo da acetonacianidrina também ndo foram afetados pela

amostragem de gases que poderiam ter alterado a composicdo da atmosfera dos frascos-

reatores. As duas curvas de degradagdo apresentadas na Figura 19 s3o praticamente

coincidentes.
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Figura 19 — Degradac¢do da linamarina por in6culo proveniente do efluente
do reator metanogénico

Segundo McMahon et al. (1995), a acetonacianidrina ¢ hidrolisada no passo final
da cianogénese. Essa reagdo pode ocorrer espontaneamente ou pela acdo da ennzima
hidronitriloliase. Devido a lentiddo com que a acetonacianidrina foi degradada na maioria das
condi¢des, pode ser que a degradacdo deva-se a reagdo espontanea de degradagdo da
acetonacianidrina em complemento com agao dos microrganismos.

Em complementacdo a degradacdo da acetonacianidrina ao longo do tempo de
incubacdo, foram também realizados calculos com relagdo a taxa de degradacdo pelos
microrganismos nos testes in vitro, para comparagao entre 0s ensaios.

De uma maneira geral, os testes in vitro com a acetonacianidrina quando
comparados com os testes in vitro com a linamarina apresentaram uma diferenga acentuada na
rapidez com que o composto foi degradado. Os testes realizados com a acetonacianidrina
revelaram uma degradacdo mais vagarosa, levando entre 87 a 94 dias para a total degradacao
do composto. No ensaio com a acetonacianidrina as condigdes com uso dos inoculos:
proveniente do reator metanogénico, com e sem amostragem de gas, da manipueira, aerobio e
anaerobio, e proveniente do efluente do reator acidogénico, aerdbio e anaerdbio, foram
comparadas com uso dos mesmos indculos no ensaio com a linamarina, mostrando que houve
diferencas significativas com relagao a rapidez de degradagdo, sendo a linamarina degradada
em todas as condigdes mais rapidamente. Com indculo proveniente do reator metanogénico, a
acetonacianidrina foi totalmente degradada em 94 dias e a linamarina foi totalmente
degradada, em um dia, sempre para as duas condi¢des nos dois casos. Com o inoculo

manipueira, a acetonacianidrina foi totalmente degradada em condigdes aerdbias em 87 dias e
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em condigdes anaerdbias em 94 dias, ja a linamarina em 8 dias para as duas condig¢des, aerobia
e anaerobia. O indculo proveniente do efluente do reator acidogénico teve a total degradacdo
da acetonacianidrina um pouco mais rapida na condi¢cdo aerobia: 23 dias e na condigdo
anaerobia: 87 dias, enquanto que a linamarina degradou-se totalmente em 14 dias na condigdo
aerobia e na condi¢do anaerdbia em 87 dias.

Os Quadros 25,26 e 27 mostram as taxas de degradacdo para cada condi¢do dos

testes in vitro.

Quadro 25 — Taxa de degradag@o da acetonacianidrina com indculo manipueira em condigdes anaerdbias e
aerdbias

Condicao do inoculo

Manipueira aerobio Manipueira anaerobio
acetonacianidrina taxa de acetonacianidrina taxa de
tempo (dias) remanescente degradagdo tempo (dias) remanescente degradag@o
(mg/L) (mg/24h.) (mg/L) (mg/24h.)
0 237,20 - 0 225,40 -
2 165,40 35,90 2 207,90 8,75
14 14,80 12,55 14 196,00 0,99
23 4,30 1,17 23 187,10 0,99
35 4,00 0,03 35 177,80 0,77
45 3,10 0,09 45 169,20 0,86
87 0,00 0,07 87 1,50 3,99
94 0,00 0,00 94 0,00 0,21

- ndo detectado

O Quadro 25 mostra que nas duas condigdes, anaerdbias e aerdbias, a atuagdao do
in6éculo manipueira foi similar em relacdo ao tempo inicial com quantidades quase iguais de
acetonacianidrina remanescente. A partir deste tempo inicial observou-se que nas condicdes
aerdbias as velocidades de degradagdo foram maiores permitindo redugdes nas concentragdes

de acetonacianidrina, mas ndo na mesma velocidade que ocorreu em condi¢@o anaerobia.
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Quadro 26 — Taxa de degradacdo da acetonacianidrina com indculo proveniente do efluente acidogénico

Condicao do inoculo

Acidogénico aerdbio Acidogénico anaerdbio
tempo ac:;or;a;cégéleliiéna taxa de degradagao tempo acetonacianidrina taxa de degradagdo
(dias) (mg/L) (mg/24h.) (dias) remanescente (mg/L) (mg/24h.)
0 347,20 - 0 314,30 -
2 138,90 104,15 2 308,00 3,15
14 5,60 11,11 14 283,10 2,08
23 0,00 0,62 23 281,10 0,22
35 0,00 0,00 35 267,10 1,17
45 0,00 0,00 45 267,00 0,01
87 0,00 0,00 87 0,00 6,36
94 0,00 0,00 94 0,00 0,00
0 0,00 0,00 0 0,00 0,00

- ndo detectado

Comparando-se as duas condi¢des no Quadro 26, observou-se que na condig¢do
aerdbia, as taxas de degradacdo da acetonacianidrina sdo maiores quando comparadas as taxas
de degradacdo nas condigdes anaerobias, e, portanto, o processo de destoxificagdo da

acetonacianidrina foi mais rapido em condig¢des aerobias.

