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RESUMO

O polvilho azedo é obtido a partir da fermentacdo natural de mandioca, em
um processo espontaneo conduzido por micro-organismos presentes na matéria-
prima e nos tanques de fermentacédo. O produtor avalia o final da fermentacdo de
forma empirica, tornando o processo sem padronizagdo e levando a obtencdo de
produtos de qualidade inferior. Este produto é utilizado principalmente para
fabricacdo de biscoitos e paes de queijo, se destacando por representar uma
alternativa ao gluten, que deve ser evitado na doenca celiaca. O objetivo deste
trabalho foi isolar e identificar molecularmente a microbiota predominante na
fermentacdo de mandioca, com o intuito de selecionar cepas microbianas para
serem usadas como culturas iniciadoras para a producdo de polvilho azedo em
escala piloto. As amostras foram coletadas em uma polvilharia localizada em
Formiga (MG) durante 40 dias de fermentacdo. As bactérias do acido lactico (BAL)
predominaram durante todo o processo e as leveduras apareceram em proporces
significativas desde o inicio até o 26° dia de fermentacdo. As BAL predominantes
representaram principalmente o género Lactobacillus, sendo Lactobacillus brevis o
isolado mais frequente. A levedura predominante foi Pichia scutulata. Do 19° ao
altimo dia de fermentacéo, os valores de pH do tanque da polvilharia decresceram,
com consequente aumento dos valores de acidez total titulavel (ATT). Quanto aos
testes para a selecdo das culturas iniciadoras, P. scutulata apresentou o maior
namero de isolados com atividade amilolitica e Lb. brevis produziu valores maiores
de ATT no teste de acidificacdo, Lactobacillus plantarum também apresentou valores
significativos. Foram selecionadas as espécies Lb. brevis, Lb. plantarum e P.
scutulata para serem testadas como culturas iniciadoras puras e mistas em escala
piloto. A fermentacao foi conduzida por 28 dias e foi verificado que o pico de acidez
e 0 menor valor de pH se deram no 7° dia de fermentagcdo. As BAL se mantiveram
viaveis durante todo processo, enquanto as leveduras permaneceram por 7 a 14
dias. Lb. plantarum apresentou melhor desempenho como cultura iniciadora e os
resultados sugerem que esta BAL apresenta potencial para ser usada como cultura

iniciadora pura ou mista para a producao de polvilho azedo.



Palavras-chave: Polvilho azedo; bactérias do &acido lactico; leveduras; culturas

iniciadoras.



ABSTRACT

Sour cassava starch is obtained from the natural fermentation of cassava in a
spontaneous process conducted by microorganisms present in raw materials and
fermentation tanks. The producer evaluates the end of the fermentation empirically,
which leads to a process without any standardization and to the achievement of
inferior quality products. This product is used primarily in the baking industry for the
manufacture of biscuits and Brazilian cheese breads. It represents an alternative to
gluten, which should be avoided by people with celiac disease. The objective of this
work was to isolate and identify molecularly the predominant microbiota of cassava
fermentation, in order to select microbial strains to be used as starter cultures for the
production of sour cassava starch in a pilot study. The samples were collected in a
cassava flour manufacturer in Formiga (MG) during 40 days of fermentation. Lactic
acid bacteria (LAB) were prevalent throughout the whole process and yeasts
appeared in significant proportions since the beginning of the process remaining until
the 26th day of fermentation. The predominant BAL represented mainly the genus
Lactobacillus and Lactobacillus brevis was the most frequent isolated. Pichia
scutulata was the predominant yeast. From the 19th to the last day of fermentation,
the pH of the fermentation tank decreased and consequently the values of total
titratable acidity (TTA) increased. Regarding the tests for selection of starter cultures,
P. scutulata had the largest number of isolates with amylolytic activity and Lb. brevis
produced higher values of TTA in the acidification test, Lactobacillus plantarum also
showed significant values. The species Lb. brevis, Lb. plantarum and P. scutulata
were selected to be tested as pure and mixed starter cultures in a pilot study. The
fermentation was conducted during 28 days and it was verified that the peak of
acidity and the lower pH value happened on the 7th day of fermentation. The BAL
remained viable throughout the whole pilot study fermentation, while the yeasts
remained for 7 to 14 days. Lb. plantarum showed better performance as starter
culture and the results suggest this BAL presents the potential to be used in a pure or

mixed starter culture for the production of sour cassava starch.



Key words: Sour cassava starch; lactic acid bacteria; yeasts; starter culture.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta CRANTZ) é uma importante fonte de
carboidratos e um alimento altamente energético rico em amido. Industrialmente, é
usada como matéria-prima para a extracdo de amido, producdo de 4&lcool,
incorporacado na fabricacdo de pdo e como material seco para alimentacdo animal
(MLINGI, 1995). Apesar de amplamente consumida, apresenta limitacbes pela
perecibilidade, baixo contetdo protéico e toxicidade (COOKE & COURSEY, 1981).
As raizes de mandioca séo processadas de varias maneiras objetivando evitar a sua
deterioracdo pdés-colheita, reduzir sua toxicidade, melhorar a palatabilidade de seus
produtos derivados e aumentar o valor comercial da mandioca (PADANOU et al.,
2010).

A fermentacéo natural do amido Umido extraido da raiz da mandioca é uma
tecnologia tradicional amplamente usada na América Latina, especialmente na
Colébmbia e no Brasil. Apés secagem ao sol, € obtido o produto fermentado da
mandioca conhecido como polvilho azedo, que pode ser proveniente da fermentagcao
de polvilho doce, da fécula depositada ou do liquido de prensagem da massa ralada.
O polvilho doce e 0 azedo passam pelo mesmo processo de extracdo da fécula, mas
diferem no tempo de fermentacdo, que confere teores de acidez diferentes. O
produto fermentado é retirado, espalhado em jiraus de bambu e seco ao sol. A
maioria dos produtores inicia 0 processamento pela raiz da mandioca, embora haja
alguns que fermentem o polvilho doce extraido e armazenado durante a safra de
mandioca (LACERDA, 2006).

A producdo mundial de raiz, farinha e fécula de mandioca, em 2009, foi de
242 milhdes de toneladas (t), sendo os principais produtores Nigéria, Tailandia e
Brasil (ABAM, 2010). Neste mesmo ano, a producdo brasileira de fécula de
mandioca foi de cerca de 580 mil t, sendo o Parana o maior estado produtor (ABAM,
2009). Em 2006, do volume total de fécula de mandioca produzida no Brasil, 0
polvilho azedo representou 3 % e o polvilho doce 2 % (ESPM/SEBRAE, 2008).

O polvilho azedo é um produto tipico brasileiro de grande consumo,
principalmente, nos estados de Minas Gerais, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo,

sendo geralmente produzido em industrias rurais de pequeno e médio porte (ABAM,
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2009). Seu maior emprego ocorre na fabricacdo de biscoitos e paes de queijo. Em
se tratando de um produto artesanal, mesmo quando produzido em polvilharias
modernas, apresenta qualidade heterogénea.

As alteracbes que ocorrem na fécula de mandioca, durante a fermentacéo,
sdo atribuidas ao desenvolvimento de uma microbiota variada proveniente da
matéria-prima, da agua e dos tanques de fermentacdo (CEREDA & GRAJ-LEVRA,
1987). FermentacOes tipicamente espontaneas resultam de uma atividade
competitiva de varios micro-organismos, sendo que aqueles que se adaptam melhor
as condi¢cdes do processo poderdo predominar na fermentacdo. Esses processos
ocorrem lentamente e, quando falham, possibilitam contaminacées e mesmo a
sobrevivéncia de patdgenos (SANNI et al., 1998; HOLZAPFEL, 2002). A sucessao
de micro-organismos ocorre naturalmente durante o processo de producdo de
polvilho e resulta em uma microbiota com a prevaléncia de bactérias do 4cido lactico
(BAL) (STREINKRAUS et al., 1983; HOUNHOUIGAN et al., 1993; JOHANSSON et
al.,1995), amplamente presentes em alimentos fermentados. Os principais micro-
organismos envolvidos na fermentacdo de mandioca sdo as BAL, com prevaléncia
do género Lactobacillus, seguido por leveduras, como Issatchenkia spp. e
Galactomyces geothricum (LACERDA et al., 2005).

Estudos relatam que a associacdo de BAL e leveduras pode contribuir para a
melhoria das caracteristicas organolépticas de produtos obtidos em processos
fermentativos, além de degradar fatores anti-nutricionais. Assim, a incorporagao
destes micro-organismos como culturas iniciadoras pode servir para aumentar o
valor nutricional de alimentos. Além disso, culturas selecionadas servem para
aumentar os beneficios gerais de fermentacdo espontdnea e contribuir para o
enriquecimento biolégico (HOLZAPFEL, 2002).

A grande variacdo e complexidade da microbiota da fermentacdo espontanea
de mandioca sdo os principais fatores responsaveis pela pouca homogeneidade e
baixa qualidade dos produtos comercializados, sendo a utilizacdo de linhagens
selecionadas uma importante alternativa, pois apresenta menor variagdo no
conteudo de compostos quimicos, menor tempo de fermentacdo, maior rendimento e
qualidade (CAPLICE & FITZGERALD, 1999; AIDOO et al., 2006). As BAL sé&o
usadas como iniciadoras naturais ou selecionadas em alimentos fermentados. Estas
bactérias fermentadoras acidificam o meio, devido a producdo de acido acético e

lactico, melhorando o aroma dos alimentos. Além disso, podem protegé-los do



22

desenvolvimento de micro-organismos patogénicos em decorréncia da formacéo de
compostos antimicrobianos (ATRIH et al., 2001; MESSENS & DE VUYST, 2002,
NARDI et al., 2005).

O apropriado conhecimento da ecologia de micro-organismos em alimentos
fermentados pode contribuir para a melhoria do processo, como, por exemplo, a
definicdo de uma cultura iniciadora que permita a padronizagcdo de processos
fermentativos (SANNI, 1993). De acordo com SANNI (1993) e KIMARYO et al.
(2000), em estudos desenvolvidos na Africa, o uso de culturas iniciadoras pode ser
apropriado para o controle e otimizacao do processo de fermentacao, ao diminuir 0s
problemas de variacdes das caracteristicas organoléptica de alimentos fermentados.
Antes de introduzir culturas iniciadoras em uma fermentacdo de pequena escala, é
necessario avaliar suas contribuicdes significativas para a qualidade do produto final
e para as propriedades sensoriais do alimento fermentado.

Assim, a posicdo de destaque da mandioca na dieta mundial, a importancia
deste alimento para a economia brasileira, as vantagens de sua fermentacéo para a
producdo de polvilho azedo, e a falta de padronizacdo neste processamento,
associadas a inexisténcia de trabalhos que proponham uma cultura iniciadora para a

producéo de polvilho azedo, justificam o desenvolvimento do presente trabalho.



23

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar, caracterizar e identificar a microbiota predominante na fermentacéo
natural de mandioca, com o0 intuito de selecionar culturas iniciadoras com

caracteristicas adequadas para a producao de polvilho azedo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar bactérias do acido lactico (BAL) e leveduras predominantes em diferentes

periodos de fermentacdo de mandioca;

- Identificar os micro-organismos isolados utilizando técnicas de biologia molecular;

- Testar os isolados de BAL e leveduras quanto a producdo de acidos totais e

capacidade de degradacéo do amido;

- Produzir polvilho azedo em escala piloto utilizando culturas puras das linhagens

selecionadas de BAL e culturas mistas;

- Avaliar algumas caracteristicas fisico-quimicas, tais como acidez e expansao, e
microbiolégicas do polvilho produzido na polvilharia e a partir das linhagens

selecionadas em escala piloto.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MANDIOCA

A mandioca (Manihot esculenta CRANTZ) (Figura 1) constitui-se numa
importante fonte de carboidratos e em um alimento altamente energético por
apresentar 85 % de amido na matéria seca (CHUZEL,1991). Industrialmente, a
mandioca crua é usada como matéria-prima para a extracdo de fécula e producéo
de farinha, seus dois principais produtos; e também para producdo de alcool; e
incorporacdo na fabricacdo de pdo. Além disso, seu residuo € utlizado para
alimentacdo animal (ESPM/SEBRAE, 2008). Cultivada em mais de 90 paises, a
mandioca € classificada como a sexta fonte de energia mais importante na dieta
humana mundial (MONTAGNAC et al., 2009). Entretanto, € limitada pela
perecibilidade, baixo contetdo protéico e toxicidade (COOKE & COURSEY, 1981).

Apesar de ser amplamente consumida, a mandioca contém glicosideos
cianogénicos, como a linamarina e lotaustralina, compostos secundarios
armazenados nas raizes que funcionam como substancias de defesa contra
doencas e predadores. Quando a raiz sofre injUria, ocorre a ruptura de sua estrutura
celular e as enzimas presentes degradam estes compostos, liberando o &cido
cianidrico (HCN), que é responséavel pela toxicidade da mandioca. Em relacdo ao
teor de HCN na raiz fresca sem casca, as variedades com concentraces menores
gque 50 mg HCN/kg sdo denominadas “mansas”; entre 50 e 100 mg HCN/kg,
moderadamente “venenosas”; e superiores a 100 mg HCN/kg, “bravas” ou
“venenosas”. O consumo de 50 a 100 mg de cianeto esta associado a intoxicacao
aguda, sendo que considera-se como dose letal aproximadamente 10 mg de
HCN/kg de peso do individuo. Contudo, casos de toxicidade aguda sdo raros e
geralmente estdo associados a circunstancias acidentais. A ingestdo crbnica de
pequenas quantidades de cianeto também pode causar graves problemas de saude
(CHISTE et al., 2005; MONTAGNAC et al., 2009; UYOH et al., 2009). Para tornar as
raizes de mandioca proprias para o consumo humano, estas sao submetidas a

diferentes métodos de processamento, que variam de local para local. Tais métodos
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geralmente visam reduzir a toxicidade, melhorando a palatabilidade de seus
produtos derivados e convertendo a raiz fresca perecivel em produtos estéveis e
com maior valor agregado (UYOH et al., 2009; PADANOU et al., 2010).

Borges & Fukuda (1989) verificaram que a cocc¢ao e a fritura proporcionaram
reducdo substancial do contetdo de cianeto da polpa, sendo este conteudo reduzido
pela coccdo entre 56 e 80 % e, pela fritura, entre 70 e 82 %. A rapida deterioracao
pos-colheita que se manifesta com a perda da qualidade e quantidade de raizes, é
resultante de danos mecanicos, fisiolégicos e microbioldgicos. Os danos fisioldgicos,
considerados primérios, iniciam-se durante as primeiras 24 a 72 horas ap0s a
colheita, e sdo determinados por um processo oxidativo, atribuido aos compostos
fendlicos, enquanto que os danos microbiolégicos, considerados secundarios,
ocorrem do quinto ao sétimo dia apés a colheita (JANSEN & WHEATLEY, 1985;
WHEATLEY, 1987).

Figura 1 Mandioca (Manihot esculenta CRANTZ)
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3.2 PRODUCAO DE MANDIOCA E SEUS DERIVADOS

A producdo mundial de raiz, farinha e fécula de mandioca alcancou, em 2009,
242 milhdes de toneladas. Os principais produtores foram Nigéria, que produziu 45
milhdes de toneladas (t); Tailandia responsavel por 30,1 milhdes de t e o Brasil com
26,6 milhdes de t (ABAM, 2010). Neste mesmo ano, a producao brasileira de fécula
de mandioca foi de cerca de 580 mil t, sendo que a produc¢éo do estado do Parana
representou 71 % deste total (ABAM, 2009). A fécula de mandioca apresenta
versatilidade de aplicacbes industriais, sendo que, em 2007, do volume total
produzido no Brasil, a fécula nativa representou 61 %, o amido modificado 31 %, o
polvilho azedo 5 % e o polvilho doce 3 % (CEPEA/ESALQ-USP, 2007). O polvilho
azedo € um produto tipico brasileiro de grande consumo, principalmente nos estados
de Minas Gerais, Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo, sendo geralmente produzido
em industrias rurais de pequeno e meédio porte. Sua maior utilizacdo se da na
fabricacdo de biscoitos e paes de queijo, 0s quais apresentam sabores
caracteristicos (LACERDA, 2006).

