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RESUMO 

A manipueira é um liquido extraído da mandioca (Manihot esculenta L.) durante o 

processo de fabricação da farinha e contém um glicosídeo tóxico denominado de 

linamarina, do qual se origina o ácido cianídrico (HCN), substância responsável por 

efeitos tóxicos sobre fitopatógenos. Como o descarte da manipueira na natureza pode 

acarretar em sérios problemas ambientais, objetivou-se neste trabalho: a) avaliar a 

eficiência da manipueira na mortalidade de M. javanica, M. enterolobii e M. exigua, em 

ensaios in vitro; b) Determinar a CL50 para M. javanica, M. enterolobii e M. exigua, em 

ensaios in vitro. A avaliação do pH e do ácido cianídrico presente na manipueira foram 

monitorados por 168 horas, em amostras armazenadas à temperatura ambiente e em 

refrigerador, à 6 ± 3ºC. Os experimentos foram conduzidos in vitro, em delineamento 

inteiramente casualizado. No primeiro experimento, juvenis de segundo estádio (J2) de 

M. javanica foram submetidos à concentrações 0, 25, 50, 75 e 100% de manipueira, 

com cinco repetições.  Com base no resultado do primeiro estudo, realizou-se o 

segundo experimento, com nove tratamentos e cinco repetições, no qual J2 de M. 

javanica foram tratados com 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24% de manipueira. Os 

mesmos estudos foram feitos para M. enterolobii e M. exigua. Para ambos os 

experimentos, cada repetição foi constituída de um tubo de ensaio de 5mL de 

capacidade, no qual foram depositados 02 mL de suspensão aquosa contendo 500 J2 

de Meloidogyne spp. + 02 mL da solução de manipueira.  Os teores de CN- 

determinados variaram de 3 a 30 mg.L-1, tanto para a manipueira armazenada a 

temperatura ambiente quanto para a armazenada em refrigerador 6 ± 3 ºC. A 

manipueira armazenada em refrigerador 6 ± 3ºC apresentou maiores teores de CN- e 

maior estabilidade ao longo do tempo. À partir de 25% a manipueira foi efetiva na 

mortalidade de Meloidogyne spp., causando a morte de 100% dos J2 tratados. Para 

todas as espécies de nematoides em estudo a concentração mínima (3%) foi mais 

eficiente do que a testemunha em relação à mortalidade dos patógenos. A CL50 para 

M. javanica, M. enterolobii e M. exígua foi de 8,97%, 6,89 e 9,57%, 

respectivamente. 

 

 

Palavras-chave: Meloidogyne javanica, Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne exigua, 

Controle alternativo. 



 

ABSTRACT 

 

The cassava is a liquid extracted from the cassava (Manihot esculenta L.) during the 

manufacturing process of the flour and contains a toxic glycoside called linamarin, 

which originates hydrocyanic acid (HCN), substances responsible for toxic effects on 

plant pathogens. As the disposal of cassava in nature can result in serious 

environmental problems, the aim of this work: a) evaluate the efficiency of cassava in 

mortality of M. javanica, M. enterolobii and M. exigua, in vitro assays; b) determine the 

CL50 for M. javanica, M. enterolobii and M. exigua, in vitro assays. The evaluation of pH 

and hydrogen cyanide present in the cassava were monitored for 168 hours, samples 

stored at ambient temperature and in a refrigerator at 6 ± 3°C. The experiments were 

conducted in vitro, in a completely randomized design. In the first, second stage 

juveniles (J2) of M. javanica were subjected to concentrations of 0, 25, 50, 75 and 

100% of cassava, with five replications. Based on the results of the first study, there 

was the second experiment, with nine treatments and five replications, where J2 of M. 

javanica were treated with 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 and 24% of cassava. The same 

studies have been made to M. enterolobii and M. exigua. For both experiments, each 

replicate consisted of a 5 mL vial capacity, which were deposited in 02 ml of aqueous 

suspension containing 500 J2 Meloidogyne spp. + 02 ml of cassava solution. The 

contents determined CN ranged from 3 to 30 mg.L-1 for both the cassava stored at 

room temperature as stored in a refrigerator for 6 ± 3°C. The cassava stored in a 

refrigerator 6 ± 3°C showed higher CN- concentration and improved stability over time. 

At from 25% to cassava was effective in mortality of Meloidogyne spp., causing the 

death of 100% of treated J2. For all species of nematodes studied the minimum 

concentration (3%) was more efficient than the witness in relation to mortality of 

pathogens. The CL50 for M. javanica, M. enterolobii, and M. exigua was 8.97%, 6.89% 

and 9.57%, respectively. 

 

Keywords: Meloidogyne javanica, Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne exigua, 

Alternative control. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., apresentam-se, em diversos 

países, como um dos principais fatores limitantes ao cultivo de diversas 

culturas, devido á ampla distribuição geográfica e gama de hospedeiros, 

incluindo a maioria das plantas exploradas economicamente (CAMPOS, 1985; 

COSTA et al., 2013). 

Estima-se que, em média, as reduções anuais de produção ocasionadas por 

fitonematoides no mundo giram em torno de 14%, as quais podem ser 

traduzidas em prejuízo de quase 100 bilhões de dólares (MITKOWSKI e 

ABAWI, 2011). 

