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RESUMO

ESTUDOS DAS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS E FISICO-QUIMICAS
DURANTE A FERMENTACAO DA MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz) VISANDO
AS APLICACOES TECNOLOGICAS.

Karine Hojo Reboucas

Orientadores: Prof. Dr2. VVania Margaret Flosi Paschoalin
Prof. Dr. Eduardo Mere Del Aguila

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncia de Alimentos, Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncia de
Alimentos.

A fermentacdo tradicional de fécula de mandioca foi investigada por uma abordagem
polifasica combinando (i) a identificacdo da comunidade microbiana, utilizando técnicas
convencionais e moleculares, (ii) analises de &cidos organicos, compostos volateis, produtos
de fermentacdo e tempo de relaxacdo spin-rede e (iii) avaliacdo das propriedades
tecnoldgicas, tais como propriedades de pasta, indices de absorcao de agua e solubilidade em
agua. A fermentacdo da mandioca foi dominada por géneros de bactérias e leveduras
incluindo Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Lactococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus sp.,
Pichia sp., Issatchenkia sp., Geotrichum sp., Clavispora sp., Rhodotorula sp. e Neurospora
sp. A reducdo do pH foi causada pela producéo de &cidos acético, lactico e succinico. Os
compostos volateis, incluidos &cidos organicos, hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
ésteres e terpenos, que contribuem para o aroma e correspondem a 35% dos compostos apés a
fermentacdo e tratamento de secagem ao sol. A capacidade de expansdo do produto final foi
aumentada conforme revelado por um menor tempo de relaxacdo spin-rede. O produto
fermentado mostrou aumento de quebra de viscosidade, diminui¢do do pico de viscosidade e
resisténcia a retrogradacdo e ndo houve ganho na absorcdo e solubilidade de agua. Os
resultados deste estudo podem ser Uteis para padronizar o processo de fabricagdo do amido de
mandioca no Brasil, fornecendo produtos homogéneos e de alta qualidade.

Palavras chave: Sequenciamento de DNA, analises de compostos volateis por headspace,
acidos organicos, relaxacdo spin-rede, expansdo de massa

Rio de Janeiro
Agosto, 2015



ABSTRACT

STUDIES OF MICROBIOLOGICAL AND PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS
DURING THE FERMENTATION OF CASSAVA (Manihot esculenta Crantz) TARGETING
THE TECHNOLOGICAL APPLICATIONS.

Karine Hojo Reboucas

Orientadores: Prof. Dr2. VVania Margaret Flosi Paschoalin
Prof. Dr. Eduardo Mere Del Aguila

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia
de Alimentos, Instituto de Quimica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como
parte dos requisitos necessarios a obtencéo do titulo de Doutor em Ciéncia de Alimentos.

The traditional fermentation of cassava starch was investigated by a polyphasic
approach combining (i) microbial community identification using conventional and molecular
techniques, (ii) analyses of organic acids, volatile compounds, fermentation products and
spin-lattice relation time and (iii) evaluation of technological properties, such as pasting
properties, water absorption and water solubility indexes. Cassava fermentation was
dominated by bacteria and yeasts genera, including Lactobacillus sp., Leuconostoc sp.,
Lactococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus sp., Pichia sp., Issatchenkia sp., Geotrichum sp.,
Clavispora sp., Rhodotorula sp. and Neurospora sp. The pH reduction was caused by the
production of acetic, lactic and succinic acids. Volatile compounds included organic acids,
aliphatic and aromatic hydrocarbons, esters and terpenes, which contribute to the aroma and
correspond to 35% of the compounds after fermentation and sun-drying treatment. The
expansion ability of the final product was increased as revealed by a shorter spin-lattice
relaxation time. The fermented cassava showed increased breakdown, decreased peak
viscosity and setback and no gain in water absorption and solubility. The results of this study
may be useful to standardize the manufacturing process of cassava starch in Brazil, providing
homogeneous and high quality products.