3.3 POLVILHO DOCE E POLVILHO AZEDO

O polvilho doce e a fécula sdo produtos similares. No comércio, a
denominacéo de polvilho doce é comumente utilizada para o produto obtido por um
curto periodo de fermentacdo e seco ao sol, processado em pequenas e médias
instalacdes rurais. A diferenca entre o polvilho doce e a fécula de mandioca é que
esta ultima ndo é fermentada e consiste basicamente do amido extraido e seco em
fornos. O polvilho doce e o azedo passam pelo mesmo processo de extracdo da
fécula, mas diferem no tempo de fermentagdo, o que confere teores de acidez
diferentes. O polvilho azedo é submetido a uma fermentac&o mais prolongada, apos
a etapa de decantacao da féecula e ambos séo secos ao sol (LACERDA, 2006).

A Legislacéo Brasileira regulamentada pela Comissao Nacional de Normas e
Padrées para Alimentos (CNNPA) define o polvilho como um produto amilaceo

extraido das partes subterraneas comestiveis de tubérculos, raizes e rizomas da
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mandioca (BRASIL, 1978a). De acordo com o teor de acidez titulavel, o polvilho é
classificado como doce ou azedo. Para o polvilho azedo, a acidez titulavel deve ser
no maximo de 5,0 mL NaOH 1N/100g de matéria seca (BRASIL, 1978b). A diferenca
entre os dois produtos estad nos indices de pH, acidez titulavel e aspectos gerais
como cor, granulagcdo e aroma. As resolucdes 12 da CNNPA (BRASIL, 1978a) e
RDC 263 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2005)
definem parametros fisico-quimicos para determinar a qualidade do polvilho doce e
azedo. Estes fatores sdo determinados quanto a umidade (14 %); acidez maxima
para o polvilho doce de 1 mL de solucédo N % (p/v) e 5 mL de solucdo N % (p/v) para
polvilho azedo; amido (80 %); e residuo mineral (0,50 %).

3.4 PROCESSO FERMENTATIVO DO POLVILHO

3.4.1 Processo Fermentativo do Polvilho Doce

Nas polvilharias de pequeno porte, as etapas para a producdo de polvilho
doce sao realizadas manualmente (Figura 2). As raizes sédo lavadas em tanques e,
em seguida, raladas a mao. A massa €, entdo, lavada em peneiras até que a agua
ndo esteja mais leitosa. No caso de polvilharias de médio porte, apos a etapa de
ralacdo, o material é centrifugado. Essa agua é recolhida e decantada em cochos de
madeira até que a fase sobrenadante se apresente limpida. Remove-se o liquido
sobrenadante e as impurezas superficiais. O amido decantado e fermentado por um
periodo de dois a sete dias € submetido a sucessivas lavagens para retirada das
demais impurezas e, posteriormente, é seco ao sol e moido (COHEN, 2007).
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Figura 2 Fluxograma do processamento de raizes de mandioca para a producao de
polvilho doce

3.4.2 Processo Fermentativo do Polvilho Azedo

A fermentagdo natural do amido umido extraido da raiz da mandioca € uma
tecnologia tradicional largamente usada na América Latina, especialmente na
Colémbia e no Brasil. O produto fermentado obtido da mandioca, ap0s secagem ao
sol, é conhecido como polvilho azedo no Brasil ou almidon agrio na Colémbia
(NAKAMURA & PARK, 1975; CARDENAS & BUCKLE, 1980). A fermentacao, feita
tradicionalmente em muitas cidades africanas e na América Latina, visa aperfeigoar
as caracteristicas de textura, sabor e aroma dos produtos fermentados de mandioca.

Os padeiros brasileiros e colombianos geralmente consideram que somente o amido
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da mandioca fermentado e seco ao sol pode ser usado para a fabricacdo de
produtos de boa qualidade (MESTRES & ROUAU, 1997).

A temperatura e as condi¢cdes de secagem exercem grande influéncia sobre
as caracteristicas do polvilho azedo seco. Aviara et al. (2010) avaliaram o efeito da
temperatura de secagem sobre as propriedades fisico-quimicas da fécula de
mandioca. O padrao de cristalinidade do amido n&o foi afetado por temperaturas de
secagem entre 40 e 60 °C em uma estufa, porém o grau de cristalinidade do amido
diminuiu com o aumento da temperatura de secagem na faixa mencionada. A
capacidade de ligacdo com a agua e a clareza da massa aumentaram, enguanto o
poder de inchaco e solubilidade, a viscosidade de pico, a viscosidade de quebra, a
viscosidade de reversdo e o tempo de pico diminuiram significativamente com o
aumento da temperatura de secagem. A viscosidade final aumentou
significativamente com o aumento da temperatura de secagem, até certo ponto, e a
tendéncia se inverteu quando a temperatura de secagem aumentou ainda mais.

Vatanasuchart et al. (2005) estudaram as propriedades moleculares do
polvilho modificado submetido a diferentes radiacdes ultravioleta (UV). Para isso
modificaram um polvilho comercial com 1 % de &cido lactico por 15 minutos e o
expuseram a radiacdo UVA, UVB e UVC. Os polvilhos irradiados com UVB e UVC
por sete e nove horas durante a secagem apresentaram volumes especificos
maiores que o polvilho seco em forno de ar quente a 40 °C pelo mesmo tempo, o
qgue indica a formacao de uma estrutura de rede estavel adequada para a expansao.
Isso ocorreu porque as moléculas de amido nas regibes amorfas foram
despolimerizadas parcialmente pela hidrélise acida e pela radiacdo UV, fornecendo
pequenas moléculas lineares que facilitam a formacdo de uma matriz amorfa de
massa de amido quando o polvilho é assado, gerando uma boa expansédo. Diniz
(2006), ao realizar a caracterizacao tecnologica do polvilho azedo produzido em
diferentes regides do estado de Minas Gerais, obteve um resultado contrario ao
estudo anterior. O autor evidenciou que fatores ambientais, tais como a temperatura
média ambiente e a radiagdo ultravioleta, ndo parecem contribuir significativamente
para a definicdo das caracteristicas do polvilho azedo. Contudo, a etapa de secagem
€ citada entre as mais criticas para as caracteristicas do produto final.

O que define o polvilho azedo como um produto de caracteristicas especiais é
0 modo como é produzido, embora as informacdes sobre a fabricagdo sejam

bastante contraditérias. O polvilho azedo é obtido pela fermentacao do polvilho doce,
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podendo também ser produzido a partir da fécula depositada e do liquido de
prensagem da massa ralada, um subproduto da fabricagdo da farinha de mandioca.
O processo pode ser considerado como um misto de fermentacdo submersa e semi-
sélida. Isso porque o amido ja separado das fibras €, primeiramente, diluido em
agua e colocado em tanques abertos de fermentacdo, com perda de dgua constante
até formacédo de blocos compactos, normalmente cobertos por uma lamina de agua
de 10 a 20 cm. Os tanques de fermentacdo usados podem variar de um rudimentar
cocho de madeira até tanques de alvenaria revestidos de ceramica ou azulejos.
Apés o término da fermentacao, deixa-se secar a superficie do meio até alcancgar 30
a 50 % de umidade. Tradicionalmente, o produto fermentado é retirado e espalhado
em jiraus de bambu trancado para secar ao sol. A maioria dos produtores inicia o
processamento com o emprego direto da raiz da mandioca (Figura 3), embora haja
alguns que fermentem o polvilho doce, extraido e estocado previamente durante a
safra de mandioca (LACERDA, 2006; COHEN, 2007).

O polvilho azedo € ainda um produto artesanal, mesmo quando fabricado em
fecularias modernas, apresentando grande heterogeneidade de qualidade. Apesar
de amplamente consumido, é comum a falta de uniformidade entre polvilhos azedos
de diferentes marcas comerciais, pois a fermentacdo geralmente ocorre em
industrias rurais de pequeno e médio porte, podendo durar tradicionalmente de 20 a
70 dias para ser finalizada. Além disso, os produtores também tém seu proprio
critério para definir o ponto final do processo fermentativo. Essa avaliagdo torna o
procedimento empirico e sem padroniza¢cdes, como a verificacdo visual da superficie
da massa fermentada no tanque, a acidez verificada no paladar ou a partir de testes
de panificacéo, os quais medem o poder de expansdo dos biscoitos confeccionados.
Tendo em vista a falta de padronizacdo e o desconhecimento do processo
fermentativo, € comum ocorrer variacdes na qualidade do produto de uma mesma
regido, inclusive entre os diferentes lotes obtidos de um mesmo produtor. Isto é
preocupante, considerando a grande demanda do polvilho para a producdo de péao
de queijo de boa qualidade (LACERDA, 2006).
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polvilho azedo

3.5 IMPORTANCIA DO POLVILHO AZEDO

Ha uma grande demanda de polvilho azedo por parte do consumidor,
principalmente para ser utilizado em produtos de confeitaria na forma de biscoitos,
sequilhos, pdo de queijo, bolos, entre outros. Além desses produtos, o polvilho
azedo é também muito utilizado como revestimento em ovinhos de amendoim e
amendoim japonés. E insubstituivel no preparo de biscoito salgado, que se

caracteriza por ser um produto muito leve e volumoso, resultado da expansao do
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polvilho azedo ao forno (ABAM, 2004). O polvilho azedo é o amido modificado para
alimentos mais consumido no Brasil. O aumento de seu consumo por todo pais se
deve a uma de suas principais aplicacbes, a elaboracdo do pdo de queijo, que
obteve grande introducdo no segmento de fast food e vem conquistando espacos
em mercados internacionais (FANI, 2010).

Produtos feitos a partir de trigo, centeio, cevada e aveia devem ser retirados
da dieta de uma quantidade crescente de pessoas que sofrem com a doenca
celiaca, uma intolerancia permanente ao gluten cujo tratamento consiste em excluir
esta proteina da dieta (SDEPANIAN et al., 2001). Assim, h4 um mercado para novos
produtos de padaria produzidos a partir de cereais alternativos, como arroz e milho,
pseudocereais, como quinoa (Chenopodium quinoa Willd), e até mesmo raizes
amilaceas, como a mandioca. O polvilho azedo, obtido a partir da fermentacdo de
mandioca, se destaca para a elaboracdo de produtos de panificagdo por sua
propriedade de expansédo peculiar, sem adicdo de fermento e auséncia de gluten.
Além disso, ha o maior conhecimento por parte dos consumidores sobre a doenca
celiaca e também sobre os alimentos que podem ser incluidos na dieta em
substituicdo aos que contém glaten. Os mesmos autores avaliaram a obediéncia a
dieta isenta de gliten e o conhecimento te6rico acerca da doenca celiaca e seu
tratamento por 584 pacientes cadastrados na Associacdo dos Celiacos do Brasil
(ACELBRA) por meio da aplicacdo de um questionario. Quando questionados sobre
quais os produtos que substituem o glaten e que podem ser utilizados no preparo de
alimentos dos portadores da doenca celiaca, 98,9 % dos pacientes assinalaram a
fécula de mandioca; 98,3 %, o polvilho; 97,9 %, a farinha de milho e 97,5 %, a
farinha de arroz, sendo que este item teve propor¢éo de acertos superior a 80 %.

Por outro lado, o uso de tais farinhas alternativas € restrito devido a sua
baixa qualidade de cozimento, bem como a qualidade sensorial dos produtos
assados. A fermentacdo dessas farinhas alternativas pode melhorar tanto as
qualidades sensoriais quanto as de panificacdo. Contudo, maiores conhecimentos
sobre a adaptacdo e competicdo de bactérias do &cido lactico (BAL) e leveduras na
fermentacdo de massas feitas a partir de cereais alternativos, pseudocereais ou
mandioca sao necessarios (VOGELMANN et al., 2009). Neste contexto, os produtos
feitos a partir de polvilho azedo, como biscoitos e paes de queijo, apresentam

potencial para fazerem parte da dieta de celiacos.
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3.6 MICROBIOTA PRESENTE NA FERMENTACAO DE MANDIOCA

Os micro-organismos envolvidos neste tipo de fermentacdo, em sua maioria
sdo BAL, seguidas de leveduras, as quais se desenvolvem a partir dos metabolitos
amiloliticos das primeiras (GIRAUD et al., 1991; 1994; OLASUPO et al., 1996).
Varios estudos relatam a possivel associacdo de bactérias e leveduras, podendo
estas contribuir para a melhoria das caracteristicas organolépticas do polvilho azedo.
Assim, torna-se imprescindivel o estudo sobre a microbiota predominante no polvilho
azedo, visando selecionar linhagens iniciadoras puras ou mistas que poderao
acelerar o processo fermentativo gerando um produto final com maior qualidade e
reprodutibilidade.

As diversas alteracbes que ocorrem na fécula da mandioca durante a
fermentacdo sdo atribuidas ao desenvolvimento de uma microbiota variada
proveniente da matéria-prima, 4gua e meio ambiente, uma vez que o Unico substrato
empregado restringe-se a uma suspensao de amido granular em agua (CEREDA &
GRAJ-LEVRA, 1987). Fermentacdes tipicamente espontdneas resultam de uma
atividade competitiva de uma variedade de micro-organismos autoctones e
contaminantes. Aqueles que se adaptam melhor as condicdes dos processos
fermentativos poderdo eventualmente dominar e serem responsaveis pela
fermentacdo. O processo espontaneo inicia lentamente e pode correr um grande
risco em falhar, proporcionando condi¢cdes para o aparecimento de contaminacoes e
facilitando sobrevivéncia de patégenos (HOLZAPFEL, 2002; SANNI et al., 1998). A
fermentacao natural é feita por uma microbiota mista, que aumenta a acidez titulavel
durante o processo. A sucessdo de micro-organismos ocorre naturalmente durante o
processo e resulta em uma microbiota com a prevaléncia de BAL (STREINKRAUS et
al., 1983; HOUNHOUIGAN et al., 1993; JOHANSSON et al.,1995). Os principais
micro-organismos envolvidos na fermentacdo de mandioca s&o as BAL, com
prevaléncia do género Lactobacillus, seguido por leveduras, como Issatchenkia spp.,
atualmente denominada Pichia spp., e Galactomyces geothricum (LACERDA et al.,
2005).
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3.7 BACTERIAS DO ACIDO LACTICO

As BAL sdo um grupo de bactérias que produzem acido lactico como
principal metabolito através da fermentacdo de carboidratos. S&o heterotroficas e
tém necessidades nutricionais complexas (REDDY et al., 2008). Duas principais vias
de fermentacao de acucar podem ser distinguidas entre as BAL. A via glicolitica (via
Embden-Meyerhof-Parnas) resulta em &cido lactico como produto final, e o
metabolismo € denominado fermentacdo homoléctica. Na fermentacao heterolactica
ocorre a via 6-fosfogluconato/fosfoquetolase, que resulta em quantidades
significativas de outros produtos finais, como o etanol, acetato, e CO, em adi¢do ao
acido lactico produzido. As bactérias lacticas sédo pertencentes aos géneros
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella (FRANK et al., 2002). Na inddstria de alimentos, sdo de grande interesse
pela capacidade de diminuir tanto o conteudo de carboidratos dos alimentos que
fermentam quanto o pH. Um dos efeitos mais desejaveis do seu crescimento é este
processo de acidificacdo. O pH chega a cair para um valor proximo de 4,0, valor
baixo o suficiente para inibir o crescimento de varias bactérias, incluindo os
patdgenos mais comuns, prolongando, assim, a vida de prateleira desses alimentos
(REDDY et al., 2008). Sdo largamente utilizadas para a preparacdo de alimentos
fermentados baseados em amido (mandioca, milho, arroz), que sdo de grande
importancia nas cidades do sudeste, nordeste e norte do Brasil.