Quadro 27 — Taxa de degradacdo da acetonacianidrina com in6culo proveniente do efluente metanogénico.

Condicio do inoculo

Metanogénico com amostragem de gas Metanogénico sem amostragem de gas
acetonacianidrina taxa de acetonacianidrina taxa de
tempo (dias) remanescente degradagio tempo (dias) remanescente degradagio
(mg/L) (mg/24h.) (mg/L) (mg/24h.)
0 382,86 0 323,80
2 382,00 0,43 2 315,00 4,40
14 263,50 9,88 14 271,30 3,64
23 254,70 0,98 23 240,34 3,44
35 243,90 0,90 35 221,30 1,59
45 233,50 1,04 45 214,50 0,68
87 51,20 4,34 87 16,70 4,71
94 0,00 7,31 94 0,00 2,39

- ndo detectado

Os resultados apresentados no Quadro 27 mostram que os indculos provenientes do
efluente do reator metanogénico apresentaram comportamento similar nas duas condigdes
(aerodbia e anaerdbia) com relagdo a quantidade de acetonacianidrina remanescente. Houve
diferencas nas velocidades de degradagdo, mas ndo no tempo de degradacao total da

acetonacianidrina nas duas condicdes, que foi de aproximadamente 90 horas.
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Como para a linamarina, foi também quantificada para acetonacianidrina, o cianeto

total e livre neste nos ensaios in vitro. O Quadro 28 apresenta esses teores.

Quadro 28 — Resultados de cineto total e livre nos ensaios in vitro com a acetonacianidrina

Condicoes
Cianeto mg/L
Inéculo
total livre
Manipueira 83,52 15,58
Efluente acidogénico 45,43 9,69
Efluente Metanogénico 21,09 15,08
anaerobio aerobio anaerobio aerdbio
Manipueira 1774,14 56,15 564,50 9,74
1937,80 11,61 700,49 4,70
anaerobio aerobio anaerobio aerobio
Acidogénico 1962,92 12,65 620,12 8,85
1821,96 11,96 458,10 4,08
anaerébio com | anaerdobio sem | anaerobio com | anaerdébio sem
amostragem amostragem amostragem | amostragem de
A de gis de gas de gas gas
Metanogenico 1608,78 1507,31 810,22 774,04
1335,69 1367,25 626,69 644,58

Sob anaerobiose, para os trés tipos de inoculos, os teores de cianeto total foram

sempre maiores em comparagao com os teores também de cianeto total sob aerobiose.

Para a remogdo de cianeto livre, o indculo do efluente do reator metanogénico na

condi¢do anaerdbia sem amostragem de gas, apresentou dentre as trés condigdes dos indculos,

a menor remogao.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Pelos resultados gpresentados, ha a necessdade de mais avdiacles para se eucidar
completamente a degradacdo da linamarina em reatores biologicos. Algumas sugestfes so
feitas para a continuacéo da pesquisax

- Maor nimero de testes poderdo eclarecer se ocorrem diferentes taxas de
volatilizacdo de HCN durante o funcionamento dos regtores, na degradacéo da manipueira

- Os teores de ciangto totd e livre deveriam ser acompanhados também na
manipuera (subsrato) a0 longo do periodo de um ano, an amostres consarvadas sob
congdlamento em nitrogénio liquido. Andises poderiam ser fdtas na manipugra @0 sar das
prensas, a0 chegar no laboradrio, como &fluente do reator acidogénico e nos efluentes dos
restores acidogénico e metanogénico.

- Os tedtes de aividade da enzima linamarase devem ser redizados ao longo de um
a0 paa o0 acompanhamento das diferentes safras de mandioca que sf0 processadas nas
fainhdras, pois a dividade enzimaica varia numa mesma plata de mandioca a0 longo do
periodo de plantio.

- Os tedes de degradacdo da acetonacianidrina deverdo ser monitorados para
veificar quanto do o composto foi degradado e quanto foi voldilizado, uma vez que a
acetonacianidrina é dtamente vol&il em temperatura ambiente.