Keywords: DNA sequencing, headspace volatile analysis, organic acids, spin-lattice
relaxation, loaf expansion

Rio de Janeiro
Agosto, 2015
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1 INTRODUCAO

A espécie Manihot esculenta Crantz, conhecida popularmente como mandioca, é
originaria do continente americano. O Brasil lidera a producéo neste continente e ¢ o segundo
pais na produgdo mundial. A producdo brasileira de mandioca estd em torno de 23,4 milhdes
de toneladas por ano, sendo plantada em 87% dos municipios brasileiros (IBGE, 2013). O
Estado da Bahia é o principal produtor de mandioca da regido Nordeste e historicamente se
posiciona no ranking entre os maiores produtores do Brasil juntamente com o Estado do Para
e do Parand (IEA, 2013).

A conservacao pés-colheita tem sido uma preocupacdo das industrias e dos produtores,
ja que um dos maiores obstaculos para a utilizacdo dessa raiz é a sua elevada perecibilidade,
pois quando armazenada em condi¢Bes ambientais, possui vida Gtil muito restrita. Com o
intuito de valorizar, inovar e conservar uma grande parte da producéo, a mandioca destinada
ao consumo humano pode ser utilizada na forma processada de farinha, polvilho, fécula e
outros produtos (BATALHA et al., 2005; HERMOGENES, 2013).

Muitos produtos industriais hoje, bem aceitos pelos consumidores, sdo originados de
processos artesanais que foram evoluindo ao longo do tempo. A evolugdo das industrias
tradicionais para inovadoras requer um profundo conhecimento destes tradicionais processos
industriais (SPERRY, 2002). Um produto regional, de preparo artesanal com importancia e
tradicdo no Brasil e em alguns paises da América Latina, € o polvilho ou fécula de mandioca,
podendo ser classificado de acordo com o teor da acidez como polvilho doce ou polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo).

O polvilho doce ou amido de mandioca nativo € obtido da lavagem da massa ralada da
mandioca e posterior decantacdo da agua da lavagem, para separar o amido das fibras,
material proteico e impurezas, seguido de uma etapa de secagem. O polvilho fermentado e
seco ao sol (polvilho azedo) € obtido da fermentacdo natural do amido de mandioca nativo em
tanques de fermentacdo, sem inoculacdo e sem suplementacGes nutricionais, até atingir a
acidez aproximada de 5%, apds um periodo de aproximadamente 30 a 40 dias, seguido da
secagem ao sol (SOUZA & BRAGANCA, 2000; SILVEIRA et al., 2000). Além do teor da
acidez, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) também apresenta uma
propriedade de expansdo adquirida diferente do polvilho doce (SOUZA & BRAGANCA,
2000). Esta propriedade vem sendo apreciada de modo crescente pela industria de
panificacdo, no preparo de biscoitos, sequilhos, pdo-de-queijo, bolos, etc, evitando o uso de

fermento bioldgico ou agente quimico para a promocao do crescimento durante o assamento.
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Também € utilizado para o preparo de massas especiais para consumidores celiacos, por ser
um produto livre de gluten (MARCON et al., 2009).

O processo fermentativo, para a obtencdo do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo), resulta em aumento da acidez e reducao do pH devido a acdo da microbiota,
formacéo de acidos organicos, modificagdes na superficie dos granulos do amido, provocadas
por enzimas amiloliticas que causam modificagdes reoldgicas do produto, tais como
diminuicdo da viscosidade e aumento da solubilidade, que conferem ao produto assado
aparéncia inchada, estrutura tipica alveolar do miolo e crosta crocante, além de mudancas no
sabor e aroma (DEMIATE et al., 2000; GUYOT & MORLON-GUYOT, 2001; MARCON et
al., 2006).

Durante a fermentacdo ocorre a producdo de exopolissacarideos (EPS) e de &cido
lactico por bactérias acidas lacticas (BAL) responsaveis pela formacdo da estrutura
viscoelastica, que permite a retencdo de gas e expansdo da massa no forneamento. Outros
estudos demonstram que as BAL representam 80,6% dos microrganismos presentes no
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (MAEDA & CEREDA, 2001). Ampe et al
(2001) identificaram como microrganismos dominantes no polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) as espécies Bifidobacterium minimum, Lactococcus lactis, Streptococcus sp,
Enterococcus saccharolyticus, Lactobacillus plantarum. Também foram encontradas
Lactobacillus panis, Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc citreum.