As BAL sdo as principais responsaveis pelo processo fermentativo da
mandioca. CARVALHO et al. (1999) isolaram durante o processo fermentativo para
a producéao de polvilho azedo, géneros representativos de cocos homofermentativos,
incluindo Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus e Pediococcus, sendo que 0s
dois ultimos estiveram presentes em menor propor¢cdo. Os géneros Leuconostoc e
Enterococcus predominaram na fase de sedimentacdo, sendo substituidos por
Lactobacillus na fase de fermentacdo. Em todas as etapas do processo foram
isoladas espécies de Lactobacillus, alcancando 66,7 % do total de isolamentos feitos
das amostras coletadas, depois de 36 dias de fermentag&do. Portanto, pode-se
considerar que Lactobacillus foi o principal género presente no processo, seguido

por Leuconostoc e outras BAL que tém sido encontradas como micro-organismos
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prevalentes associadas a fermentacdo de mandioca. De acordo com FIGUEROA et
al. (1995), a fermentacdo tradicional de mandioca apresenta uma sucessédo de
populacdes microbianas, sendo dominada pelas BAL heterofermentativas,
principalmente espécies de Leuconostoc iniciando a acidificacdo, seguido por
Lactobacillus plantarum que prevalece no processo.

A fermentacdo de mandioca envolve uma sucessdo das populacdes
microbianas, e esta é determinada pela resisténcia ou sensibilidade dos micro-
organismos as condi¢Oes acidas desenvolvidas durante o processo (FIGUEROA et
al., 1995; AMPE et al. 2001). LACERDA et al. (2005) sugerem que as espécies
predominantes sdo, aparentemente, resistentes as condicdes &cidas por
apresentarem contagens altas durante o processo e, principalmente, no final da
fermentacdo, quando as condi¢cdes sdo restritivas para micro-organismos sensiveis
a alta acidez presente nesta etapa do processo.

Entre as espécies de BAL frequentemente encontradas nas fermentacfes
tradicionais de mandioca, muitos autores relatam a presenca de Lb. plantarum,
Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus brevis entre as
predominantes (Tabela 1). Estas espécies de BAL, além de predominarem em
fermentacdes de mandioca, ja tiveram sua habilidade de degradar glicosideos
cianogénicos descrita (OBILIE et al., 2004; LEI et al., 1999), caracteristica

importante durante o processamento para a reducao da toxicidade da mandioca.
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Tabela 1 Espécies de bactérias do acido lactico (BAL) identificadas nos diversos
produtos fermentados de mandioca

Produto fermentado de

Espécie de bactéria identificada mandioca Referéncias
akyeke Obilie et al., 2003, 2004
attiéké Coulin et al., 2006
. gari Kostinek et al., 2007
Lactobacillus plantarum unde Kimaryo et el 2000
lafun Padanou et al., 2009

polvilho azedo

Omar et al., 2000; Lacerda et al. 2005, 2011

Lactobacillus fermentum

akyeke Obilie et al., 2003, 2004

attiéké Coulin et al., 2006
gari Kostinek et al., 2007; Oguntoyinbo & Dodd, 2010
lafun Padanou et al., 2009

polvilho azedo

Omar et al., 2000; Lacerda et al., 2005

Leuconostoc mesenteroides

akyeke Obilie et al., 2003, 2004
attiéké Coulin et al., 2006
gari Kostinek et al., 2007

polvilho azedo

Lacerda et al., 2011

Lactobacillus brevis

akyeke

Obilie et al., 2003, 2004

attiéké

Coulin et al., 2006

polvilho azedo

Lacerda et al., 2005

Lactobacillus buchneri

attiéké

Coulin et al., 2006

polvilho azedo

Omar et al., 2000

Lactobacillus casei

gari

Oguntoyinbo & Dodd, 2010

polvilho azedo

Omar et al., 2000

. o akyeke Obilie et al., 2003, 2004
Lactobacillus salivarius ke Couln et Al 2006
attiéké Coulin et al., 2006

Leuconostoc citreum

polvilho azedo

Lacerda et al., 2011

Enterococcus faecalis attiéké Coulin et al., 2006
Lactobacillus acidophilus gari Oguntoyinbo & Dodd, 2010
Lactobacillus amylovorus attiéké Coulin et al., 2006
Lactobacillus bifermentans attiéké Coulin et al., 2006
Lactobacillus confusus attiéké Coulin et al., 2006
Lactobacillus delbrueckii attiéké Coulin et al., 2006

Lactobacillus hilgardii

polvilho azedo

Omar et al., 2000

Lactobacillus jenseni

attieke

Coulin et al., 2006

Lactococcus lactis

polvilho azedo

Lacerda et al., 2011

Lactobacillus pentosus

gari

Kostinek et al., 2007; Oguntoyinbo & Dodd, 2010

Lactobacillus perolens

polvilho azedo

Lacerda et al., 2005

Leuconostoc fallax

gari

Kostinek et al., 2007

Leuconostoc pseudomesenteroides

polvilho azedo

Lacerda et al., 2011

Kostinek et al., 2007

Weissella cibaria gari
Weissella confusa lafun Padanou et al., 2009
Weissella paramesenteroides gari Kostinek et al., 2007
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3.8 LEVEDURAS

Além das BAL, muitas leveduras foram encontradas nas fermentacOes
tradicionais dos produtos de mandioca, geralmente associadas as BAL, que
predominam neste tipo de fermentagdo. Existem muitos relatos da presenca de
Saccharomyces cerevisiae durante a fermentacdo de mandioca (OYEWOLE, 2001;
COULIN et al., 2006; SCHWAN et al.,, 2007; PADANOU et al.,, 2009). Estudos
mostram que esta levedura tem papel importante nesta fermentagéo, contribuindo
para 0 amolecimento da mandioca e enriquecimento nutricional do produto
fermentado (BOONNOP et al., 2004; PADANOU et al., 2010).

Varios estudos revelam a presenca do género Candida na fermentacdo de
mandioca para obtencdo de diferentes produtos. A espécie Candida tropicalis &
umas das predominantes e ja foi encontrada na fermentacéo para producéo de fufu,
polvilho azedo, attieké e lafun (OYEWOLE, 2001; LACERDA et al., 2005; COULIN et
al., 2006; PADANOU et al, 2009). A levedura Candida krusei também &
frequentemente isolada e ja foi identificada na fermentacdo de fufu, attiéké e gari
(OYEWOLE, 2001; COULIN et al., 2006; OGUNTOYINBO, 2008). Outras espécies
do género Candida foram isoladas da fermentacdo de mandioca para producao de
polvilho azedo, Candida rugosa, Candida humilis e Candida ethanolica (LACERDA
et al., 2005), e de gari, Candida guilliermondii, Candida maris e Candida glabrata
(OGUNTOYINBO, 2008). Esta ultima também foi isolada do lafun, juntamente com
Pichia scutulata, Kluyveromyces marxianus, Hanseniaspora guilliermondii, Pichia

rhodanensis, Pichia kudriavzevii e Trichosporon asahii (PADANOU et al., 2009).

3.9 ASSOCIACAO ENTRE BACTERIAS DO ACIDO LACTICO E LEVEDURAS

Estudos relatam que a associagdo entre BAL e leveduras pode contribuir para
a melhoria das caracteristicas organolépticas do polvilho azedo (OYEWOLE &
ODUNFA, 1990; AMOA-AWUA et al., 1996; HANSEN & HANSEN, 1996). As BAL
produzem uma condicdo &cida que, apesar de inibir o crescimento de alguns micro-

organismos, favorece o crescimento de leveduras. Por outro lado, as leveduras
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fornecem fatores de crescimento para as BAL. Além disso, algumas BAL sé&o
produtoras de a-amilase que, ao hidrolizarem a molécula de amido, formam
derivados utilizaveis pelas leveduras. Algumas BAL e leveduras associadas em
alimentos fermentados séo capazes de degradar fatores antinutricionais, como acido
fitico e compostos fendlicos. A incorporacdo destes micro-organismos como culturas
iniciadoras pode, no entanto, servir para melhorar ou aumentar o valor nutricional
dos alimentos. Além disso, culturas selecionadas servem para aumentar 0sS
beneficios gerais da fermentacdo espontanea, tais como o aumento da
digestibilidade de proteinas e a biodisponibilidade de nutrientes, e contribuem mais
especificamente para o enriquecimento biolégico através da biossintese de
vitaminas e aminoacidos essenciais (HOLZAPFEL, 2002).

Mugula et al. (2003), ao estudar o uso de BAL e leveduras como culturas
iniciadoras para o preparo de togwa, um alimento fermentado da Tanzania, feito a
partir de milho e sorgo, usaram BAL e leveduras como culturas puras e também em
associacdo. Todas as BAL mostraram habilidade de fermentar a massa e aumentar
a acidez. Como culturas puras, as leveduras mostraram baixa atividade com 12
horas de fermentagéo, mas abaixaram levemente o pH e aumentaram a acidez do
meio em 24 horas. Em associagdo com as BAL, tiveram um efeito modesto na
acidez final. Os autores concluiram que todas as BAL poderiam ser usadas como
culturas puras para a producao de togwa, mas que seu uso em associagado com uma
levedura aumentou a producdo de compostos volateis responsaveis pelo sabor do
produto. O aumento da producdo de metabdlitos pela cultura mista pode ser um
indicativo da interacéo entre BAL e leveduras.

A grande variacdo e a complexidade da microbiota durante a fermentacdo
espontanea de mandioca sdo apontadas como o0s principais fatores responsaveis
pela pouca homogeneidade e baixa qualidade dos produtos comercializados, sendo
a utilizacdo de linhagens selecionadas uma importante alternativa para estes
processos fermentativos. A fermentacdo conduzida por linhagens iniciadoras
apresenta menor variacdo no contetdo de compostos quimicos, menor tempo de
fermentacdo e, por consequéncia, maior rendimento e qualidade (CAPLICE &
FITZGERALD, 1999; AIDOO et al., 2006).



39

3.10 CULTURAS INICIADORAS

O melhor conhecimento da ecologia de micro-organismos em alimentos
fermentados pode ter consequéncias diretamente aplicaveis no aprimoramento do
processo fermentativo. Uma destas consequéncias seria a caracterizacdo de uma
cultura iniciadora microbiana para a padronizacédo dos processos fermentativos para
a fabricacdo de diferentes produtos (SANNI, 1993). De acordo com SANNI (1993) e
KIMARYO et al. (2000), o uso de culturas iniciadoras pode ser apropriado para o
controle e otimizagdo do processo de fermentacdo, para diminuir os problemas de
variacbes das caracteristicas sensoriais de alimentos fermentados. O
desenvolvimento de culturas iniciadoras tem sido sugerido como um dos pré-
requisitos para o estabelecimento de producao industrial de pequena escala de
alimentos fermentados na Africa e Asia (SANNI, 1993; AIDOO et al., 2006). Antes de
introduzir culturas iniciadoras em uma fermentacdo de pequena escala, deve-se
avaliar se estas contribuem significativamente para uma melhoria no processo e
qualidade do produto, principalmente em relacdo a uma acidificacdo rapida ou
acelerada, fermentacdo mais uniforme, atributos sensoriais desejaveis, riscos
higiénicos reduzidos e alimentos seguros (HOLZAPFEL, 1997). A predominéancia de
culturas iniciadoras € baseada, principalmente, no sucesso competitivo da iniciadora
em relacdo a microbiota natural, resultando em uma boa padronizacdo das
propriedades sensoriais do alimento fermentado (GARDNER et al., 2001).

As BAL sao usadas como iniciadoras naturais ou selecionadas em alimentos
fermentados. Estas bactérias acidificam o meio, devido a producao de acido acético
e lactico, e sdo responsaveis pela producdo de aroma. Também podem proteger o
alimento da contaminagcdo por micro-organismos patogénicos em decorréncia da
producdo de acidos organicos; peroxido de hidrogénio; diacetil, composto com anel
aromatico (fenilalanina) ligado in tandem a residuos (n = 1 a 6) de m/z 192,
provavelmente heptose; e bacteriocinas (ATRIH et al.,, 2001; MESSENS & DE
VUYST, 2002; NARDI et al., 2005; GALVEZ et al., 2007).

Estudos sobre a caracterizacdo da microbiota de produtos tradicionais de
mandioca fermentada revelaram uma grande diversidade de BAL e leveduras
envolvidas na fermentacdo. As espécies mais competitivas relatadas na literatura

sao Lb. plantarum, Lb. fermentum, S. cerevisiae e Issatchenkia orientalis
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(VOGELMANN et al., 2009). Estes autores investigaram a adaptacdo e
competitividade destas BAL e leveduras como culturas iniciadoras. Para a
fermentacdo da massa de mandioca, foram inoculados 1 % de S. cerevisiae e 10 %
de uma mistura de culturas iniciadoras consistindo de BAL (Lb. fermentum, Lb.
plantarum e Lactobacillus casei em menor proporcdo) e leveduras (Issatchenkia
orientalis, Torulaspora sp. e outras leveduras desconhecidas). No final da
fermentacdo, a maioria das cepas das culturas iniciadoras fez parte da microbiota
dominante, sendo que Lb. plantarum foi a espécie predominante na massa
fermentada de mandioca.

Kostinek et al. (2007) selecionaram Lb. plantarum como cultura iniciadora.
Huch (née Kostinek) et al. (2008) testaram esta BAL e Lb. fermentum como culturas
iniciadoras em um estudo piloto no Quénia para determinar seu potencial para
predominar durante a fermentacdo de mandioca. A utilizacdo destas cepas em
nameros elevados resultou claramente em uma contagem um a dois logaritmos mais
elevada de BAL durante toda fermentacdo quando comparada com o controle ndo
inoculado. O monitoramento molecular indicou que Lb. plantarum foi bem sucedido
em afirmar-se como uma cepa predominante, o que nao aconteceu com Lb.
fermentum. O sucesso das linhagens de Lb. plantarum para predominar na
fermentacdo de mandioca demonstra sua capacidade para o desenvolvimento de
cultura iniciadora na industrializacéo do processo de producédo de gari. Edward et al.
(2011) investigaram o uso de cepas liofilizadas de BAL como culturas iniciadoras
também para a producdo de gari e os resultados indicaram que Lb. plantarum

poderia ser produzido como cultura iniciadora a baixo custo.

3.11 TECNICAS MOLECULARES PARA MONITORAMENTO DE CULTURAS
INICIADORAS

A fermentacdo espontédnea de substratos de cereais e da mandioca é
utilizada em todo o mundo, resultando em uma enorme variedade de produtos
tradicionais, como agbelima e fufu, produtos africanos produzidos a partir da massa
de mandioca fermentada. Estudos sobre a caracterizagdo da microbiota de tais

produtos tradicionais revelaram uma grande diversidade de BAL e leveduras
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envolvidas na fermentag&o. A microbiota de tais fermentacdes tradicionais tem sido
muito estudada, mas ndo de forma sistematica. Faltam informacdes sobre as
condicbes de fermentacdo e a identificacdo das espécies € muitas vezes baseada
apenas em critérios fisiologicos, conhecidos por serem insuficientes para a
identificagdo de BAL (VOGELMANN et al., 2009).

OMAR et al. (2000) estudaram a diversidade molecular de BAL isoladas da
fermentacdo de mandioca para a producdo de polvilho azedo. As técnicas de
monitoramento aplicadas neste estudo foram DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso
(RAPD), hibridizacdo usando sondas filogenéticas de RNA e sequenciamento parcial
da subunidade 16S do RNA. Os resultados revelaram uma alta riqueza de espécies,
incluindo Lactobacillus manihotivorans, Lb. plantarum, Lb. casei, Lactobacillus
hilgardii, Lactobacillus bucheneri, Lb. fermentum, Ln. mesenteroides e o género
Pediococcus. As espécies predominantes foram Lb. plantarum e Lb. manihotivorans.

Um total de 375 BAL foi isolado a partir da fermentagdo de mandioca para a
producéo de gari na Africa do Sul, Benim, Quénia e Alemanha, e caracterizado por
testes fenotipicos e genotipicos. Os grupos isolados em ordem decrescente de
predominancia foram: bastonetes heterofermentativos facultativos, principalmente
cepas do grupo Lb. plantarum (54,4 %); bastonetes heterofermentativos obrigatérios,
pertencentes ao género Lactobacillus ou Weissella (14,1 %); cocos
heterofermentativos, pertencentes aos géneros Weissella ou Leuconostoc (13,9 %);
cocos homofermentativos (13,3 %) e bastonetes homofermentativos obrigatérios.
Propriedades bioquimicas, como a producdo de enzimas e compostos
antimicrobianos, rapida acidificacdo do meio e fermentacdo de acucares, foram
avaliadas para a selecdo de culturas iniciadoras. Um total de 32 linhagens com
propriedades bioquimicas desejaveis foram pré-selecionadas e identificadas
utilizando rep-PCR fingerprinting em combinacdo com sequenciamento da regido
16S do gene do rRNA. Nenhuma das linhagens selecionadas era produtora de a-
amilase, o que é surpreendente, ja que a mandioca contém 85 % dos seus
carboidratos na forma de amido. Dessas cepas, 18 foram identificadas como Lb.
plantarum, quatro como Lb. pentosus, duas de cada como Ln. fallax, W.
paramesenteroides e Lb. fermentum, uma de cada como Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides e Weissella cibaria, enquanto duas
permaneceram nao identificadas. Essas cepas foram investigadas, utilizando RAPD-

PCR, e, apés a analise das relacbes clonais, 16 cepas foram finalmente



42

selecionadas para o desenvolvimento de culturas iniciadoras para a producdo de
gari (KOSTINEK et al., 2007).