- Além dos trés tipos de indculos avdiados na presente pesquisa, Seria importante

avdiar também o in6culo obtido do inteior do restor metanogénico, na degradecdo da
linamarina e acetonacianidrina.
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7 CONCLUSOES

Da andlise dos resultados obtidos, e nas condigdes em que a peuisa foi redizada,
pode-se conduir que

- 0S d9emas de restores acidogénico e metanogénico, funcionaram de forma
adequada como relatado na literatura. O reator metanogénico removeu a maor porcentagem
de DQO. L™ redtor. dia . A reducgb de carga variou de 5 a 36% no reator acidogénico e de
26 a 72% no restor metanogénico. A remocdo de cianeto totd variou de 33 a 42% no reator
acidogénico e de 55 a 65% no reator metanogénico.

- em relacd a dividade inidd de linamarae (UEmL™) deteminada em
manipugira conservada em  nitrogénio liquido, foi possivd dasdficar os resultados em 2
grupos. Dos 5 lotes avdiados, trés lotes goresentaram dta aividade, que variou de 3,38 a 4,25
UEmL ™. Dois lotes apresentaram baixa atividade, variando de 1,36 a0,73 UEmL ™.

- ndo foi possivd detectar corrdacédo entre a dividade da linamarase com a
porcentagem find de cianeto totd nas amodras de manipuedra e efluentes dos reatores
acidogénico e metanogénico.

- ndo fo expressva a perda de aividade da enzima linamarase entre a coleta da
manipuera b as prensas € a mesmna manipuera usada como afluente do reator acidogénico.
A maor perda de dividade ocorreu entre o afluente do restor acidogénico e o efluente do
restor metanogénico.

- nos ensacs gue testaram a voldilizacdo do HCN nos gasOmetros dos restores,
ocorreu arade durate todo o periodo andisado, correpondendo a um minimo de 0,28 e
médimo de 047 mg 24hl. A vaiaggo foi de 010 a 0,29 mg. 24h.' nos gases do restor
acidogénico e de 0,14 a 0,29 mg. 24h.* nos gases do restor metanogénico, ndo sendo possivel
estabelecer em que condi¢&o (acidogénica ou metanogénica) ocorreu amaior volatilizacéo.

- 0s vaores de HCN captados e dosados nos gases corresponderam a uma parcda
muito peguena da linamaina degradada e do cianeto livre e totd dosados nos efluentes dos
reatores.

- nos testes in vitro com a linanaina em condicdo aerdbia com indculo
manipueira, gpds um periodo de 34 dias de incubacép, os teores de cianeto totd foram nulos



76

paa as duplicatas. No ensaio com a acetonacianidrina nas mesmas condigdes com 94 dias de
incubacgo, os teores de cianeto totd variaram de 12 a 56mg/L para as duplicatas.

- nos testes in vitro, N0 ensao com a acetonacianidrina sob anaerobiose, para 0S
trés tipos de inoculos, os teores de ciangto totd, apGs 0 periodo de incubacdo de 94 dias, foram
sempre maores em comparacdd com os teores de cianeto totd com os mesmos indculos sob
aerobiose.

- nos testes in vitro, comparando-se 0 ensao com a acetonacianidrina na condicdo
anaerdbia, com 0 ensao da linamarina na mesma condicdo, os teores de cianeto livre foram
dez vezes maores paa O ensao com a acetonacianidrina do que paa 0 ensao com a
linamaring, embora, os dois ensaios gpresentassem um perfil semdhante de variagéo.

- com reagdo ao tempo de degradacdo nos testes in vitro, com os trés tipos de
indculos, sempre houve necessdade de maor tempo para a degradacdo da acetonacianidrina
en rdacdo a linamaring, tanto em condicdo aerdbia quanto em condicdo anaerdbia A
degradacéo desses compodtos sob anaercbiose sampre exigiu maor tempo em rdagio a
condicio aerdbia, com excecdo do ensao da linamaina com indculo proveniente do efluente
do restor metanogénico, onde a aerobiose exigiu maor tempo para a degradecéo totd da
linamarina

- 0 inbculo proveniente da manipueira, fo 0 mas dficente paa degradar a
linamarina tanto em condicdo aerdbia quanto em condicdo anaerdbia ja a degradacéo da
acetonecianidrina s mogtrou mais eficiente com indculo proveniente do regtor acidogénico na
condicdo aerdbia

- comparando-se as condigbes aerdbias e anaerdbias a que o indculo proveniente do
efluente do regor acidogénico foi submetido, na degradecdo da linamaina e da
acetonacianidring, condatou-s2 que as condigdes aerdbias foram mas dicdentes que as
anaerdbias

- 0 indculo proveniente do efluente do regtor metanogénico goresentou mMaor
eficiéncia na degradecdo da linamaina em rdagdd a acgonecianidrina A linamaina foi
totdmente degradada em menos de 5 dias na presenca deste indculo, enquanto que a
acetonecianidrina S0 foi totamente degradada por volta de 100 dias. Os resultados de taxa de

degradacéo da linamarina e da acetonacianidrina comprovaram tais resutados.
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