No Brasil, os nematoides de galhas são frequentemente encontrados em áreas 

agrícolas, sendo comuns as espécies M. javanica, M. enterolobii e M. exígua 

(DIAS-ARIEIRA, 2010).  

A manipueira é o resíduo líquido extraído da mandioca (Manihot esculenta L.), 

durante o processo de fabricação de farinha e (ou) amido (PONTE, 1992; 

BUENO, ALMEIDA e DEL BIANCHI, 2010; FURLANETTO, 2011; CASSONI e 

CEREDA, 2011). Visto que sua composição apresenta um glicosídeo tóxico 

denominado linamarina, do qual se origina o ácido cianídrico (HCN) (PONTE, 

1999; BUENO, ALMEIDA e DEL BIANCHI, 2010; CASSONI e CEREDA, 2011), 

estudos indicam seu uso como manejo alternativo de pragas e patógenos 

importantes em culturas exploradas economicamente (GONZAGA, 2008; 

FURLANETTO, 2011). 

A utilização de técnicas racionais de manejo é desejável para a redução de 

populações de Meloidogyne spp. a níveis inferiores aqueles capazes de causar 

prejuízos (PIMENTA e CARNEIRO, 2005). Este fato, associado à tendência da 

atual sociedade em obter alimentos orgânicos ou com o mínimo possível de 

agrotóxicos, faz com que produtos naturais, como a manipueira, tenham um 

futuro promissor, desde que seu custo seja competitivo com os químicos 

(ALVES et al., 2012). 
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2 OBJETIVO 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Avaliar a eficiência da manipueira na mortalidade de M. javanica, M. enterolobii 

e M. exigua.  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar a toxicidade da manipueira, em diferentes concentrações, na 

mortalidade de M. javanica, M. enterolobii e M. exigua, em ensaios in vitro. 

 

Determinar a CL50 para M. javanica, M. enterolobii e M. exigua, em ensaios in 

vitro. 

 

 

3 HIPÓTESES 

 

• O uso da manipueira promove a mortalidade dos fitonematoides em 

estudo. 

• O maior nível de manipueira é mais eficiente na mortalidade dos 

nematoides em estudo. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

4.1 IMPORTÂNCIA ECONÔMICA DOS FITONEMATOIDES  

 

Os nematoides fitoparasitos causam consideráveis prejuízos a agricultura 

mundial, tanto pela redução na produtividade e qualidade dos produtos, quanto 

pela limitação agrícola dos solos e aumento dos custos de produção 

(BARCELOS, 1997). 

A estimativa média de reduções anuais de produção ocasionadas por 

fitonematoides no mundo é de 14%, o que implica em prejuízo econômico de 

100 bilhões de dólares (MITKOWSKI e ABAWI, 2011).  

A intensidade dos danos e das perdas depende da densidade populacional dos 

fitonematoides, da suscetibilidade da cultura, das condições ambientais e da 

presença de outros patógenos que podem interagir com os fitonematoides 

(PINOCHET, 1987). 

Nesse contexto, inserem-se os danos quantitativos e qualitativos. Os primeiros 

referem-se à redução da produtividade e, nesse caso, as plantas infectadas 

apresentam menor eficiência do sistema radicular para realização de suas 

funções de absorção e condução de água e nutrientes. Consequentemente, 

observa-se baixa eficiência na nutrição, o que implica em gastos adicionais 

com fertilizantes para manutenção da produtividade (LORDELLO, 1988). Já os 

danos qualitativos dificultam o comércio do produto agrícola, pois provocam 

principalmente diminuição e alteração no formato e no tamanho dos frutos 

(VIAENE e ABAWI, 1996; 1998; CHEN et al., 1999; CASTILLO et al., 2006; 

SANTOS et al., 2006). 

 

4.2 O GÊNERO Meloidogyne 

 

Nematoides compreendem um filo de organismos que incluem parasitas de 

plantas e de animais, assim como muitas espécies de vida livre (CAMPOS, 
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2000; FERRAZ e MONTEIRO, 2005). Os nematoides parasitas de plantas, 

também conhecidos como fitonematoides, são parasitas obrigatórios que 

nutrem-se a partir de células vegetais vivas (WILLIAMSON e HUSSEY, 1996). 

Os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., (GOELDI, 1892) apresentam-se, 

em diversos países, como um dos principais fatores limitantes ao cultivo de 

diversas culturas por estarem amplamente disseminados em áreas agrícolas e 

também pelo fato de parasitarem a maioria das culturas anuais e perenes, 

hortaliças e plantas ornamentais, inclusive plantas daninhas (CAMPOS, 1985; 

COSTA et al., 2013). 

Parasitas obrigatórios de raízes, o gênero Meloidogyne inclui cerca de 90 

espécies descritas e, entre estas, M. javanica, M. enterolobii e M. exigua são 

de grande importância (EISENBACK e TRIANTAPHYLLOU, 1991).  

 

 

4.3 MANEJO DOS FITONEMATOIDES 

 

Há várias medidas de controle indicadas para redução populacional de 

fitonematoides, mas nem sempre elas são exequíveis em todas as áreas de 

cultivo (Tihohod, 1993). O controle químico, feito através de nematicidas 

sintéticos, é amplamente difundido em todo o mundo, sendo a opção mais 

usada pelos agricultores (RITZINGER, FANCELLI e RITZINGER, 2010); 

entretanto, tem se mostrado cada vez mais desaconselhável, tanto pelo 

elevado preço destes produtos, quanto por serem altamente tóxicos aos 

homens e animais, tornando-se potenciais contaminantes de solo e águas 

subterrâneas (STOLF, 2006).  