Técnicas rapidas como Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE) e Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de Restricdo (RFLP) tém
sido uteis para revelar a diversidade microbiana em alimentos (MEROTH et al.,
2003). A DGGE de fragmentos do gene rRNA gerados por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi demonstrada como uma ferramenta util para a caracterizacéo
rapida das espécies pertencentes a microbiota dominante da fermentacdo. PCR-
DGGE foi utilizado com sucesso ndo sO para caracterizar a microbiota, mas também
para monitorar o desenvolvimento de sua composi¢cao durante a fermentacdo em
longo prazo (VOGELMANN, et al.,, 2009). AMPE et al. (2001), em um estudo
molecular utilizando técnica independente de cultivo, DGGE, feito durante a
fermentacdo tradicional de amido azedo de mandioca, confirmaram que este
processo é dominado pelas BAL, como previamente sugeriram muitos autores
(FIGUEROA et al., 1995; OMAR et al., 2000).

A adaptabilidade de BAL e leveduras em massa azeda preparada a partir de
cereais, pseudocereais e mandioca foi investigada por VOGELMANN et al. (2009)
usando as técnicas de PCR-DGGE e cultura bacteriolégica combinados com RAPD-
PCR e sequenciamento do gene do rRNA. As fermentagGes foram inoculadas com
uma mistura de culturas iniciadoras, isoladas previamente a partir de fermentacfes
tradicionais, e continuamente propagadas até que uma microbiota estavel fosse
estabelecida. Para a fermentacédo da massa azeda de mandioca foram inoculados 1
% de fermento de padaria e 10 % de culturas iniciadoras, consistindo de 2,0 x 10°
BAL (45 % de Lb. fermentum, 45 % de Lb. plantarum e 10 % de bactérias do grupo
Lb. casei) e 5,3 x 10° leveduras (70 % de I. orientalis, 20 % de Torulaspora spp. e
10% de leveduras desconhecidas). Ao final da fermentacdo da massa azeda de
mandioca, as espécies presentes eram S. cerevisae, Lb. fermentum, Lactobacillus
paralimentarius, Lb. plantarum (espécie dominante) e Lactobacillus spicheri. Por
comparacao dos padrdoes de RAPD dos isolados obtidos da fermentacéo foi possivel
rastrear a origem das BAL e leveduras predominantes na microbiota.

Rodtong & Tannock (1993) sugeriram que a analise de RFLP da regido 16S
do gene do rRNA foi o método aceitavel para a tipagem de linhagens de espécies de
Lactobacillus. Sato et al. (2000) estudaram a identificacdo de BAL isoladas do vinho

tinto também pela técnica da analise de RFLP da regido 16S do gene do rRNA e
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concluiram esta analise foi util na identificacdo de linhagens de Oenococcus oeni,
gue exibiram padrdes unicos com a digestao pela enzima Haelll. Guyot et al. (2003)
foram bem sucedidos em seus estudos, ao caracterizar e diferenciar linhagens de
Lb. manihotivorans isoladas de polvilho azedo usando esta mesma técnica.

Em relacéo a identificacdo de leveduras, a técnica de PCR-fingerprinting tem
se mostrado uma alternativa eficiente. Silva-Filho et al. (2005) avaliaram a dinamica
da populacédo de leveduras no processo de fermentacdo do etanol combustivel e
usaram PCR-fingerprinting com o iniciador microsatélite (GTG)s para discriminacao
das leveduras isoladas da fermentacdo em destilarias. Os isolados de leveduras
produziram um padrdo basico de bandas que possibilitou identifica-los como S.
cerevisiae. Além disso, espécies semelhantes morfologicamente, tais como
Saccahromyces paradoxus apresentaram um padrdo de amplificacado
completamente diferente, o que provou a eficiéncia do método.

O processo fermentativo para a producdo de polvilho azedo ainda € pouco
estudado, embora o produto seja muito consumido na América Latina,
principalmente no Brasil, e esteja ganhando destague na elaboracdo de produtos de
panificacdo com reduzido teor ou auséncia de gluten. Desta forma, a analise da
microbiota predominante na fermentagdo de mandioca, bem como o isolamento e a
pesquisa de culturas iniciadoras contribuem significativamente para o conhecimento
e otimizacdo do processo de producao de polvilho azedo. Isso porque podem levar a
reducdo do tempo de fermentac&do, a obtencdo de um polvilho padronizado e de
maior qualidade, facilitar a determinacdo do ponto final da fermentacdo, além de

aumentar a lucratividade do produtor.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em uma polvilharia localizada em Formiga
(Minas Gerais, Brasil) (Figura 4) durante o processo fermentativo de mandioca que
teve duracao total de 56 dias, no periodo de 18 de maio a 27 de junho de 2012. As
amostras, de aproximadamente 100 g, foram coletadas no inicio do processo, nos
tempos zero (nha saida da centrifuga com destino ao tanque de fermentacéo) e cinco
dias, no meio da fermentacéo, nos tempos 12, 19 e 26 dias, e no final, com 33 e 40
dias. Foram utilizados dois frascos previamente esterilizados para coletar uma
amostra da superficie e outra do meio do tanque. As 14 amostras coletadas foram
transportadas em caixas de isopor contendo gelo para o laboratério de Microbiologia
de Alimentos da Faculdade de Farmacia da UFMG, sendo processadas em no
maximo 24 horas apos a coleta. Além disso, foi coletada uma amostra do produto
final, polvilho azedo, seco e embalado apos os 56 dias de fermentacéo.
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Figura 4 Tanque de fermentacdo de mandioca do qual foram realizadas as
coletas na polvilharia em Formiga (MG)

Vinte cinco gramas de cada amostra foram diluidas em 225 mL de &gua
peptonada a 0,1 % esterilizada e aliquotas de 0,1 mL das diluicdes decimais foram
inoculadas em meios de cultura especificos para a multiplicagdo dos micro-

organismos de interesse (SILVA et al., 2010).

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS BACTERIAS DO
ACIDO LACTICO

4.2.1 Isolamento das bactérias do acido lactico

As bactérias do acido lactico (BAL) foram isoladas a partir do plaqueamento
em superficie das amostras em agar MRS (de Man, Rogosa e Sharpe, Himedia)

acrescido de 0,01 % de ciclohexamida. As placas foram incubadas em jarras de
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anaerobiose de 2,5 L (Permution) por 48 horas a 37 °C (SIQUEIRA, 1995).
Decorrido este periodo, foram feitas as contagens e descricdes dos diferentes
morfotipos e a subsequente purificacdo em agar MRS. A contagem dos isolados foi
expressa em UFC/g. Os micro-organismos predominantes foram contados e trés
representantes de cada morfotipo foram purificados e crescidos em caldo MRS a 37
°C por 48 horas, em anaerobiose, e entdo congelados em criotubos esterelizados
em freezer a - 86 °C, ap0s a adicédo de 10 % de glicerol esterilizado, para posterior
identificacao.

A partir das culturas puras foram realizados os testes preliminares de
coloracdo de Gram e a reacgao de catalase (NORRIS et al., 1981). Os isolados com
perfis morfologicos semelhantes foram agrupados por meio da técnica de digestéao
do DNA total com enzimas de restricdo, para posterior identificacdo utilizando o

sequenciamento parcial da regiao 16S do gene do rRNA.

4.2.2 Identificacdo molecular das bactérias do acido lactico

4.2.2.1 Extragdo de DNA

O DNA total das BAL foi extraido a partir de uma adaptacdo do método
descrito por Hoffman & Winston (1987). As colbnias previamente crescidas em agar
MRS foram ressuspendidas em 100 pL de Tris-EDTA (TE). A seguir, foi adicionado
100 pL de fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1) e 0,3 g de pérolas de vidro a
suspensao. Os tubos contendo essa mistura foram entdo levados ao Vortex (QL-
901, Biomixer) por trés a quatro minutos e centrifugados a 13.000 rpm por cinco
minutos (MiniSpin® Eppendorf). Decorrido o tempo, retirou-se o sobrenadante,
transferindo-o para outro tubo. Entédo, adicionou-se ao tubo um volume de etanol a
96 % correspondente ao volume de sobrenadante recuperado. Os tubos foram entéo
homogeneizados por inversdo e centrifugados a 13.000 rpm por dois minutos
(MiniSpin® Eppendorf). A fase liquida foi descartada, os tubos foram secos overnight
e 0 DNA ressuspendido em 50 yL de TE. A dosagem de DNA foi realizada em
NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies).
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4.2.2.2 Amplificagdo por PCR daregi&do 16S do gene do rRNA

O DNA das BAL foi submetido a amplificagdo por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) da regido 16S do gene do rRNA, utilizando-se os iniciadores 27F
(5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492R (5"-GGTTACCTTGTTACGACTT-3")
conforme Lane (1991). Os ensaios foram realizados utilizando-se 5 puL de tampé&o
10X (MBI Fermentas), 1 uL de dNTP 0,05 mM (Invitrogen, EUA), 3 uL de MgCl, 1,5
mM (MBI Fermentas), 1 pL do iniciador 27F 10 pmol™ (Invitrogen, EUA), 1 pL do
iniciador 1492R 10 pmol™ (Invitrogen, EUA), 0,25 pL de tagq DNA polimerase 1,25 U
(MBI Fermentas) e 1 uL de DNA. O volume final da reacédo foi completado com agua
deionizada, para 50 pL. A reacado foi realizada em um termociclador Eppendorf
(Mastercycler® pro) e apresentou as seguintes condigdes: desnaturacao inicial a 94
°C por dois minutos, trinta ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por um minuto e meio,
seguidos de extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1 % em tampé&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5 % a 120 V para a obtencéo
de bandas. Os géis foram corados com solucdo de GelRed™ (Biotium, EUA) e
visualizados sob luz ultravioleta (UV) por meio de um sistema de captacdo de

imagem (Vilber Lourmat, Franca).

4.2.2.3 Agrupamento pela analise dos perfis moleculares obtidos por RFLP

As BAL foram agrupadas por analise dos perfis moleculares obtidos por
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo (RFLP) por meio da
digestdo com as trés enzimas de restricdo, Mspl, Haelll e Hinfl, capazes de
diferenciar as espécies de BAL, seguindo a metodologia de Brightwell et al. (2006)
modificada. Para a reacdo de digestdo, foram adicionados a cada tubo 2 pL de
tampdao 10X, 2 pL de albumina de soro bovino (BSA) apenas para a enzima Mspl, 1
uL de enzima, DNA < 1500 ng/uL e agua g.s.p. 20 pL. Os tubos foram incubados a
37 °C por trés horas.
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Os fragmentos de restricdo obtidos foram separados por eletroforese em gel
de agarose (Pronadisa, Espanha) a 2 % em tampao TBE 0,5 % a 100 V. Os géis
foram corados com solucdo de GelRed™ (Biotium, EUA) e visualizados sob luz
ultravioleta (UV) por meio de um sistema de captacdo de imagem (Vilber Lourmat,

Franca).

4.2.2.4 Amplificacdo da regido 16S do gene do rRNA para a reacdo de

sequenciamento

Um isolado de cada perfil molecular diferenciado pela técnica de digestéo
com enzimas de restricdo (RFLP) foi selecionado e submetido ao sequenciamento
da regidao 16S do gene do rRNA. Para a reacao foram utilizados os iniciadores 27F e
1492R, conforme citado anteriormente no item 4.2.2.2 (LANE, 1991). Os produtos de
amplificacdo foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa, Espanha) a 1 % em
tampéo TBE 0,5 % a 120 V para a obtencao de bandas. Os géis foram corados com

dTM

solucdo de GelRe (Biotium, EUA) e visualizados sob luz ultravioleta (UV) por

meio de um sistema de captacao de imagem (Vilber Lourmat, Franca).

4.2.2.5 Purificagdo dos amplicons

Os amplicons (produtos de PCR) obtidos foram purificados mediante técnica
com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e etanol absoluto (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2002). Inicialmente foram adicionados 11,25 uL de EDTA 125 mM e
135 pL de etanol absoluto a 45 pL dos produtos de PCR. Os tubos foram
homogeneizados e, entdo, centrifugados a 13.000 rpm por 25 minutos, a
temperatura ambiente. Ap0s a centrifugacédo, o sobrenadante obtido foi retirado.
Imediatamente depois adicionou-se 120 pyL de etanol 70 % gelado aos tubos, os
guais foram homogeneizados e centrifugados a 13.000 rpm por dez minutos
(MiniSpin® Eppendorf). O etanol foi removido e os tubos foram secos overnight.

Decorrida essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 10 pL de agua deionizada, os
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tubos levados ao Vortex (QL — 901, Biomixer) por 15 segundos e incubados em
banho-maria a 37 °C por 15 minutos. A dosagem de DNA foi realizada em NanoDrop
ND 1000 (NanoDrop Technologies).

4.2.2.6 Reagéo de sequenciamento

As amostras foram sequenciadas por eletroforese capilar em aparelho
ABI3130, utilizando-se polimero POP7 e BigDye v3.1, do servico da Myleus
Biotecnologia, do Laboratério de Genética Animal, na Escola de Veterinaria da
UFMG. Para a andlise das sequéncias, foi utilizado o programa BLAST nucleotideo-
nucleotideo (BLASTnN) versédo 2.215 do BLAST 2.0 disponivel no portal NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), para a comparacado com as sequéncias ja depositadas

no GenBank.

4.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS LEVEDURAS

4.3.1 Isolamento das leveduras

As leveduras foram isoladas em agar extrato de malte - extrato de levedura —
YM (extrato de malte 0,3 %, extrato de levedura 0,3 %, peptona 0,5 %, glicose 1,0
%, agar 2,0 %), contendo 0,02 % de cloranfenicol. As placas foram incubadas
aerobicamente por 48 horas a 25 °C (ROSSITA & FLEET, 1996). Os diferentes
morfotipos de leveduras foram descritos e quantificados, sendo a contagem dos
isolados expressa em UFC/g. Os micro-organismos predominantes foram contados e
trés representantes de cada morfotipo foram purificados e cultivados em caldo
GYMP (glicose 2,0 %, extrato de levedura 0,5 %, extrato de malte 1 % e fosfato de
sédio monobasico 0,2 %) a 25 °C por 48 horas e entdo congeladas em criotubos
esterilizados em freezer a - 86 °C, apos a adicdo de 20 % de glicerol esterilizado,

para posterior identificacao.
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4.3.2 Identificagdo molecular das leveduras

4.3.2.1 Extracado de DNA

O DNA total de cada isolado das leveduras foi extraido utlizando a
metodologia de Silva-Filho et al. (2005) modificada. As leveduras, depois de serem
crescidas em &gar YM, foram ressuspendidas em 100 pL de tampao de lise (Tris-
HCL — trishidroximetilaminometano — 0,05 M, EDTA 0,05 M, NaCl 0,1 M e SDS -
sédio dodecil sulfato — 1%). Os tubos, contendo essa suspenséo, foram incubados
em banho-maria a 65 °C por 35 minutos. Decorrido esse tempo foi adicionado 100
uL de fenol:cloroférmio:alcool-isoamilico (25:24:1) aos tubos e esses levados ao
Vortex (QL — 901, Biomixer) por trés minutos e centrifugados por 15 minutos
(MiniSpin® Eppendorf). O sobrenadante foi entéo retirado e transferido para outro
tubo, onde foi adicionado 100 pL de etanol 70 % gelado. Os tubos foram
homogeneizados por inversdo e centrifugados a 13.000 rpm por trés minutos
(MiniSpin® Eppendorf). O etanol foi removido e os tubos foram secos overnight.
Concluida essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 100 pL de TE, e armazenado

em freezer a - 20 °C.