As BAL nos alimentos fermentados ndo sé contribuem para o sabor, aroma e textura,
mas também promovem a sua qualidade e seguranca (KOPERMSUB & YUNCHALARD,
2010). Em outros estudos também foram encontradas leveduras, tais como Candida sp,
Saccharomyces sp, Issatchenkia sp, Pichia sp e Rhodotorula sp (LACERDA et al., 2005;
OYEWOLE, 2001). O desenvolvimento de leveduras em alimentos fermentados é favorecido
pelo ambiente acido criado por bactérias e o crescimento destas bactérias € estimulado pela
presenca de leveduras, que podem fornecer fatores de crescimento tais como acgucares
fermentaveis, vitaminas e compostos nitrogenados solUveis durante a interagdo com as
bactérias (DE VUYST & NEYSENS, 2005; SCHWAN et al., 2007; PARAMITHIOTIS et al.,
2006).

Como a fermentagdo € natural, € comum encontrar falta de uniformidade no padréo
microbiologico do produto. Ha também uma variacdo da acidez total titulavel que pode ser
atribuida ao fato das fermentacGes ndo serem submetidas a andlises de controle, sendo
interrompidas em diferentes estagios de desenvolvimento e de producéo dos &cidos e, por este

motivo, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) apresenta falta de uniformidade
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até para partidas de mesma matéria-prima e mesma origem (AQUINO et al., 2013), mas
também pode haver contribuicdo da natureza dos acidos formados, com a variacdo da acidez
dependente do tamanho da cadeia e do nimero de carboxilas, sendo encontrados os acidos
latico, acético, propidnico e butirico (DEMIATE et al., 2000).

Visando melhorar o processo produtivo, bem como planejar futuras evolucbes nos
processos artesanais tradicionais para fabricagdo do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) e obter uma maior homogeneidade na qualidade do mesmo, existe a
necessidade de continuidade dos estudos sobre este processo artesanal, com énfase na
padronizacdo da fermentagdo para garantir as propriedades tecnolégicas exclusivas do amido
de mandioca fermentado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas do polvilho doce e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), tendo em vista
a necessidade de padronizacdo e melhoria do processo de fabricacdo brasileira, o
conhecimento e caracterizagdo do processo de fabrico e do produto final, para poder servir de
base para o planejamento e obtencdo de produtos controlados, superiores aos produzidos
atualmente. Tanto quanto sabemos, é a primeira vez que a mandioca e polvilho fermentado e
seco ao sol (polvilho azedo) foram avaliados considerando as propriedades microbiolégicas e
fisico-quimicas durante a fermentagdo da mandioca visando as aplicagdes tecnoldgicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz)

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) (Figura 1) é uma planta da familia
Euphorbiaceae, arbustiva, com muitos galhos, podendo atingir 3 m de altura, produzindo de 6
a 8 raizes feculentas com aproximadamente 30 cm de comprimento e 7 cm de diametro. Seu
ciclo pode ser de 1 ou 2 anos. E conhecida como tapioca nos paises asiaticos, como aipim,
castelinha e macaxeira no Brasil, como yuca nos paises da América do Sul e como manioc em
paises de lingua francesa na Africa (PANDEY et al., 2000).

Figura 1 — Mandioca (Manihot esculenta Crantz)
Fonte: Salla et al. (2010)

Originaria da América do Sul, a mandioca constitui um dos principais alimentos
energéticos para mais de 700 milhdes de pessoas, principalmente nos paises em
desenvolvimento (EMBRAPA, 2014). Foi disseminada pelo mundo através dos negociantes
portugueses, antes de 1600, que a levaram ao continente africano e depois até a Africa
Oriental e Asia (CEREDA, 2002).