Por tais motivos, muitos nematicidas químicos já foram excluídos do mercado 

e, com isso, produtos microbianos e naturais, como a manipueira, assumem 

considerável importância, apresentando potencial na substituição de produtos 

químicos (ALVES et al., 2012).  
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4.4 MANIPUEIRA 

 

A manipueira ou água-brava é o resíduo líquido extraído da mandioca (Manihot 

esculenta L.), durante o processo de fabricação de farinha e (ou) amido 

(PONTE, 1992; BUENO, ALMEIDA e DEL BIANCHI, 2010; FURLANETTO, 

2011; CASSONI e CEREDA, 2011). Apresenta aspecto leitoso e cor amarelo-

claro (PONTE, 1992; PONTE, 2001; BUENO, ALMEIDA e DEL BIANCHI, 

2010), sendo produzidos em torno de 250 litros deste resíduo a cada tonelada 

de mandioca processada (ralada e prensada) pelas indústrias (FURLANETTO, 

2011).  

As características químicas e orgânicas da manipueira possibilitam a utilização 

na agricultura como adubo orgânico em fertirrigação e como herbicida no 

controle de plantas daninhas (FURLANETTO, 2011). Visto que sua composição 

apresenta um glicosídeo tóxico denominado linamarina, do qual se origina o 

ácido cianídrico (HCN) (PONTE, 1999; BUENO, ALMEIDA e DEL BIANCHI, 

2010; CASSONI e CEREDA, 2011), estudos indicam seu uso como manejo 

alternativo de pragas e patógenos importantes em cultura exploradas 

economicamente (GONZAGA, 2008; FURLANETTO, 2011). Os impactos 

ambientais causados pela deposição inadequada de manipueira estão 

relacionados com a composição química e ao considerável volume de resíduo 

líquido gerado (CEREDA, 2001; FURLANETTO, 2011). 

Outro fator de contaminação ambiental ocasionada pela deposição inadequada 

da manipueira, quando liberados em fontes de água, é a Demanda Química de 

Oxigênio (DQO) e a Demanda Biológica de Oxigênio (DBO) (CEREDA, 2001; 

CORDEIRO, 2006). Quando se compara a DBO de dejetos orgânicos gerados 

por agroindústrias de mandioca com a contribuição normal “per capita” de 

esgotos domésticos, uma fecularia que processe, individualmente, uma 

tonelada de raízes por dia, equivalerá à poluição ocasionada por 150 a 250 

habitantes/dia (CEREDA, 2001). 

O cuidado com a preservação ambiental tem crescido em paralelo com o 

aumento da produção de resíduos gerados pelo agronegócio, que pode ser 
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usado na agricultura como uma forma de substituir parcialmente os fertilizantes 

ou agrotóxicos comerciais sintéticos (SANTOS et al., 2010). 

 

 

4.4.1 Composição química da manipueira 

 

A composição química da manipueira é variável. O ácido cianídrico (HCN) e o 

cianeto livre (CN-) são os constituintes tóxicos presentes na manipueira, com 

concentrações variáveis, as quais dependem da idade das plantas, variedade 

cultivada, tipo de tecido vegetal e com fatores ambientais, tais como solo, 

umidade e temperatura (CEREDA, 2000; 2001; FIORETTO, 2001; CORDEIRO, 

2005; 2006).  

O HCN interfere nas atividades enzimáticas (FIORETTO e BRINHOLI, 1985), 

enquanto o cianeto é uma das substâncias mais letais já descobertas 

(MCMAHON et al., 1995), e atua nas células nervosas individualmente ou 

reagindo com a hemoglobina dos glóbulos vermelhos, formando a 

cianohemoglobina, a qual paralisa o sistema e a cadeia respiratória (NASU, 

2008).  

 

 

4.4.2 Utilização da manipueira no controle de fitopatógenos 

 

A manipueira foi estudada quanto ao seu efeito fungicida contra o oídio (Oidium 

sp.) em frutos de cerigueleira e causou deformação de conídios e conidióforos 

do fungo (FREIRE, 2001). 

Nasu et al. (2010), em testes in vitro, concluíram que tratamentos com 

manipueira controlaram M. exigua raça 3 na cultura do tomateiro, promovendo 

a morte de 100% dos J2.   
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Alves et al. (2006), utilizaram a manipueira nas concentrações de 100, 80, 60, 

40 e 20% no controle do nematoide Scutellonema bradys (Stainer & Le Hew) 

Andrássy e constataram que, após 48 horas, os tratamentos com a manipueira 

em concentração superior a 40% promoveram 100% da mortalidade, sendo 

que o tratamento a 20% apresentou, também, resultados superiores ao 

nematicida testado; no entanto, os autores não revelaram a concentração de 

cianeto na manipueira testada.  

De acordo com Grabowski (2007), fatores como dosagens a serem aplicadas e 

seus efeitos sobre diferentes patossistemas, bem como a estimativa da 

concentração mínima letal de cianeto a nematoides ainda não foram 

determinados. 