4.3.2.2 Agrupamentos por PCR fingerprinting

As leveduras foram agrupadas por andlise dos perfis moleculares obtidos por
PCR fingerprinting utilizando o iniciador microsatélite (GTG)s, seguindo a
metodologia de Lieckfeldt et al. (1993). Para a reacédo, foram utilizados 2,5 pL de
tampéo 10X (MBI Fermentas), 1 pL de dNTP 0,1 mM (Invitrogen, EUA), 1,5 pyL de
MgCl, 1,5 mM (MBI Fermentas), 2 uL do iniciador (GTG)s 10 pmol™ (Invitrogen,
EUA), 0,2 pL de tag DNA polimerase 1 U (MBI Fermentas) e 1 uL de DNA. O volume
final da reacéo foi completado com 4gua deionizada, para 25 pL. A PCR foi realizada
em um termociclador Eppendorf (Mastercycler® pro) nas seguintes condicoes:

desnaturacao inicial a 94 °C por dois minutos, 40 ciclos de desnaturacéao a 95 °C por
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45 segundos, anelamento a 50 °C por um minuto e extenséo a 72 °C por um minuto,
seguidos de extenséo final a 72 °C por seis minutos.

Os produtos de amplificacdo foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1 % em tampao TBE 0,5 % (54 g de Tris Base, 27,5 g de acido borico,
20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0) a 80 V para a obten¢do de bandas. Os géis foram

dTM

corados com solugéo de GelRe (Biotium, EUA) e visualizados sob luz ultravioleta

(UV) por meio de um sistema de captacao de imagem (Vilber Lourmat, Franca).

4.3.2.3 Amplificacdo do dominio D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA

parareacdo de sequenciamento

Um isolado de cada perfil molecular obtido foi selecionado e submetido ao
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA conforme
descrito por Lachance et al. (1999). Para a reacdo de PCR foram utilizados os
iniciadores NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’). Os ensaios foram realizados utilizando-se 5 pL de
tampao 10X (MBI Fermentas), 1 uL de dNTP 0,05 mM (Invitrogen, EUA), 3 pL de
MgCl, 1,5 mM (MBI Fermentas), 1 pL do iniciador NL1 10 pmol™ (Invitrogen, EUA), 1
uL do iniciador NL4 10 umol™ (Invitrogen, EUA) 0,2 L de tagq DNA polimerase 1 U
(MBI Fermentas) e 1 pL de DNA. O volume final da reagéo foi completado com agua
deionizada, para 50 pL. A reacado foi realizada em um termociclador Eppendorf
(Mastercycler® pro) e apresentou as seguintes condi¢cdes: desnaturacao inicial a 95
°C por dois minutos, trinta e cinco ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 15 segundos,
anelamento a 54 °C por 25 segundos e extensao a 72 °C por 20 segundos, seguidos
de extenséo final a 72 °C por 10 minutos.

Os produtos de amplificagdo foram aplicados em gel de agarose (Pronadisa,
Espanha) a 1 % em tampéo TBE 0,5 % a 120 V para a obtencédo de bandas. Os géis

foram corados com solugédo de GelRed™

(Biotium, EUA) e visualizados sob luz
ultravioleta (UV) por meio de um sistema de captacdo de imagem (Vilber Lourmat,

Franca).
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4.3.2.4 Purificagdo dos amplicons

A purificacdo dos amplicons foi realizada como no item 4.2.2.5.

4.3.2.5 Reacao de sequenciamento

A reacado de sequenciamento foi realizada como no item 4.2.2.6.

4.4 AVALIACAO DA ACIDEZ E PH DAS AMOSTRAS OBTIDAS DURANTE A
FERMENTACAO NA POLVILHARIA

As 14 amostras coletadas dos tanques de fermentacdo de mandioca e a
amostra de polvilho azedo seco foram avaliadas quanto as seguintes caracteristicas
fisico-quimicas: acidez total titulavel (ATT) e pH. A ATT foi determinada por titulacéo
com solucdo de hidroxido de sédio 0,1 M utilizando solucédo de fenolftaleina como
indicador e foi expressa em mililitros de NaOH por 100 g de matéria seca (IAL,
2008). Nos resultados, estes dados foram expressos em porcentagem de volume
por massa. A determinacdo do pH foi feita por leitura direta do liquido sobrenadante
em potenciémetro, apés mistura de 10 g da amostra em 100 mL de agua destilada
(IAL, 2008).

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA DO POLVILHO OBTIDO NA POLVILHARIA

A amostra do produto final obtido da polvilharia, polvilho azedo, seco apos 56
dias de fermentagdo, foi avaliada quanto aos paréametros microbiolégicos para
amidos, farinhas, féculas e fub&, em po ou flocados, contidos na Resolugdo RDC 12

da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001). Foram realizadas
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analises microbiologicas de Bacillus cereus, Coliformes a 45 °C e Salmonella spp.
(BENNETT & BELAY, 2001). Além disso, foi feito o plagueamento em superficie em
agar MRS contendo 0,01 % de ciclohexamida para o isolamento de BAL e o
plagueamento em superficie em agar YM contendo 0,02 % de cloranfenicol para o

isolamento de leveduras.

4.6 SELECAO DE CULTURAS INICIADORAS

As BAL predominantes previamente selecionadas e identificadas foram
testadas quanto a degradacdo do amido em agar MRS contendo 2 % de amido
solivel (SANNI et al, 2002) e as leveduras predominantes previamente
selecionadas foram testadas quanto a degradacdo do amido em agar YM contendo
2 % de amido soluvel (KURTZMAN & FELL, 1998, LALUCE et al., 1988; YARROW,
1998). Apdbs o crescimento, a revelacao foi realizada com solugéo de lugol-iodo para
visualizacdo da hidrélise do amido. Como controles positivos, foram utilizadas
linhagens amiloliticas das leveduras Cryptococcus magnus e Cryptococcus
adaliensis, obtidas da colecdo de cultura de leveduras do Laboratorio de Ecologia e
Biotecnologia de Leveduras do Departamento de Microbiologia do ICB da UFMG.

Além disso, também foi avaliada a producéo de acidos totais pelo inéculo das
culturas em 100 mL de caldo contendo 2 % de fécula de mandioca (amido né&o
fermentado), 1 % de glicose e 0,5 % de extrato de carne (LACERDA, 2006), sendo o
processo fermentativo mantido por 24 a 48 horas. Em seguida, aliqguotas de 10 mL
do caldo foram retiradas e utilizadas para a dosagem de acidez total por titulometria
com hidréxido de sddio 0,1 M, segundo IAL (2008). Os isolados de BAL e leveduras
predominantes que apresentaram maiores valores de acidez e halos de degradacao
de amido foram posteriormente testados como iniciadores para a producdo de

polvilho azedo em escala piloto.
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4.7 PRODUCAO DE POLVILHO AZEDO EM ESCALA PILOTO

Culturas puras das linhagens de BAL selecionadas e culturas mistas das
mesmas em associacdo com a levedura selecionada foram inoculadas em 100 mL
de meio de cultura liquido contendo 2 % de fécula de mandioca, 1 % de glicose, 0,5
% de extrato de carne e incubadas a temperatura ambiente por 24 a 48 horas
(LACERDA, 2006). Em seguida, todo o cultivo foi empregado para inocular 500 mL
do mesmo meio de cultivo, mantido em condi¢gbes de temperatura ambiente, por um
periodo de aproximadamente 24 a 48 horas. O cultivo resultante foi usado para
inocular 5 L de um meio contendo agua destilada e 10 % de fécula de mandioca, a
temperatura ambiente por aproximadamente 30 dias. As contagens do inéculo final
foram de cerca de 8 log UFC/mL para as BAL selecionadas e de 6 log UFC/mL para
as leveduras. Foi empregado como biorreator uma bacia de plastico com
caracteristicas que se assemelham o maximo possivel as condi¢cdes de fermentacéo
empregadas na induastria (polvilharia), como formato e dimensdes. Assim, a
fermentacao foi realizada em uma bacia retangular com 39,4 cm de comprimento,
31,9 cm de largura, 15,4 cm de profundidade e com um volume total de 11,7 L
(Figura 5). As bacias foram cobertas com um tecido reticulado de algoddao em
formato retangular para evitar a entrada de insetos. Todos 0s ensaios foram

realizados sem aeracéo (agitacao).
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Figura 5 Biorreator (bacia de plastico) no qual foram realizadas as fermentacdes em
escala piloto

Foram coletadas amostras de 10 mL de varios pontos do biorreator, no
inicio, meio e final do processo fermentativo com 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Estas
amostras foram analisadas quanto ao valor de pH, por leitura direta do liquido
sobrenadante (IAL, 2008), e ATT, por titulacdo com solucdo de hidroxido de sodio
0,1 M utilizando solugdo de fenolftaleina como indicador (IAL, 2008), além da
verificagéo da viabilidade das culturas iniciadoras.

O monitoramento das culturas iniciadoras durante o periodo de fermentacao,
isto é, a verificacdo da permanéncia da(s) linhagem(s) iniciadora(s), foi realizado
utilizando a metodologia molecular mencionada anteriormente. Para as BAL, essa
metodologia foi realizada até a etapa da digestdao (BRIGHTWELL et al., 2006)
descrita no item 4.2.2.3. Ja no caso das leveduras, a metodologia foi realizada até a
etapa de PCR fingerprinting (LIECKFELDT et al.,1993) descrita no item 4.3.2.2. E 0s
perfis de bandas obtidos foram comparados aos perfis jA conhecidos das culturas
iniciadoras utilizadas.
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Apbs o final da fermentacdo, o material foi seco a temperatura ambiente por
cinco dias no laboratdrio. Em seguida, foi acondicionado em frascos estéreis e

armazenado sob temperatura de refrigeracdo até a realizacdo dos testes.

4.8 AVALIACAO DA ACIDEZ, PH E EXPANSAO DO POLVILHO OBTIDO EM
ESCALA PILOTO

Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes polvilhos produzidos
em escala piloto, ATT (IAL, 2008), pH (IAL, 2008) e a analise de expansdo da
massa, foram utilizadas como critérios para avaliar as culturas iniciadoras testadas.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A analise de expansdo da massa foi realizada conforme procedimento
proposto pelo Centro de Raizes Tropicais — CERAT (MAEDA & CEREDA, 2001).
Foram pesados 50 g do polvilho, aos quais foram adicionados cerca de 40 mL de
agua destilada fervente. Cada massa foi modelada para a confec¢do de biscoitos
redondos de aproximadamente 10 g cada. Os diametros dos biscoitos foram
medidos com um paquimetro universal (Série 530, Mitutoyo) antes e depois de leva-
los ao forno por um periodo de 20 minutos a 220 °C. O indice de expanséao foi
calculado pela relacéo entre diametro médio final (apds assado) e o diametro médio
inicial (antes de assado). A amostra do produto final, polvilho azedo, seco apés 56
dias de fermentacdo também foi submetida a analise de expansao para comparagao

dos resultados com as amostras de polvilhos produzidos em escala piloto.

4.9 ANALISE MICROBIOLOGICA DO POLVILHO OBTIDO EM ESCALA PILOTO

Os diferentes polvilhos produzidos em escala piloto foram avaliados quanto
aos parametros microbiologicos para amidos, farinhas, féculas e fuba, em pd ou
flocados, contidos na Resolugdo RDC 12 da ANVISA (BRASIL, 2001). Foram
realizadas analises microbiologicas de Bacillus cereus, Coliformes a 45 °C e
Salmonella spp. (BENNETT & BELAY, 2001).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de variancia em blocos casualizados
com parcelas subdivididas e as diferencas significativas entre as médias foram
determinadas pelo Teste de Tukey com nivel de significAncia de 0,05. Os
parametros avaliados para os polvilhos obtidos a partir da fermentacdo com
diferentes culturas iniciadoras em comparacdo com o polvilho azedo comercial
produzido pela polvilharia de Formiga (MG) foram submetidos a analise de variancia
fator Unico e as diferencas significativas entre as médias também foram

determinadas pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETA, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS

A figura 6 apresenta os dados das contagens de micro-organismos obtidas
nas 14 amostras analisadas. As bactérias do &acido lactico (BAL) estiveram
presentes da primeira a ultima coleta tanto na superficie quanto no meio do tanque
com contagens maiores que as obtidas para as leveduras, variando da ordem de
5,84 a 7,88 logio UFC/g. As leveduras estiveram presentes desde o inicio até o 19°
dia de fermentacdo, no meio e na superficie do tanque, e a partir do 26° dia
apareceram em contagens baixas apenas na superficie, sendo que suas contagens
durante a fermentagéo variaram da ordem de 1,67 a 7,79 logip UFC/g. As contagens
de BAL e leveduras diferiram entre si (p < 0,001). Contudo, as contagens de
superficie e meio néo diferiram entre si para 0 mesmo tipo de micro-organismo.

As contagens de BAL, ligeiramente superiores as contagens de leveduras em
todas as amostras analisadas, séo indicio da importancia que as bactérias tém na
fermentacdo de mandioca. Na amostra de polvilho azedo seco, ndo foi encontrada

nenhuma levedura ou BAL.
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Figura 6 Contagem de bactérias do acido lactico (BAL) e leveduras em logio UFC/g
da superficie e meio do tanque durante a fermentacdo de mandioca em uma
polvilharia em Formiga (MG)

Muitos autores relatam a presenca de BAL como predominantes em
fermentacdes de mandioca (OBILIE et al., 2004; LACERDA et al. 2005; COULIN et
al., 2006; KOSTINEK et al., 2007; HUCH (née KOSTINEK) et al., 2008; PADANOU
et al., 2009; OGUNTOYINBO & DODD, 2010; LACERDA et al., 2011). Coulin et al.
(2006) caracterizaram a microbiota do atti€ké, um produto africano fermentado de
mandioca, durante preparacdo tradicional em pequena escala. As BAL foram os
micro-organismos predominantes durante toda a fermentacdo com contagens de 1,2
x 10° UFC/g (que equivale a 9,08 logi, UFC/g), contagens superiores que as
encontradas no presente trabalho. Padanou et al. (2009) ao estudar a fermentacao
do lafun, outro produto africano obtido a partir da fermentacdo de mandioca, também
encontraram contagens de BAL superiores as contagens de leveduras. Durante a
fermentacao do lafun, as contagens de BAL aumentaram de 4,3 a 5,0 log;o UFC/g
para 8,7 a 8,9 logio UFC/g, enquanto que as contagens de leveduras aumentaram
de 2,7 logio UFC/g no inicio da fermentagdo para 5,1 a 5,9 logio UFC/g no final da

fermentacao.



60

5.1.1 Isolamento e identificagcdo molecular das bactérias do acido lactico

As bactérias isoladas foram classificadas como bastonetes (83 %) ou cocos
(17 %) Gram-positivos e catalase negativos, caracteristicas sugestivas de BAL. A
partir das 15 amostras analisadas, foram obtidos 92 isolados de bactérias. No
entanto, 10 isolados ndo sobreviveram as condi¢cdes de preservacdo e morreram. Os
82 isolados restantes foram agrupados e caracterizados molecularmente por analise
do perfil obtido por RFLP por meio da digestdo com as enzimas Mspl, Haelll e Hinfl
(BRIGHTWELL et al., 2006). Alguns exemplares de perfis moleculares obtidos estao

representados nas figuras 7 e 8.
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Figura 7 Perfil de digestdo de BAL isoladas da fermentagdo de mandioca em uma
polvilharia em Formiga (MG). Canaletas: 1: 1 kb DNA padrdo de peso molecular; 2-4:
perfil de Weissella cibaria (Mspl, Haelll, Hinfl); 5-7: perfil de Lactobacillus brevis
(Mspl, Haelll, Hinfl); 8-10: perfil de Enterococcus faecium (Mspl, Haelll, Hinfl); 11-13:
perfil de Lactobacillus casei/Lb. paracasei (Mspl, Haelll, Hinfl)
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Figura 8 Perfil de digestdo de BAL isoladas da fermentacdo de mandioca em uma
polvilharia em Formiga (MG). Canaletas: 1: 1 kb DNA padrao de peso molecular; 2-4:
perfil de Lactobacillus plantarum (Mspl, Haelll, Hinfl); 5-7: perfil de Lactobacillus
plantarum (Mspl, Haelll, Hinfl); 8-10: perfil de Lactobacillus fermentum (Mspl, Haelll,
Hinfl); 11-13: perfil de Lactobacillus fermentum (Mspl, Haelll, Hinfl)

Apés a identificacdo, foram obtidas 13 espécies de bactérias, uma espécie
nao pertencia ao grupo das BAL, Staphylococcus epidermidis (3 amostras). As
outras 12 eram BAL, pertencentes principalmente aos géneros Lactobacillus (7) e
Lactococcus (2). As espécies mais comuns encontradas foram Lactobacillus brevis
(17 amostras), Enterococcus faecium (13), Lactobacillus fermentum (12),
Lactobacillus plantarum (11), Lactobacillus casei/Lb. paracasei (7), Lactobacillus
harbinensis (5), Lactobacillus parabuchneri (4), Weissella cibaria (3), Lactococcus
garvieae (3) e Lactococcus lactis subsp. lactis (2). As espécies Leuconostoc
mesenteroides e Lactobacillus ghanensis foram encontradas em somente uma
amostra.