A estabilidade de uma solução refere-se à passagem de uma condição 

quimicamente instável a quimicamente estável (BATALHA, 1998). Estudos que 

visem avaliar a persistência e estabilidade do cianeto, assim como a do pH, 

tornam-se importantes para a compreensão e determinação do uso da 

manipueira no controle de fitopatógenos.  
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os trabalhos foram realizados no Núcleo de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico em Manejo Fitossanitário de Pragas e Doenças (NUDEMAFI), 

situado no Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Espírito 

Santo (CCA-UFES), localizada no município de Alegre - ES, latitude 20º45’ Sul, 

longitude 41º48’ Oeste e altitude de 250 m. 

 

 

5.1 MANUTENÇÃO DA POPULAÇÃO DE Meloidogyne javanica, M. 

enterolobii E M. exigua 

 

Populações puras de M. javanica foram multiplicadas e mantidas em raízes de 

tomateiro (Solanum lycopersicon Mill), cv. Santa Clara, em casa de vegetação, 

conforme descrito por Peixoto (1995); enquanto a população pura de M. 

enterolobii foi multiplicada e mantida em raízes de goiabeira (Psidium guajava 

L.), cv. Paluma. Já M. exígua foram multiplicados e mantidos em raízes de 

cafeeiro ‘Catuaí Vermelho IAC 44’. 

O substrato empregado para o plantio do tomateiro e da goiabeira foi composto 

de solo e areia 1:1. O solo, coletado de local não cultivado, foi peneirado e 

autoclavado por 2 horas a 140º C, sendo esse processo repetido três vezes. 

Oitenta dias após a inoculação das plantas de tomate/goiaba/café com as 

espécies de Meloidogyne anteriormente mencionadas, extraiu-se das raízes os 

nematoides (ovos + juvenis de segundo estádio, J2) pelo método de Hussey e 

Barker (1973) modificado por Bonetti e Ferraz (1981). 

A concentração de inóculo, obtida em suspensão aquosa, foi estimada com 

auxílio de uma câmara de contagem de Peters, em microscópio, segundo 

Southey (1970). Posteriormente, foram montadas câmaras de eclosão que 

foram mantidas a 27ºC, por cinco dias, até que eclodisse o quantitativo 

suficiente de J2 para a montagem do experimento (CLIFF e HIRSCHMANN, 
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1985). As coletas dos J2 foram realizadas a cada 24 horas, sendo necessárias 

três coletas para obtenção da quantidade de J2 desejada.  

 

 

5.2 IDENTIFICAÇÃO DA POPULAÇÃO DE Meloidogyne spp. POR 

ELETROFORESE 

 

Para confirmar as espécies de Meloidogyne utilizadas nos experimentos, 

realizou-se a análise isoenzimática da enzima esterase (CARNEIRO e 

ALMEIDA, 2001), em que 70 fêmeas maduras com coloração branco-leitosa 

foram extraídas de raízes galhadas, sob microscópio estereoscópio. 

Como padrão de referência para as análises, utilizou-se fêmeas de 

Meloidogyne spp, previamente identificadas, multiplicadas e mantidas em 

raízes de tomateiro/goiabeira/cafeeiro, cultivadas em casa de vegetação. 

As fêmeas foram maceradas em tubos tipo ependorf, contendo 15µL de 

solução extratora. Posteriormente, foi realizada a corrida eletroforética, durante 

01 hora e 10 minutos, a 10ºC, em aparelho vertical modelo PowerPacTMBasic, 

com gel de poliacrilamida. Após a corrida, o gel foi retirado das placas de vidro 

e transferido a uma bandeja plástica contendo solução tampão de eletrodo 

(1,5g de Tris-base, 7,1g de glicina e 1000 mL de água destilada). 

Posteriormente a lavagem do gel, a solução tampão foi descartada e adicionou-

se solução contendo corantes Fast Blue RR e α -naftil acetato, no qual o gel foi 

incubado por aproximadamente 60 minutos a 37ºC, para a formação das 

bandas.  Com as bandas de esterase já coradas, a solução corante foi 

descartada, sendo adicionada solução descolorante (composta de 650 mL de 

água destilada, 300 mL de metanol e 50 mL de ácido acético) e, após 60 

minutos, foi adicionado à solução de secagem (gel lavado com água destilada 

e colocado em solução secadora contendo 24 mL de glicerol, 400 mL de etanol 

e 600 mL de água destilada). O padrão de bandas foi fotodocumentado. 
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5.3 OBTENÇÃO DA MANIPUEIRA 

 

A manipueira utilizada nos ensaios foi proveniente de uma indústria de farinha, 

localizada na cidade de Marataízes/ES, latitude 21.044576º Sul e longitude 

40.965877º Oeste, elevação 22 metros, e foi utilizada 24 horas após a extração 

para evitar possíveis alterações significativas na composição. A variedade da 

mandioca utilizada por essa indústria é a “Mandioca Brava - Pão do Chile”. 

Em laboratório, a manipueira foi filtrada em tecido de algodão e mantida em 

repouso por aproximadamente uma hora, com o intuito de decantar o amido e 

resíduos sólidos ainda presentes na solução. Coletou-se o sobrenadante que 

foi armazenado em frascos tipo Erlenmeyer 250 mℓ, devidamente etiquetado e 

armazenado em refrigerador, 6± 3ºC, até a realização do experimento, sendo 

esta considerada a solução de manipueira padrão para as diluições. 