Lb. brevis representou o maior numero de isolados (21,52 %), seguido por E.
faecium (16,46 %), Lb. fermentum (15,19 %) e Lb. plantarum (13,92 %). Em menores
porcentagens, foram identificadas as espécies Lb. casei/Lb. paracasei (8,86 %), Lb.
harbinensis (6,33 %), Lb. parabuchneri (5,06 %), W. cibaria (3,80 %), Lc. garvieae
(3,80 %), Lc. lactis subsp. lactis (2,53 %), Ln. mesenteroides (1,27 %) e Lb.
ghanensis (1,27 %) (Figura 9).
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Figura 9 Porcentagem de bactérias do acido lactico (BAL) isoladas da fermentacao
de mandioca em Formiga (MG)

Muitos trabalhos tém mostrado a ocorréncia e a predominancia de BAL nas
fermentacdes de mandioca, principalmente, em fermentacdes tradicionais africanas
para a producédo de attieké, akyeke, gari, lafun, fufu, entre outros. Obilie et al. (2004)
ao investigar os micro-organismos envolvidos no processamento do akyeke, um
alimento defumado de mandioca fermentada, também encontraram espécies de Lb.
plantarum e Lb. brevis, mas ao contrario do que aconteceu no presente trabalho, Lb.
plantarum representou maior porcentagem de isolados (59,3 %) quando comparado
a Lb. brevis (23,3 %). Os autores também identificaram Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris que correspondeu a 14,5 % dos isolados. Coulin et al. (2006)
caracterizaram a microbiota do attiéké e também identificaram nesta fermentagéo as
bactérias Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides e Lb. fermentum.
Kostinek et al. (2007) isolaram 375 BAL a partir da fermentacdo de mandioca na
Africa do Sul para a producéo de gari e observaram que Lb. plantarum foi a bactéria
predominante, correspondendo a 54,4 % das cepas isoladas. Entre as cepas

identificadas, também encontraram Lb. fermentum, Ln. mesenteroides subsp.
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mesenteroides e W. cibaria. Os autores consideraram as espécies encontradas
como representantes das BAL predominantes associadas com a fermentagcédo de
mandioca. Ao estudar as bactérias predominantes na fermentacdo de gari,
Oguntoyinbo & Dodd (2010) identificaram Lb. plantarum, Lb. fermentum,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus acidophilus e Lb. casei. Assim como nho
presente trabalho, Padanou et al. (2009), ao estudar as BAL predominantes no lafun,
identificaram Lb. fermentum (42 % dos isolados de BAL) em porcentagens maiores
que Lb. plantarum (30 %), além de identificarem W. confusa, que correspondeu a 18
% dos isolados.

No presente trabalho, em relacdo ao tempo de fermentacdo, Lb. brevis foi
isolado em seis das sete coletas, apresentando contagens que variaram de 5,81 a
7,51 logip UFC/g; Lb. plantarum foi isolado em cinco coletas, apresentando
contagens que variaram de 5,36 a 6,40 log;o UFC/g; E. faecium foi isolado também
em cinco coletas, porém ndo esteve presente no inicio da fermentacdo; Lb.
fermentum e Lb. casei foram encontrados em quatro coletas. Ln. mesenteroides, W.
cibaria, Lc. garvieae e Lc. lactis subsp. lactis s6 foram isolados em uma coleta no
inicio da fermentacé&o. Lb. parabuchneri e Lb. harbinensis foram isolados apenas em
duas coletas do meio e final da fermentacéo e Lb. ghanensis s6 foi isolado na ultima

coleta (Figura 10).
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Figura 10 Contagem de bactérias do acido lactico (BAL) em log;o UFC/g em relagéo
ao tempo de fermentacdo de mandioca em uma polvilharia em Formiga (MG)

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por outros autores em
relacdo a comunidade bacteriana responsavel pela fermentacédo tradicional de
mandioca para a producéo de polvilho azedo. Lacerda et al. (2005) encontraram Lb.
plantarum e Lb. fermentum como as BAL predominantes no polvilho azedo isolado
de duas polvilharias em Concei¢do dos Ouros (MG). As contagens destas bactérias
variaram entre 6,0 e 9,0 log;o UFC/g e estdo bem préximas as encontradas no
presente trabalho, que para os mesmos micro-organismos variaram entre 4,9 e 7,2
logio UFC/g. Além disso, os autores também isolaram Lb. brevis em menores
proporcdes. Em 2011, Lacerda et al. por meio de técnicas moleculares identificaram
as seguintes espécies, apos cinco dias de fermentacéo para a producao de polvilho
azedo, Ln. mesenteroides, Leuconostoc pseudomesenteroides, Lb. plantarum, Lc.
lactis subsp. lactis, Leuconostoc citreum e Enterobacter sp.

A microbiota presente na fermentacdo de mandioca pode ser proveniente de
diversos lugares, como matéria-prima, utensilios e equipamentos utilizados na
producdo. Além disso, pode ser carreada por insetos ou manipuladores. Algumas
BAL isoladas da fermentacdo de mandioca, no presente estudo, fazem parte da
microbiota humana, como Lb. casei/Lb. paracasei (BURITI & SAAD, 2007) e S.
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epidermidis, que reside comumente na pele, mas pode atuar como patégeno
oportunista (MICHELIM et al., 2005).

Obadina et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de cepas de Lb.
plantarum em fufu pelo método de difusdo em agar e mostraram que esta bactéria
inibiu os patégenos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella typhii. Na
fermentacdo de mandioca, a populacdo de patdgenos cresceu nas primeiras 36
horas e foi extinta com 96 horas de fermentacdo. Os autores concluiram que a
producdo de metabdlitos antimicrobianos por Lb. plantarum associada a uma
fermentacdo realizada com procedimentos de higienizacdo adequados pode
fornecer um controle dos micro-organismos patogénicos.

Além disso, as BAL séo responsaveis por iniciar a fermentacao, reduzindo o
pH abaixo de 4,0 e aumentando a acidez do meio (OGUNTOYINBO & DODD, 2010).
Obilie et al. (2004) verificaram que a fermentacdo do akyeke por BAL levou a uma
reducdo de 98 % nos compostos cianogénicos totais nas raizes de mandioca
durante o processamento. Estudos mostram que a propriedade de expansdo do
polvilho azedo também se deve as BAL, que produzem exopolissacarideos
formando uma estrutura viscoelastica, a qual permite a retencdo de gas e a
consequente expansdo da massa durante o aquecimento (MAEDA & CEREDA,
2001).

5.1.2 Isolamento e identificagcdo molecular das leveduras

A partir das 15 amostras analisadas, foram obtidos 33 isolados de leveduras.
No entanto, 10 isolados ndo sobreviveram as condi¢cdes de preservacao e morreram.
Os 23 isolados restantes foram agrupados por analise dos perfis moleculares
obtidos por PCR fingerprinting (LIECKFELDT et al., 1993). Alguns exemplares de

perfis moleculares obtidos estao representados na figura 11.
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Figura 11 Perfil de PCR fingerprinting de leveduras isoladas da fermentagdo de
mandioca em uma polvilharia em Formiga (MG). Canaletas: 1: 1 kb DNA padréao de
peso molecular; 2, 5-7: perfis de Kazachstania exigua; 3, 4 e 8: perfis de Candida
humilis; 9 e 10: perfis de Pichia scutulata

ApoGs a identificacdo, foram obtidas cinco espécies de leveduras: Candida
ethanolica, Candida humilis, Geotrichum fragans, Kazachstania exigua e Pichia
scutulata (anteriormente conhecida como Issatchenkia scutulata). A espécie P.
scutulata representou o0 maior numero de isolados (52,17 %), apresentando
contagem méaxima de 1,67 x 10° UFC/g de amostra, seguida por K. exigua (17,39
%). C. humilis e G. fragans apareceram na mesma propor¢do (13,04 %). Em
menores porcentagens, foi identificada a espécie C. ethanolica (4,35 %) (Figura 12).
As leveduras predominantes foram encontradas apenas até o 19° dia de
fermentacdo, sendo que K. exigua, C. humilis e P. scutulata estdo presentes do
inicio ao 12° dia de fermentacdo e C. ethanolica e G. fragans s6 aparecem no final
(Figura 13).
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Figura 12 Porcentagem de leveduras isoladas da fermentacdo de mandioca em
Formiga (MG)
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Figura 13 Contagem de leveduras em log, o UFC/g em relacdo ao tempo de
fermentacdo de mandioca em uma polvilharia em Formiga (MG)

Lacerda (2002), ao caracterizar a microbiota associada ao processo
fermentativo da mandioca para a producao do polvilho azedo, encontrou leveduras
em nameros representativos durante o processo, sendo que entre as espécies mais
encontradas estava Issatchenkia scutulata var. exigua-similar, atualmente conhecida
como Pichia scutulata. Padanou et al. (2009), usando metodologia semelhante a

empregada neste trabalho para a identificacdo de leveduras, amplificagcdo do
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dominio D1/D2 da subunidade maior do rDNA com os iniciadores NL1 e NL4,
verificaram a prevaléncia de Saccharomyces cerevisiae (22 % dos isolados de
levedura) e P. scutulata (20 % dos isolados) na fermentacao de lafun. Padanou et al.
(2010) sugerem S. cerevisiae como cultura iniciadora, uma vez que a linhagem
estudada foi a mais eficiente no amolecimento da mandioca durante a fermentacgéo e
levou a obtencao do lafun preferido nos testes de qualidade sensorial. No entanto,
eles também sugerem a associacdo desta levedura com BAL, pois estas ultimas
podem garantir um pH mais baixo, além de melhorar a qualidade do alimento.

Varios estudos revelam a presenca do género Candida na fermentacédo de
mandioca para obtencao de diferentes produtos (OYEWOLE, 2001; LACERDA et al.,
2005; COULIN et al., 2006; OGUNTOYINBO, 2008; PADANOU et al., 2009). No
presente trabalho, uma espécie de P. scutulata e duas espécies do género Candida
foram isoladas, mostrando que espécies destes géneros conseguem crescer nas
condicdes acidas encontradas nos tanques de fermentacéo de polvilho azedo.

A proliferacdo de leveduras em alimentos é favorecida pelo ambiente &cido
criado pelas BAL. Simultaneamente, o crescimento das bactérias é estimulado pela
presenca de leveduras, as quais fornecem fatores de crescimento, tais como,
vitaminas e compostos nitrogenados (NOUT, 1991). A associacdo de BAL e
leveduras, durante a fermentagdo, tem um impacto significante em parametros de
qualidade dos alimentos como textura, odor e valores nutricionais (BOONNOP et al.
2009). Estes autores investigaram o enriqguecimento nutricional da mandioca
fermentada por S. cerevisiae e concluiram que a fermentacéo por leveduras pode
ser usada para melhorar o valor nutritivo da polpa de mandioca, em especial no

conteudo protéico e mineral.

5.2 AVALIACAO DA ACIDEZ E PH DURANTE A FERMENTACAO NA
POLVILHARIA

Durante a fermentacdo de mandioca, os parametros fisico-quimicos, acidez
total titulavel (ATT) e pH, foram acompanhados a partir do 19° dia, quando foram

percebidos indicios visiveis do inicio da fermentacdo, tais como a formacdo de
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bolhas na superficie do tanque. Os valores de pH da superficie e do meio do tanque
de fermentacdo néo diferiram entre si (p > 0,05), enquanto que os valores de pH
nos diferentes tempos diferiram entre si (p < 0,001) decrescendo ao longo dos dias
(Tabela 2). O maior valor de pH encontrado foi de 4,01 na amostra com 19 dias de
fermentacdo do meio do tanque e o menor valor de 3,46 na amostra com 40 dias de
fermentacao também do meio do tanque. Os valores de ATT da superficie e do meio
do tanque de fermentacdo néo diferiram entre si (p > 0,05), enquanto que os valores
de ATT nos diferentes tempos diferiram entre si (p < 0,001) aumentando ao longo
dos dias (Tabela 3). O menor valor encontrado foi de 3,17 % na amostra com 19
dias de fermentacdo da superficie do tanque e o maior valor de 9,77 % na amostra

com 40 dias de fermentacédo do meio do tanque.

Tabela 2 Variacdo de pH na superficie e meio do tanque durante a fermentacéo de
mandioca em uma polvilharia em Formiga (MG)

pH
Tempo (dias) Superficie Meio
19 3,94 +0,02 ax 4,01 +0,01 a
26 3,71 +0,02 bex 3,75 +0,02 bx
33 3,65 + 0,04 ox 3,53 +0,07 cdx
40 3,49 +0,01 o 3,46 +0,02 o

Valores médios + desvio-padrdo na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (x) ndo sédo
significativamente diferentes (p > 0,05) em relacdo & posicdo da coleta.

Valores médios + desvio-padrao na mesma coluna seguidos por diferentes letras sobrescritas (a, b, ¢)
séo significativamente diferentes (p < 0,001) em relagdo ao tempo.

Os valores encontrados para pH na fermentacdo de mandioca na polvilharia
em Formiga (MG) sao inferiores aos determinados por Coulin et al. (2006) no attiéké.
O pH médio encontrado pelos autores foi de 5,0 durante a fermentacédo tradicional

em pequena escala.
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Tabela 3 Variacdo na acidez total titulavel (ATT) na superficie e meio do tanque
durante a fermentagéo de mandioca em uma polvilharia em Formiga (MG)

ATT (%)
Tempo (dias) Superficie Meio
19 3,17 +0,12 & 3,31 £0,17 o
26 7,91 £0,41 b 6,83 0,25 b
33 9,06 0,07 & 9,36 £0,20 &
40 8,77 +0,24 & 9,77 £0,23 &

Valores médios + desvio-padrao na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (x) ndo sao
significativamente diferentes (p > 0,05) em relagdo a posi¢édo da coleta.

Valores médios + desvio-padrao na mesma coluna seguidos por diferentes letras sobrescritas (a, b, c)
séo significativamente diferentes (p < 0,001) em relacéo ao tempo.

A formacéo de bolhas na superficie do tanque, indicio visual da ocorréncia da
fermentacdo, ocorreu a partir do 19° dia, periodo a partir do qual as leveduras
predominantes ndo foram mais isoladas. Como houve um aumento significativo da
ATT e reducédo do pH a partir deste dia até o final da fermentacao, pode-se dizer que
as leveduras nao contribuem ou contribuem muito pouco para a acidificacdo do
meio. Os valores de pH do tanque de fermentacdo estudado na polvilharia
decresceram durante a fermentacdo com consequente aumento dos valores de ATT.
Estes resultados eram esperados, uma vez que com o decorrer da fermentacéo,
ocorre a sintese de acidos organicos, levando a acidificagdo do meio.

Tanto para pH (Tabela 2), quanto para ATT (Tabela 3) e contagem (Figura 6),
os valores encontrados para superficie e meio ndo diferiram. A auséncia de uma
diferenca significativa fez com que o tanque de fermentacdo fosse considerado
como homogéneo. Inclusive, os micro-organismos isolados nesta fermentacao,
estavam presentes simultaneamente no meio e na superficie do tanque. As
excecdes foram Lb. ghanensis e G. fragans que s6 foram isolados na superficie e
Lb. parabuchneri e C. ethanolica que s6 foram isolados no meio do tanque.
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5.3 ANALISE MICROBIOLOGICA DO POLVILHO OBTIDO NA POLVILHARIA

A amostra do produto final, polvilho azedo, seco apos 56 dias de fermentacéo,
foi avaliada quanto aos parametros microbiolégicos contidos na Resolu¢cdo RDC 12
da ANVISA (BRASIL, 2001). A contagem de colbnias sugestivas de Bacillus cereus
encontrada na amostra foi de 9,33 x 10> UFC/g, inferior a tolerancia permitida pela
legislacéio que é de 3,00 x 10° UFC/g do alimento. B. cereus também foi encontrado
em baixos nimeros no polvilho azedo produzido por duas fabricas em Minas Gerais
na pesquisa feita por Lacerda et al. (2005). Os outros resultados encontrados foram
auséncia de Coliformes a 45 °C e auséncia de Salmonella spp. em 25 g do polvilho.
Desta forma, o polvilho azedo proveniente do tanque de fermentacdo analisado,
produzido nesta polvilharia em Formiga (MG), estaria apropriado ao consumo
humano, segundo aos padrfées microbiolégicos preconizados na RDC 12 da ANVISA
(BRASIL, 2001). Além disso, foi feita a pesquisa de BAL e leveduras e ndo houve
crescimento.

Apesar da fermentacdo para producédo de polvilho azedo ser espontanea e
sem padronizacao, os resultados da andlise microbiologica mostram que néo foram
encontrados patégenos durante a fermentacdo, com exce¢do de contagens baixas
de B. cereus. No entanto, sugere-se que as BAL predominantes nesta fermentacao
possivelmente foram capazes de inibir o crescimento destes micro-organismos
patogénicos encontrados, ndo deixando os mesmos proliferarem durante o processo
fermentativo. Isso se deve principalmente ao poder de acidificacdo das BAL, que
diminuem bastante o pH do meio, sendo a acidificacdo conhecidamente eficaz em

controlar o crescimento de micro-organismos em alimentos (BEALES, 2004).

5.4 SELECAO DE CULTURAS INICIADORAS

As 12 BAL identificadas foram testadas quanto a degradacdo do amido e
todas apresentaram resultado negativo. As cinco leveduras identificadas também
foram testadas quanto a degradacdo do amido. O resultado foi negativo para K.

exigua e G. fragans. Contudo, P. scutulata, C. humilis e C. ethanolica apresentaram
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halos de degradacdo do amido. Na figura 14, estdo representados os halos de
hidrélise das cinco espécies de leveduras em comparag¢do aos halos dos controles
positivos, linhagens amiloliticas de Cryptococcus magnus e Cryptococcus adaliensis.

Figura 14 Placa de petri com meio YM contendo 2 % de amido revelado com lugol.
A: Candida humilis; B: Pichia scutulata; C: Candida ethanolica; D: Cryptococcus
magnus (controle positivo); E: Cryptococcus adaliensis (controle positivo); F:
Kazachstania exigua; G: Geotrichum fragans

Todas as cinco espécies de leveduras identificadas cresceram em meio
contendo amido, sendo que trés delas (P. scutulata, C. humilis e C. ethanolica)
degradaram o amido presente, possibilitando a visualizagdo de um halo de hidrolise.
Destas, somente P. scutulata e C. humilis estiveram presentes desde o tempo zero
da fermentacdo. Sugere-se que as leveduras possivelmente tém um papel
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importante no inicio da fermentacdo de mandioca, degradando o amido presente e
disponibilizando agucares para o crescimento das BAL.

Além disso, também foi avaliada a producdo de &cidos totais pelas BAL e
leveduras. Os valores de ATT diferiram entre si nos diferentes tempos (p < 0,001),
sendo maiores com 48 horas do que com 24 horas, para todas as bactérias, com
excecdo de Lb. harbinensis, para a qual ndo foi encontrada diferenca significativa (p
> 0,05). No tempo de 24 horas, os valores de ATT encontrados para as diferentes
bactérias ndo diferiram entre si. Entretanto, no tempo de 48 horas, os valores de
ATT diferiram entre si (p < 0,001), sendo que as bactérias que obtiveram maiores
valores de acidez foram Lb. brevis e L. garvieae. O menor valor de ATT com 48h foi

encontrado para Lb. casei/Lb. paracasei (Tabela 4).

Tabela 4 Acidez total titulavel (ATT) apos 24 e 48 horas de fermentacdo produzida
pelas espécies de bactérias do acido lactico (BAL) encontradas no tanque de
fermentacao na polvilharia em Formiga (MG)

ATT (%)
Espécies 24 horas 48 horas
Lb. brevis 3,47 +0,06 ¥ 5,28 +0,07 &
Lc. garvieae 3,37 £+0,20 ¥ 528 +0,14 ¥
Lb. plantarum 2,96 +0,08 ¥ 4,97 +0,19 @
Lc. lactis subsp. lactis 1,63 +0,09 ¥ 4,47 +0,24 @
E. faecium 2,79 +0,15 ¥ 4,35 +0,10
Ln. mesenteroides 2,74 +0,44 ¥ 3,77 +0,03
Lb. parabuchneri 2,07 +0,08 ¥ 3,51 +£0,10
Lb. fermentum 2,57 +0,09 ¥ 3,50 +0,03
W. cibaria 0,97 +0,16 & 3,11 +0,05 &>
Lb. ghanensis 0,62 +0,13 & 2,68 +0,14
Lb. harbinensis 259 +0,04 * 2,55 +0,10
Lb. casei/Lb. paracasei 1,26 +0,04 ¥ 2,33 +0,20 ™

Valores médios + desvio-padrdao na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (X, y) sdo
significativamente diferentes (p < 0,001) em relagdo ao tempo.

Valores médios = desvio-padrdo na mesma coluna seguidos por diferentes letras sobrescritas (a, b)
sdo significativamente diferentes (p < 0,001) em relagéo as espécies.
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Edward et al. (2011) investigaram o uso de cepas liofilizadas de Lb.
plantarum, Lb. fermentum, Weissella paramesenteroides e Leuconostoc
mesenteroides como culturas iniciadoras para a producao de gari. Nos testes, as
cepas tiveram um bom desempenho e rapidamente aumentaram a acidez titulavel
de 1,1 a 1,3 % em 24 horas para 1,3 a 1,6 % em 48 horas.

No caso das leveduras, os valores de ATT nao diferiram em um mesmo
tempo para as diferentes espécies (p > 0,05). De 24 para 48 horas de fermentacéo,
os valores de ATT aumentam para as leveduras G. fragans e P. scutulata, n&o
diferiram para C. ethanolica. A acidez diminuiu para C. humilis e K. exigua (Tabela
5). Estes resultados ja eram esperados, pois as principais responsaveis pela
acidificacdo do meio na fermentacdo de mandioca sdo as BAL, o que também foi
comprovado por Oguntoyinbo & Dodd (2010). Mugula et al. (2003), ao estudar o uso
de BAL e leveduras como culturas iniciadoras para o preparo de togwa, testaram a
capacidade de acidificacdo das leveduras. Como culturas puras, as leveduras
abaixaram levemente o pH e aumentaram a acidez do meio em 24 horas. Em

associacdo com as BAL, tiveram um efeito modesto na acidez final.

Tabela 5 Acidez total titulavel (ATT) apos 24 e 48 horas de fermentacdo produzida
pelas espécies de leveduras encontradas nos tanques de fermentacdo na polvilharia
em Formiga (MG)

ATT (%)

Espécies 24 horas 48 horas
Geotrichum fragans 1,27 £0,00 ¥ 1,60 +0,10 *
Pichia scutulata 0,48 +£0,10 ¥ 0,78 +0,05 ¥
Candida ethanolica 0,39 +0,056 0,45 +0,00 *
Candida humilis 1,03 £0,14 ¥ 0,81 +0,00 ¥
Kazachstania exigua 1,18 +0,09 ¥ 0,94 +0,05 ¥

Valores médios + desvio-padrao na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (x, y) sao
significativamente diferentes (p < 0,001) em relagéo ao tempo.

Valores médios + desvio-padrao na mesma coluna seguidos pela mesma letra sobrescrita (a) ndo séo
significativamente diferentes (p > 0,05) em relacédo as espécies.

Para a producéo de polvilho azedo em escala piloto foram selecionadas duas
bactérias entre as predominantes na fermentacdo de mandioca na polvilharia em

Formiga (MG), séo elas: Lb. brevis e Lb. plantarum, que também estavam entre as
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bactérias que apresentaram maiores valores de acidez. E. faecium, apesar de ser
utilizada como bactéria probiotica para alimentacdo animal (SIMON, 2005), nao foi
considerada como possivel cultura iniciadora devido ao fato de que em algumas
circunstancias pode apresentar patogenicidade (GIRAFFA, 2002). Lb. fermentum,
que também apareceu entre as predominantes, ndo foi considerada como possivel
cultura iniciadora, pois foi isolada apenas em quatro das sete coletas na polvilharia
em Formiga (MG), ndo sendo mais isolada a partir do 26° dia de fermentacéo. Além
disso, Lc. garvieae, que atingiu ATT igual a Lb. brevis em 48 horas, nao foi
considerada como possivel cultura iniciadora devido a sua baixa prevaléncia. Desta
forma, as bactérias Lb. brevis e Lb. plantarum foram selecionadas para serem
testadas como culturas iniciadoras puras e mistas em associacdo com uma
levedura. A levedura escolhida foi P. scutulata. Isso porque esta levedura, além de
ser a predominante, apresentou um maior numero de isolados com atividade
amilolitica.

Kostinek et al. (2007) e Huch (née Kostinek) et al. (2008) testaram Lb.
plantarum como cultura iniciadora e concluiram que o sucesso das linhagens de Lb.
plantarum para predominar na fermentacdo de mandioca demonstra o seu potencial
para o desenvolvimento de cultura iniciadora na industrializacdo do processo de
producdo de gari. Edward et al. (2011) investigaram o uso de cepas liofilizadas de
BAL como culturas iniciadoras também para a producdo de gari e os resultados
indicaram que Lb. plantarum poderia ser produzido como cultura iniciadora a baixo

custo.

5.5 PRODUCAO DE POLVILHO AZEDO EM ESCALA PILOTO

Para a producao de polvilho azedo em escala piloto foram testadas quatro
culturas iniciadoras (Figura 15). Com Lb. brevis (A e B), Lb. plantarum (C e D) e P.
scutulata (E e F) foram formadas duas culturas puras e duas culturas mistas:

e A: Lb. brevis;
e C: Lb. plantarum;
e B + E: Lb. brevis + P. scutulata;

e D + F: Lb. plantarum + P. scutulata.
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Figura 15 Fermentacdo de mandioca produzida em escala piloto em biorreatores
(bacias de plasticos) inoculados com as culturas iniciadoras. Da esquerda para a
direita: A: Lb. brevis; C: Lb. plantarum; B+E: Lb. brevis + P. scutulata; D+F: Lb.
plantarum + P. scutulata

A fermentacéo foi acompanhada por 28 dias e, em seguida, o material obtido
foi seco a temperatura ambiente por cinco dias. Os resultados das analises
semanais de ATT e pH sdo mostrados em apéndice. Para ATT, durante os 28 dias
de fermentacao, as diferentes culturas iniciadoras nao diferiram entre si (p > 0,05)
(Apéndice A). Entretanto, ao longo do tempo, os valores de acidez diferiram (p <
0,001) e podem ser melhor visualizados na figura 16. No grafico, é possivel
visualizar que o pico de acidez acontece apés o 7° dia de fermentagdo. Contudo, o
valor de ATT encontrado no teste da escala piloto estava bem abaixo do valor

encontrado na polvilharia em Formiga (MG).
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Figura 16 Variacdo da ATT (%) ao longo do tempo em dias para o
acompanhamento da fermentacdo de mandioca em escala piloto com as culturas
selecionadas. A: Lb. brevis; C: Lb. plantarum; B+E: Lb. brevis + P. scutulata; D+F:
Lb. plantarum + P. scutulata

Os valores encontrados no presente trabalho sdo um pouco maiores que 0s
determinados por Vogelmann et al. (2009) ao estudarem uma massa de mandioca
fermentada por uma associacdo de BAL e leveduras utilizadas como culturas
iniciadoras. Os valores encontrados pelos autores variaram de 10,3 a 11,5 °SH
(Soxhlet-Henkel Degrees), que correspondem a 0,23 % a 0,26 % de ATT, durante os
12 dias de fermentacgao.

Em relagcéo ao pH, durante os 28 dias de fermentacao, as diferentes culturas
iniciadoras nao diferiram entre si (p > 0,05) (Apéndice B). Entretanto, ao longo do
tempo, os valores de pH diferiram (p < 0,001) e podem ser melhor visualizados na
figura 17. No gréfico, é possivel visualizar que os menores valores de pH ocorrem no

7° dia de fermentacéo.
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Figura 17 Variagao do pH ao longo do tempo em dias para o acompanhamento da
fermentacdo de mandioca em escala piloto com as culturas selecionadas. A: Lb.
brevis; C: Lb. plantarum; B+E: Lb. brevis + P. scutulata; D+F: Lb. plantarum + P.
scutulata

Os valores de pH encontrados no presente trabalho s&o similares aos
determinados por Vogelmann et al. (2009) para massa de mandioca fermentada
produzida por uma associacdo de BAL e leveduras utilizadas como culturas
iniciadoras. Os valores encontrados pelos autores variaram de 4,1 a 4,2 durante 12
dias de fermentacéo.

O acompanhamento do pH e da ATT na fermentacdo de mandioca realizada
em escala piloto revelou que o pico de acidez e o menor valor de pH se deram no 7°
dia de fermentacdo para todas as culturas iniciadoras testadas, sugerindo que os
polvilhos obtidos em escala piloto sejam avaliados com um tempo de fermentagéo
inferior a 28 dias em estudos posteriores. Edward et al. (2011) investigaram o uso de
cepas liofilizadas de Lb. plantarum, Lb. fermentum, Weissella paramesenteroides e
Ln. mesenteroides como culturas iniciadoras para a producéo de gari e concluiram
que o beneficio de inclui-las foi a reducéo do pH do produto muito mais rapido e

para niveis mais baixos do que na fermentacao controle ndo inoculada.
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5.5.1 Monitoramento das culturas iniciadoras em escala piloto

As BAL e leveduras utilizadas como culturas iniciadoras no processo de
produgcdo de polvilho azedo, realizada em escala piloto foram acompanhadas
durante os 28 dias de fermentag&o. As contagens dos diferentes micro-organismos
utilizados como culturas iniciadoras diferiram entre si (p < 0,001), sendo que as
maiores contagens foram obtidas para Lb. brevis (A) e Lb. plantarum (C) no tempo
de 7 dias. A levedura P. scutulata (E e F) apresentou contagens mais baixas que as
BAL e ndo apareceu na fermentacao a partir dos 21 dias (Apéndice C e Figura 18).
Lb. brevis (A) e Lb. plantarum (C) apresentaram contagens elevadas como culturas
puras até o final da fermentacdo. Quando estas bactérias estavam em cultura mista
(B e D) com a levedura P. scutulata, foi possivel observar uma redu¢édo na contagem
apos 21 dias de fermentacdo, mesmo assim, Lb. plantarum esteve presente até o
final da fermentacdo mesmo que com contagens baixas. As leveduras (E e F) nédo

foram isoladas ao final da fermentacéo.
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Figura 18 Contagem das culturas iniciadoras selecionadas em logip UFC/g durante
a fermentacdo de mandioca em escala piloto. A: Lb. brevis; C: Lb. plantarum; B+E:
Lb. brevis + P. scutulata; D+F: Lb. plantarum + P. scutulata

Huch (née Kostinek) et al. (2008) testaram BAL como culturas iniciadoras em
fermentacdo de mandioca, entre elas Lb. plantarum, em um estudo piloto no Quénia
para determinar seu potencial como predominante durante a producédo de gari. A
utilizacao das culturas em nimeros elevados resultou claramente em uma contagem
um a dois logaritmos mais elevada de BAL, durante toda fermentacdo, quando
comparada com o controle ndo inoculado. Edward et al. (2011) investigaram 0 uso
de cepas liofilizadas, entre elas Lb. plantarum, também como culturas iniciadoras
para a producdo de gari. As contagens das BAL apds 48 horas de fermentacao
foram maiores que as do presente estudo e variaram entre 9,1 e 10,6 log;o UFC/g
para as fermentac¢des inoculadas com as culturas iniciadoras.