 

 

5.4 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE CIANETO NA MANIPUEIRA 

 

Antes da realização de cada experimento, o teor de cianeto foi calculado 

utilizando-se ‘teste rápido – indicador de cianeto Quantofix 0-1-3-10-30mg/L 

CN-’. Os valores obtidos foram de 30mg.L-1 em manipueira pura. 

 

 

5.5 ESTUDO DA PERSISTÊNCIA DO CIANETO E AVALIAÇÃO DO 

pH EM MANIPUEIRA 

 

O teor de cianeto presente na manipueira foi monitorado durante sete dias, 

conforme descrição no item 5.4, a fim de se avaliar a persistência do ácido na 

solução de manipueira pura quando armazenada em temperatura ambiente e 
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em refrigerador 6 ± 3ºC. O mesmo estudo foi feito com relação ao pH da 

solução através de medições com ‘pH-Fix 0-14 Macherey-Nagel’. 

 

 

5.6 CONDUÇÃO DOS ENSAIOS 

 

Quatro experimentos, in vitro, foram conduzidos no Laboratório de Nematologia 

do NUDEMAFI em um delineamento inteiramente casualizado. No primeiro 

experimento, com cinco tratamentos e cinco repetições, J2 de M. javanica 

foram submetidos à concentrações crescentes de manipueira, quais sejam: 0, 

25, 50, 75 e 100%.  Com base no resultado do primeiro estudo, realizou-se o 

segundo experimento, com nove tratamentos e cinco repetições, no qual J2 de 

M. javanica foram tratados com 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24% de manipueira. 

Os mesmos estudos foram feitos para M. enterolobii e M. exigua.  

Em todos os experimentos, cada repetição foi constituída de um tubo de ensaio 

de 5mL de capacidade, no qual foram depositados 02 mL de suspensão 

aquosa contendo 500 J2 de Meloidogyne spp. + 02 mL da solução de 

manipueira. Os tubos foram deixados à temperatura de 27 ± 3ºC, por 24 horas, 

com posterior quantificação dos nematoides vivos e mortos, em câmara de 

Peters.  

Para confirmar se os J2 estavam realmente mortos, foi adicionado, em cada 

tubo, um mililitro de hidróxido de sódio (NaOH) a 0,1N. Foram considerados 

vivos aqueles nematoides que apresentavam mobilidade natural e mantiveram 

a sua forma original e, mortos, aqueles imóveis, deformados ou que 

apresentaram aspecto incomum. 

Com base nos dados obtidos nas avaliações, a porcentagem de mortalidade foi 

calculada de acordo com a seguinte equação: 
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PM = NIM x 100 
          500 

 
Em que: 
PM = Porcentagem de Mortalidade; NNM = Número de Indivíduos Mortos. 

 

Em todos os experimentos, os dados obtidos foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas entre si pelo teste de tukey, a 5% de 

probabilidade. 

Com o objetivo de estipular a concentração letal mediana CL50, foi feita a 

análise de Probit (Finnet, 1971), na qual os valores de mortalidade foram 

corrigidos utilizando a fórmula de Abbott (1925), conforme descrito a seguir: 

 

Mc(%) = %Mo - %Mt x 100, em que: 
                                                    100 - %Mt 

Mc = Mortalidade corrigida; Mo = Mortalidade observada; Mt = Mortalidade na 

testemunha. 

 

Com os resultados encontrados, a concentração letal (CL50) foi estimada e os 

dados de mortalidade foram analisados por meio de regressão de Probit, 

utilizando o programa POLO-PC (LEORA SOFTWARE, 1987). Nos casos em 

que não houve significância da regressão de Probit, fez-se outras análises de 

regressão, cujos modelos foram escolhidos com base no coeficiente de 

regressão (R2) e significância do coeficiente de regressão ß1.  
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE CIANETO NA MANIPUEIRA 

  

Após 24 horas da extração, os valores obtidos na solução de manipueira pura 

armazenada em refrigerador (6 ± 3ºC), e utilizada em todos os experimentos, 

foi de 30 mg.L-1. Tais resultados corroboram com os encontrados por 

Takahashi e Cereda (1986), Ponte (1992), Cereda (2001), Nasu (2008) e Nasu 

et al. (2010), que ao estudarem a composição química da manipueira 

observaram teores de CN- variando de 22 a 46 mg.L-1, também após 24 horas 

da extração. 

A composição da manipueira é altamente variável, devido a diferentes 

variedades de mandioca utilizadas no processo de fabricação da farinha e, 

também, das diferentes condições edafo-climáticas do local onde foi cultivada. 

Assim, os valores de cianeto livre (CN-) observados na manipueira utilizada 

neste experimento estão de acordo com a faixa de variação dos teores 

encontrados pelos demais autores. 

 

 

6.2 PERSISTÊNCIA DO CIANETO E AVALIAÇÃO DO pH EM 

MANIPUEIRA 

 

Os teores de CN- determinados neste trabalho variaram de 3 a 30 mg.L-1, tanto 

para a manipueira armazenada a temperatura ambiente quanto para a 

armazenada em refrigerador 6 ± 3ºC, conforme apresentado na Figura 1. 
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Figura 1. Variação do teor de cianeto presente na manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. 

Pão do Chile e armazenada em temperatura ambiente e em refrigerador (6 ± 3ºC), durante 168 

horas. 

 

Ainda observando a Figura 1, percebe-se que a manipueira armazenada em 

refrigerador 6 ± 3ºC apresentou maiores teores de CN- e maior estabilidade ao 

longo do tempo, visto que, provavelmente, o resfriamento da solução diminuiu 

o metabolismo de microrganismos, o que leva, consequentemente, a uma 

menor fermentação dos carboidratos, menor liberação de enzimas e maior 

conservação e estabilidade da solução. 

Já com relação às análises do pH, determinado logo após a extração, observa-

se que a média dos valores encontrados foi 6,0; entretanto, ao longo das 

avaliações, observou-se a redução desse valor para 4,0 a partir das 96 horas, 

independente da forma de armazenamento, sendo que esse valor foi estável 

até a última avaliação (168 horas) (Figura 2).  
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Figura 2. Variação do pH da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile e 

armazenada em temperatura ambiente e em refrigerador (6 ± 3ºC), durante 168 horas. 

 

De acordo com Ribeiro et al., (2010), o pH inicial da manipueira, quando 

determinado no momento da prensagem, situa-se em torno de 6,0 e, 

momentos após, percebe-se a redução desses valores, corroborando com os 

dados obtidos neste experimento. 

Resultados similares foram encontrados por Ferreira et al., (2001), que, após 

análise da manipueira fresca extraída de mandioca branca e amarela, 

constataram pH 6,30 e 6,15, respectivamente. Entretanto, após 48h de 

armazenamento da manipueira, o pH das amostras reduziu para 3,87 e 3,46, 

respectivamente, atingindo estabilidade de 3,83 e 3,40, após 78h. 

De acordo com Leonel e Cereda (1995), o pH da manipueira, quando analisado 

nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas após a extração, apresentou pH de 6,2, 

inicialmente, decaindo para pH 4,0, após 24 horas de repouso, se estabilizando 

em pH 3,6 a partir das 48 horas. 

Analisando as Figuras 3 e 4, observa-se que nas primeiras horas de 

armazenamento da manipueira ocorre a elevação dos teores de cianeto livre. O 

mesmo foi relatado por Leonel et al., (1991), o qual afirma, ainda, que a 

redução dos valores de pH podem se justificar pelo aumento da concentração 

do glicosídeo tóxico denominado linamarina, do qual se origina o ácido 

cianídrico. 
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Figura 3. Relação da variação do teor de cianeto com o pH da manipueira extraída de 

mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile e armazenada em refrigerador (6 ± 3ºC), durante 168 horas 

de avaliação. 

 

 

Figura 4. Relação da variação do teor de cianeto com o pH da manipueira extraída de 

mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile armazenada à temperatura ambiente, durante 168 horas de 

avaliação. 
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6.3 EFEITO DA MANIPUEIRA SOBRE A MORTALIDADE DE 

Meloidogyne spp. em teste in vitro. 

 

6.3.1 M. javanica  

 

Os tratamentos com manipueira, a partir de 30 mg.L-1 de CN- em manipueira 

pura, foram efetivos na mortalidade de M. javanica, causando a morte de 100% 

dos J2 tratados, mas não diferindo estatisticamente entre si nas concentrações 

25, 50, 75 e 100%; sendo, entretanto, superiores à testemunha positiva (água) 

(Figura 5). 

 

 

Figura 5. Efeito da toxicidade da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile 

diluída a diferentes concentrações sobre Meloidogyne javanica. 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre sí pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Visto que, conforme observado anteriormente, a menor concentração de 

manipueira (25%) provocou 100% de mortalidade dos J2, um novo ensaio, com 

concentrações ainda menores de manipueira (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24%) 

foi realizado, a fim de se identificar o nível mínimo de toxicidade do resíduo 

sobre M. javanica. 
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Ao observar a figura 6, percebe-se que a manipueira causou a morte de 100% 

dos J2 de M. javanica nas concentrações superiores à 15%, diferindo 

estatisticamente entre si das concentrações 3, 6, 9 e 12%, mas não das de 18, 

21 e 24%. Todas as concentrações testadas apresentaram diferença estatística 

quando comparadas à testemunha positiva (água), evidenciando a toxicidade 

da manipueira sobre M. javanica. As concentrações de 3, 6, 9 e 12% de 

manipueira provocaram a morte de 16,00; 25,68; 41,76 e 72,36%, 

respectivamente, de J2 (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Efeito da toxicidade da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile 

diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne javanica. 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre sí pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Na análise de Probit, para estimativa da concentração letal (CL50), os dados 

não se adequaram ao modelo por ter apresentado um x2 significativo (99,346) e 

uma elevada heterogeneidade dos dados (16,558). 

Assim, optou-se por fazer análise de regressão para determinação da equação 

de dose/resposta dos diferentes tratamentos e, posteriormente, estimativa da 

concentração letal (CL50), conforme apresentado na Figura 7. 
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Figura 7. Concentração Letal mediana (CL50) da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. 

Pão do Chile, diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne javanica, 

após correção de mortalidade pela fórmula de Abbott (1925). 

 

O modelo que melhor se ajustou aos dados foi o exponencial, no qual foi 

gerada a equação ‘y=151,5375*exp(-0,0598*x)’, sendo que, através dela, 

obteve-se CL50 de 8,97, ou seja, partindo-se de 30 mg.L-1 de CN- em 

manipueira pura, a concentração de 8,97% desse resíduo ocasiona a 

mortalidade de 50% dos J2 de M. javanica, com intervalo de segurança entre 

5,43 e 13,37%. 