No presente estudo, as amostras foram retiradas semanalmente com 7, 14,
21 e 28 dias de fermentacdo de cada biorreator e processadas. Foram isolados trés
representantes de cada micro-organismo utilizado como cultura iniciadora (A, B, C,
D, E e F) da fermentacdo em escala piloto, para o0 monitoramento das mesmas por
meio da identificacdo molecular. Das 48 BAL isoladas, 23 apresentaram perfil

molecular semelhante a Lb. brevis, 19 apresentaram perfis semelhantes a Lb.
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plantarum e apenas seis apresentaram perfis que ndo coincidiam com nenhum perfil
das 12 BAL identificadas anteriormente (Figura 19). Das nove leveduras isoladas
(seis no 7° dia dos biorreatores B+E e D+F e trés no 14° dia apenas do biorreator
B+E), oito apresentaram perfil molecular semelhante a P. scutulata e uma levedura
apresentou perfil desconhecido (Figura 20). Isso comprova a permanéncia destes
micro-organismos inoculados como culturas iniciadoras na fermentagdo em escala

piloto e reforca seu potencial de uso com esta finalidade.
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Figura 19 Perfil de digestdo de BAL isoladas da fermentacdo de mandioca em
escala piloto. Canaletas: 1: 1 kb DNA padrdao de peso molecular; 2-4: perfil de
Lactobacillus brevis (Mspl, Haelll, Hinfl); 5: 1 kb DNA padréo de peso molecular; 6-8:
perfil de Lactobacillus plantarum (Mspl, Haelll, Hinfl)
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Figura 20 Perfil de PCR fingerprinting de leveduras isoladas da fermentacdo de
mandioca em escala piloto. Canaletas: 1: 1 kb DNA padréo de peso molecular; 2-7:
perfis de Pichia scutulata

Além disso, do 7° ao 28° dia de fermentacdo, observou-se o crescimento de
colénias com morfologia semelhante a Lb. plantarum nos biorreatores em que foram
inoculados a cultura pura Lb. brevis (A) e a cultura mista Lb. brevis em associacao
com P. scutulata (B+E). Alguns representantes destas colbnias foram isolados e
identificados molecularmente por sequenciamento como Lb. plantarum. Como o
perfil de digestdo destes isolados ndo correspondeu ao perfil de digestdo de Lb.
plantarum usado como cultura iniciadora, acredita-se se tratar de outra linhagem que
apareceu na fermentacdo de forma espontanea. As contagens destes micro-
organismos variaram entre 7,22 e 7,46 logio UFC/g no biorreator com a cultura de
Lb. brevis pura (A) e 5,63 a 8,17 logio UFC/g no biorreator com Lb. brevis em
associacdo com P. scutulata (B+E). Isso reforca a predominéancia de Lb. plantarum
em fermentagOes de mandioca.

Huch (née Kostinek) et al. (2008) testaram Lb. plantarum e Lb. fermentum
como culturas iniciadoras para a producéo de gari. O monitoramento molecular por
RAPD-PCR e técnicas de tipagem por Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE) indicou que Lb. plantarum foi bem sucedido em afirmar-se como uma cepa
predominante, o que ndo aconteceu com Lb. fermentum. Vogelmann et al. (2009)
investigaram a adaptagdo e competitividade de BAL e leveduras como culturas

iniciadoras em fermentagdes tradicionais de mandioca. Foram inoculados neste tipo
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de fermentacao, 1 % de S. cerevisiae e 10 % de uma mistura de culturas iniciadoras
consistindo de 6,30 logip UFC/g de BAL (Lb. fermentum, Lb. plantarum e Lb. casei
em menor proporgdo) e 5,72 logy,o UFC/g de leveduras (Issatchenkia orientalis,
Torulaspora sp. e outras leveduras desconhecidas). Durante os 12 dias de
fermentacdo, encontraram contagens de BAL que variaram entre 8,41 e 9,15 logio
UFC/g e contagens de leveduras entre 6,30 e 7,15 logio UFC/g. No final da
fermentacdo, a maioria das cepas das culturas iniciadoras fazia parte da microbiota
dominante, sendo que Lb. plantarum foi a espécie predominante na massa

fermentada de mandioca.

5.5.2 Avaliacdo da acidez, pH e expanséao do polvilho obtido em escala piloto

As caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes polvilhos produzidos em
escala piloto, como ATT, pH e a analise de expansdo da massa foram utilizadas
como critérios para avaliar as culturas iniciadoras testadas, em comparacdo ao
polvilho azedo comercial obtido a partir do tanque proveniente da polvilharia, cuja
fermentacdo foi acompanhada neste trabalho (Tabela 6). Em relacdo a ATT, os
polvilhos obtidos com as culturas iniciadoras diferiram entre si e entre o polvilho
comercial (p < 0,001), sendo que o polvilho obtido do biorreator que utilizava Lb.
plantarum (C) como cultura iniciadora pura apresentou o maior valor de ATT entre as
outras amostras. Entretanto, este valor que n&o se aproximou ao do polvilho
comercial, ficou dentro do estabelecido pela legislacdo, que determina acidez
maxima de 1,0 % para o polvilho doce e maxima de 5,0 % para o polvilho azedo
(BRASIL, 1978b). Assim, o produto obtido apds fermentacdo no biorreator com a
cultura pura L. plantarum (C) pode ser denominado de polvilho azedo. O produto
obtido apds a fermentagcdo com as demais culturas iniciadoras foi denominado
polvilho doce. Os valores de pH dos polvilhos obtidos com as culturas iniciadoras
também diferiram entre si (p < 0,001), sendo que o pH do polvilho obtido no
biorreator com a cultura pura Lb. plantarum (C) foi o Unico que néo diferiu do pH do
polvilho comercial, representando, portanto, a cultura iniciadora cujo pH do polvilho

mais se aproximou do polvilho comercial. Os indices de expansado para os polvilhos
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obtidos com as culturas iniciadoras e para o polvilho comercial ndo diferiram entre si
(p > 0,05).

Tabela 6 Acidez total titulavel (ATT), pH e indice de expanséo para os polvilhos
azedos obtidos em escala piloto em comparacdo ao polvilho azedo comercial

Polvilho Cédigo  ATT (%) pH é‘;‘(‘:‘):ﬂes‘;i
L. brevis A 057 £0,06 “ 6,07 £0,04 * 1,04 £0,00 °
L. plantarum C 1,41 +0,00 ° 364 +0,03 0,98 £0,04 °
L. brevis + P. scutulata B+E 0,71 +0,10 ¢ 4,34 +0,06 ° 1,10 +0,08 °
L. plantarum + P. scutulata D+F 0,40 +0,00 ¢ 4,84 +0,02 ° 1,05 +0,02 2
Polvilho comercial PC 6,75 +0,20 ® 362 +0,04 ® 1,06 +0,05 °

Valores médios + desvio-padrdo na mesma coluna seguidos pela mesma letra sobrescrita sédo
significativamente diferentes (p < 0,001) em relacéo as culturas iniciadoras.

5.5.3 Anélise microbioldgica do polvilho obtido em escala piloto

Os diferentes polvilhos produzidos em escala piloto foram avaliados quanto
aos parametros microbiolégicos contidos na Resolucdo RDC 12 da ANVISA
(BRASIL, 2001). A contagem de colbnias sugestivas de B. cereus encontrada na
amostra retirada do biorreator inoculado com cultura mista de Lb. brevis + P.
scutulata (B+E) foi de 3,33 x 10° UFC/g e na amostra retirada do biorreator que
utilizava a cultura mista Lb. plantarum + P. scutulata (D+F) foi de 1,00 x 10% UFC/g,
valores inferiores a tolerancia permitida pela legislacdo que é de 3,00 x 10°® UFC/g
do alimento. Nas outras amostras nado foi verificado o crescimento de colbnias
sugestivas de B. cereus. A verificacdo da presenca de B. cereus no polvilho azedo é
importante porque esta bactéria tem preferéncia por alimentos ricos em amido e
produz toxinas, podendo causar intoxicacdo alimentar quando consumida em
contagens superiores a 10° UFC/g (GRANUM & LUND, 1997).

Para a andlise de coliformes fecais ou termotolerantes, apenas a amostra

proveniente do biorreator, contendo Lb. brevis em associacdo com P. scutulata
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(B+E) foi positiva e a contagem foi de 4 NMP/g. Estes valores estao abaixo do limite
estabelecido pela legislacdo que é de 10%/g. Os outros resultados encontrados foram
auséncia de Coliformes a 45 °C para as demais amostras e auséncia de Salmonella
spp. em 25 g de todas as amostras. Desta forma, todos os polvilhos produzidos em
escala piloto estariam apropriados ao consumo humano.

A presencga de micro-organismos patogénicos, mesmo em baixas contagens,
se deve possivelmente a umidade um pouco mais elevada do polvilho produzido em
escala piloto. Isso porque, devido a questbes técnicas, o polvilho produzido no
presente estudo, ndo foi seco ao sol, sendo a secagem feita apenas a temperatura
ambiente. Além disso, as baixas contagens de coldnias sugestivas de B. cereus,
encontradas tanto no polvilho comercial quanto em polvilhos produzidos em escala
piloto com culturas mistas, podem ser justificadas pelo fato de que B. cereus é
endofitico da mandioca (TEIXEIRA et al., 2007) e resistente, formando esporos em
condi¢cbes adversas.

Marcon et al. (2007) ao estudarem o efeito que melhorias na fermentacéo
tinham sobre propriedades fisico-quimicas e sensoriais do polvilho azedo, também
concluiram que as condicbes de secagem ao sol das amostras de polvilho
produzidas em laboratério resultaram em um alto conteddo de éagua quando
comparadas ao polvilho comercial, apenas 6,92 % das amostras analisadas
apresentaram valores de umidade de acordo com o estabelecido pela legislacao,
que € de 14 % de umidade (BRASIL, 1978a).
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6 CONCLUSOES

- As bactérias do &cido lactico (BAL) estiveram presentes durante todo processo de
fermentacdo de mandioca acompanhado na polvilharia, tanto na superficie quanto
no meio do tanque, com contagens superiores as contagens de leveduras, indicando
a importancia e predominancia que estas bactérias tém neste tipo de fermentacao.
Lb. brevis foi a espécie mais frequente, seguida por E. faecium, Lb. fermentum e Lb.

plantarum.

- As leveduras estiveram presentes desde o inicio até a metade da fermentacao,
sendo encontradas em contagens significativas, o que sugere que também
desempenham papel importante durante o processo de fermentacdo de mandioca.

P. scutulata representou o maior numero de isolados, seguida por K. exigua.

- Os valores de ATT avaliados para a microbiota predominante aumentaram para as
BAL e foram superiores aos obtidos pelas leveduras, o que indica que estas
bactérias sdo as principais responsaveis pela acidificacdo do meio durante a

fermentacdo de mandioca.

- As BAL utilizadas como culturas iniciadoras puras se mantiveram na fermentacéo
em escala piloto durante os 28 dias do processo. Enquanto que a levedura P.
scutulata permaneceu por sete dias quando em associagdo com Lb. plantarum e por
14 dias quando em associacdo com Lb. brevis. Sugere-se uma intensa associagao
de BAL e leveduras no inicio do processo, sendo que as BAL apresentam um papel
importante do inicio ao fim da fermentacéo, principalmente no que diz respeito a

qualidade e seguranca do produto final.

- O polvilho obtido por meio da fermentacéo realizada em escala piloto e inoculada
com Lb. plantarum como cultura iniciadora apresentou valor de ATT entre 1,0 e 5,0
% e pode, portanto, ser denominado polvilho azedo de acordo com a legislagéo. O
produto obtido com as demais culturas iniciadoras foi classificado como polvilho

doce, por apresentar ATT inferior a 1,0 %.
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- Lb. plantarum apresentou melhor desempenho como cultura iniciadora para a
producéo de polvilho azedo obtido pela fermentacdo em escala piloto. Isto é, maior
valor de ATT entre os polvilhos obtidos com as demais culturas iniciadoras; pH e
indice de expansédo que nao diferiram dos valores obtidos para o polvilho comercial;
e auséncia dos micro-organismos patogénicos pesquisados. Sugere-se, portanto,
gue sejam feitos mais estudos para que uma cultura iniciadora seja estabelecida,
podendo contribuir com a padronizacéo das condi¢cdes de fermentacdo de mandioca,
visando garantir produtos de maior qualidade e aceitabilidade, e consequentemente

gerar mais lucro ao produtor.
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APENDICE A

Tabela A Acompanhamento da acidez total titulavel (ATT) durante
em escala piloto com as culturas iniciadoras selecionadas
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a fermentacéo

ATT (%)

0 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
A 017 0,02 * 077 +005 * 081 +000 * 063 +0,09 > 057 +003 >
C 030 +003 ¥ 095 +005 * 083 +003 X 063 +009 * 071 +0,05
B+E 014 +000 < 086 +005 ** 045 +0,00 > 051 +005 ° 023 +005
D+F 026 +092 < 071 +002 * 048 +003 ° 021 +005 < 053 +005 >

Valores médios + desvio-padrdo na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (a, b, ¢) séo
significativamente diferentes (p < 0,001) em relagéo ao tempo.
Valores médios + desvio-padrdo na mesma coluna seguidos pela mesma letra sobrescrita (x) ndo sao
significativamente diferentes (p > 0,05) em relacao as culturas iniciadoras.
A: Lb. brevis; C: Lb. plantarum; B+E: Lb. brevis + P. scutulata; D+F: Lb. plantarum + P. scutulata



APENDICE B
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Tabela B Acompanhamento do pH durante a fermentagcdo em escala piloto com as

culturas iniciadoras selecionadas

H
0 7 dias 142Iias 21 dias 28 dias

A 569 +0,03 * 377 +008 ¥ 405 +005 X 422 +006 ° 432 +009 >

C 406 016 ™ 299 +002 328 +004 ™ 351 +004 ™ 329 +004

B+E 483 +0,18 * 337 +002 % 353 +001 416 +0,10 > 379 +044 &

D+F 381 +0,02 * 319 +001 350 +002 ™ 376 +006 * 377 +002 *

Valores médios + desvio-padrdo na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (a, b, c, d)
séo significativamente diferentes (p < 0,001) em relacéo ao tempo.
Valores médios + desvio-padrdo na mesma coluna seguidos pela mesma letra sobrescrita (x) ndo séo
significativamente diferentes (p > 0,05) em relacéo as culturas iniciadoras.
A: Lb. brevis; C: Lb. plantarum; B+E: Lb. brevis + P. scutulata; D+F: Lb. plantarum + P. scutulata



APENDICE C

Tabela C Acompanhamento da contagem das culturas iniciadoras selecionadas

durante a fermentacdo de mandioca em escala piloto
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Contagem (log,o UFC/Q)

0 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
A 727 007 ® 7091 +002 ® 734 +002 ® 739 +0,00 ™ 7028 +003
C 761 +003 * 741 +0,00 * 694 +0,03 * 663 +0,04 * 728 +0,07
B 718 +001 * 795 +004 * 642 +0,10 *™ 586 300 * 000 +0,00 Y
E 544 +007 ® 750 +005 * 487 +023 * 000 000 ° 000 +000 »
D 754 +003 * 734 +0,19 2 684 +0,10 ™ 625 +0,13 * 1,97 +341 ™
F 540 +008 ® 766 +023 2 333 +2589 ®» 000 +0,00 ¢ 0,00 +000

Valores médios + desvio-padrdo na mesma linha seguidos pela mesma letra sobrescrita (w, X, vy, 2)
séo significativamente diferentes (p < 0,001) em relacéo ao tempo.
Valores médios * desvio-padrdo na mesma coluna seguidos pela mesma letra sobrescrita (a, b, c)

sdo significativamente diferentes (p < 0,001) em relacdo as culturas iniciadoras.

A: Lb. brevis; C: Lb. plantarum; B+E: Lb. brevis + P. scutulata; D+F: Lb. plantarum + P. scutulata