A toxicidade apresentada pela manipueira sobre o nematoide possivelmente 

ocorre pela presença do ácido cianídrico originado da linamarina (GONZAGA, 

2008; FURLANETTO, 2011). 

 

 

6.3.2 M. enterolobii  

 

Todos os tratamentos com manipueira, partindo-se de 30 mg.L-1 de CN-, 

causaram 100% de morte dos J2 tratados, sendo que as médias para as 

concentrações 25, 50, 75 e 100% foram estatisticamente iguais, mas 

superiores à da testemunha (água). Os resultados observados corroboram com 
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os encontrados na análise da toxicidade da manipueira sobre M. javanica, 

anteriormente apresentados. 

 

 

Figura 8. Efeito da toxicidade da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile 

diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne enterolobii. 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre sí pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Como a menor concentração de manipueira (15%) já provocou a morte de 

100% dos J2, um novo ensaio, com concentrações menores foi realizado, 

conforme descrito para M. javanica no item 6.3.1. 

A partir da concentração de 21%, a manipueira provocou a morte de 100% dos 

J2, não diferindo estatisticamente das concentrações 15 e 18%, as quais 

promoveram 91,36 e 97,80% de mortalidade, respectivamente. Todas as 

concentrações foram superiores à testemunha positiva (água) no que tange à 

morte dos nematoides. Houve mortalidade de 34,68; 48,00; 63,32 e 75,52% 

para as concentrações de 3, 6, 9 e 12% de manipueira, respectivamente, 

sendo estas estatisticamente diferentes entre sí (Figura 8). 
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Figura 9. Efeito da toxicidade da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile 

diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne enterolobii. 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre sí pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Para estimativa da concentração letal (CL50) para M. enterolobii, os dados não 

se adequaram ao modelo de Probit por ter apresentado um x2 significativo 

(79,047) e uma elevada heterogeneidade dos dados (13,175). Por isso, foi feita 

análise de regressão para a determinação da equação de dose/resposta dos 

diferentes tratamentos e, posteriormente, a estimativa da concentração letal 

(CL50), conforme apresentado na Figura 10. 

 

 

Figura 10. Concentração Letal mediana (CL50) da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. 

Pão do Chile, diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne enterolobii, 

após correção de mortalidade pela fórmula de Abbott (1925). 
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Através do modelo de regressão exponencial, o qual se ajustou melhor aos 

dados, foi gerada a equação ‘y=121,7210-128,0121*exp(-0,0840*x)’. Através 

da equação obteve-se uma CL50 de 6,89, ou seja, partindo-se de 30 mg.L-1 de 

CN- em manipueira pura, concentrações de 6,89% de manipueira ocasionam a 

mortalidade de 50% dos J2 de M. enterolobii, com intervalo de segurança entre 

5,18 e 8,97%. 

Observa-se que, em comparação aos dados obtidos para M. javanica, M. 

enterolobii apresenta maior sensibilidade à toxicidade provocada pela 

manipueira, visto que menores concentrações promoveram a mortalidade de 

50% dos J2 tratados. O ácido cianídrico é o possível componente tóxico aos 

nematoides, levando-os a morte (GONZAGA, 2008; FURLANETTO, 2011).  

 

 

6.3.3 M. exigua  

 

As concentrações de 50, 75 e 100% de manipueira acarretaram a morte de 

100% dos J2 de M. exigua, já 25% do resíduo matou 93,92% do patógeno. 

Todos os tratamentos foram superiores em eficiência quando comparados à 

testemunha (Figura 9). 

 

 

Figura 11. Efeito da toxicidade da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile 

diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne exigua. 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre sí pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Seguindo a mesma tendência dos experimentos anteriores, realizou-se um 

novo ensaio, com concentrações menores.  

As concentrações 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24% de manipueira foram 

responsáveis por 16,32; 21,00; 49,92; 66,96; 83,60; 89,04; 92,72 e 93,16% de 

mortalidade do nematoide (Figura 10). 

 

 

Figura 12. Efeito da toxicidade da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. Pão do Chile 

diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne exigua. 

*Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre sí pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Assim como para os nematoides anteriores, os dados não se adequaram ao 

modelo de Probit por ter apresentado um x2 significativo (39,846) e elevada 

heterogeneidade dos dados (6,6411), para a estimativa da concentração letal 

(CL50) de M. exígua. Por isso, para se determinar a equação de dose/resposta 

dos diferentes tratamentos e, posteriormente, a estimativa da concentração 

letal (CL50), foi feita análise de regressão. 
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Figura 13. Concentração Letal mediana (CL50) da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. 

Pão do Chile, diluída a diferentes concentrações sobre o nematoide Meloidogyne exígua, após 

correção de mortalidade pela fórmula de Abbott (1925). 

 

Através da equação que melhor representou os (y=134,3261-151,4032*exp(-

0,0612*x)), foi determinada a CL50 de 9,57, ou seja, partindo-se de 30 mg.L-1 de 

CN- em manipueira pura, concentrações de 9,57% de manipueira ocasionam a 

mortalidade de 50% dos indivíduos de M. exígua, com intervalo de segurança 

entre 6,59 e 13,20%. 

Observa-se que, em comparação aos dados obtidos para M. javanica e M. 

enterolobii, M. exigua apresenta uma maior resistência à toxicidade provocada 

pela manipueira, visto que foram necessárias maiores concentrações de 

manipueira para ocasionarem a mortalidade de 50% do J2, conforme 

observado na Figura 14. 
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Figura 14. Concentração Letal mediana (CL50) da manipueira extraída de mandioca ‘brava’ cv. 

Pão do Chile, diluída a diferentes concentrações sobre Meloidogyne spp., após correção de 

mortalidade pela fórmula de Abbott. 

 

Os resultados obtidos nestes experimentos, para todas as espécies de 

Meloidogyne avaliadas, corroboram os de Nasu et al. (2010), que ao estudar o 

efeito da manipueira, em diferentes concentrações, sobre M. exigua, em 

ensaios in vitro, observaram que os tratamentos com manipueira pura em 

concentração de até 10% de diluição apresentaram 100% de mortalidade, 

partindo-se de 40 mg.L-1 de CN-. 

Grabowski et al. (2007), em testes in vitro, obtiveram resultados de 100% de 

mortalidade de M. exigua utilizando dosagens de 100, 75, 50, 25, 10 e 8% de 

manipueira pura, partindo-se de 40 mg.L-1 de cianeto. 

Alves et al. (2006), testaram a manipueira pura nas concentrações de 100, 80, 

60, 40 e 20%, em ensaios in vitro, para o controle do nematoide da casca preta 

do inhame, Scutellonema bradys (Steiner e Le Hew) Andrássy, e constataram 

que após 48 horas as dosagens iguais ou superiores a 40%, proporcionaram 

100% de mortalidade do nematoide. Entretanto, os autores não revelaram a 

concentração de cianeto na manipueira utilizada. 

Estudos que demonstrem o modo de ação da manipueira sobre Meloidogyne 

spp., são necessários. Os óleos essenciais, por exemplo, podem interferir na 

atividade metabólica dos nematoides promovendo a desorganização ou 
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inibição das funções vitais desde o início do desenvolvimento embrionário, 

como também na sua movimentação, que pode ser em razão da alteração da 

permeabilidade da membrana celular e desestruturação do sistema nervoso 

(OKA et al., 2000 e SALGADO et al., 2003).  

De acordo com Bakkali et al. (2008), os óleos essenciais, ao entrarem em 

contato com a membrana citoplasmática, podem promover a ruptura da 

estrutura de polissacarídeos, lipídeos e fosfolipídios, provocando a 

despolarização da membrana, como as das mitocôndrias, resultando na 

liberação de íons de cálcio e proteínas.  

Outros autores, como Bruni et al. (2004), atribuem a ação nematicida dos óleos 

essenciais à presença de fenóis, aldeídos e álcoois que promovem a oxidação 

de membranas. Pérez et al. (2003) observaram que a medida que as 

concentrações dos óleos essenciais foram aumentadas, houve maior 

porcentagem de mortalidade de J2 M. artiellia. Segundo Echeverrigaray et al. 

(2010), J2 de M. exigua, após entrarem contato com monoterpenoides α-

pineno, geraniale, citral e citronelal, não conseguiram recuperar a mobilidade 

quando incubado em água novamente, demonstrando o efeito nematicida 

desses compostos que também estão presentes nos óleos essenciais testados. 

O efeito nematicida da vinhaça sobre fitonematoides também já foi comprovado 

e ocorre devido à liberação de nitrogênio amoniacal no solo, tóxico ao 

nematoide, e por estimular a flora microbiana antagônica aos fitonematóides 

(RODRÍGUEZ-KÁBANA, 1986; KAPLAN et al., 1992). Além disso, alguns 

autores relatam também que a vinhaça estimula o desenvolvimento de 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PRPG), promovendo 

maior rendimento das culturas, além de poderem mediar a resistência 

sistêmica induzida (RSI) das plantas aos patógenos (BROWN & KERRY, 1987; 

CHEN et al. 2000, AKHTAR e MALIK, 2000). 

No tocante ao modo de ação dos nematicidas, amplamente utilizados em todo 

o mundo, Freitas et al., (2008) mencionam que os fumigantes inibem o sistema 

enzimático dos nematoides, mas não os mata diretamente, já os não 

fumigantes inibem a acetilcolinesterase, responsável pela transmissão de 
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estímulos, isto é, os nematoides afetados não se alimentam ou locomovem 

enquanto durar seu efeito e morrem por inanição. O efeito desse último grupo 

de nematicidas pode durar entre 2 e 3 meses. 

No presente estudo, os testes in vitro para M. javanica e M. enterolobii, 

evidenciaram que os tratamentos com manipueira até 15% de diluição 

ocasionaram a morte de 100% dos J2 tratados. Para M. exigua, tais resultados 

foram obtidos nos tratamentos com manipueira até 50% de diluição, partindo-

se, para todos os testes, de 30 mg.L-1 de cianeto em manipueira pura. Talvez 

um ou mais dos mecanismos de ação mencionados acima estejam 

relacionados a morte de Meloidogyne spp. tratado com manipueira.  
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7 CONCLUSÃO 

 

A manipueira apresentou toxicidade a M. javanica, M. enterolobii e M. exigua, 

independente da concentração de manipueira pura avaliada, indicando, 

portanto, uma possibilidade de utilização deste resíduo no manejo desses 

patógenos no campo. A CL50 de manipueira sobre M. javanica, M. enterolobii e 

M. exígua foi de 8,97%, 6,89 e 9,57%, respectivamente. 
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