Mais de 100 paises produzem mandioca, sendo que o Brasil participa com 10% da
producdo mundial (é o segundo maior produtor do mundo). O cultivo da mandioca situa-se
entre os oito primeiros produtos agricolas do pais, em termos de area cultivada, e 0 sexto em
valor de producdo (EMBRAPA, 2014).
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Em relacdo a safra brasileira de mandioca 2012/13, o IBGE (2013) indicou um volume
produzido de 21,179 milhGes de toneladas, &rea colhida de 1,540 milhdes de hectares e
rendimento medio de 14,026 toneladas/ha, sendo observada uma queda de 11,4% na area e de
9,5% na producdo comparada com a safra anterior. Os ndmeros pouco estimulantes da safra
sdo o reflexo do fraco desempenho de alguns estados produtores afetados pelas condig¢oes
climaticas desfavoraveis, principalmente a falta de chuva durante o ciclo vegetativo da
lavoura.

A composicdo quimica da raiz de mandioca é de aproximadamente 60 a 65% de
umidade; 21 a 33% de amido; 1,0 a 1,5% de proteinas; 0,7 a 1,06% de fibras; e 0,6 a 0,9% de
cinzas (BUTOLO, 2002). A mandioca é rica em carboidratos, fibras dietéticas, minerais
(magnésio e sodio), vitaminas (B, D e E) e pobre em proteinas, lipidios, ferro e vitamina A,
porém algumas variedades de cor amarela apresentam quantidade significante de [(-caroteno
(WESTBY, 2002). Cada cultivar de mandioca tem suas peculiaridades, sendo que o teor de
amido € a caracteristica mais importante e € 0 componente que mais sofre varia¢des, devido a
diversidade de clima, época de plantio, sistema de cultivo e época de colheita da planta
(ALVES et al., 2008).

A velocidade com que a mandioca deve ser processada é um fator determinante na
qualidade e seguranca alimentar do produto, devendo ser processada dentro de um periodo de
24 horas, para evitar a propagacdo de microrganismos. Esse fato demanda que as plantagdes
ndo estejam distantes das unidades de processamento (SEBRAE, 2014).

A producdo de mandioca pode ser transformada em farinha e fécula, gerando no Brasil
uma receita equivalente a 600 milhdes de ddlares em farinha e 150 milhdes de dolares em
fécula (FUKUDA, 2001). Nas regides Norte e Nordeste, ha predominancia da agroindustria
de producdo familiar, sendo inumeras as inddstrias artesanais ou as casas de farinha, cujo
produto se destina principalmente ao consumo doméstico. Os estados do Centro-Oeste, do Sul
e do Sudeste também desenvolvem a atividade voltada para a agroindustria de farinha e
fécula, formando importantes pélos de producdo (SEBRAE, 2008).

A Bahia é o maior produtor nordestino de mandioca e possui um importante centro de
pesquisa da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), localizado na cidade
de Cruz das Almas. A mandioca neste estado se destina basicamente ao consumo humano,

através de uso in natura, de farinha, goma, bijus, tapiocas, entre outros (GROXKO, 2012).
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2.2 0 AMIDO E A FECULA

A diferenca entre fécula e amido € muito pequena e reside apenas no fato de cada um
deles ser retirado de uma parte diferente do vegetal. Amido é o produto amilaceo extraido das
partes aéreas comestiveis dos vegetais (sementes) e fécula é o produto amilaceo extraido das
partes subterr@neas comestiveis dos vegetais (tubérculos, raizes e rizomas) (BRASIL, 1978).
No entanto, a ANVISA revogou a Resolucdo n® 12 de 1978, a Resolu¢do RDC n° 263, de 22
de setembro de 2005. Nesta mais atual, os amidos sdo considerados os produtos amilaceos
extraidos de partes comestiveis de cereais, tubérculos, raizes ou rizomas. Portanto, se 0
produto é retirado de partes aéreas ou subterrdneas, ndo ha mais diferenca na designacéo,
agora todos recebem o nome de amido, inclusive as féculas. Mas os amidos extraidos de
tubérculos, raizes e rizomas ainda podem ser designados de fécula.

O amido é um polissacarideo natural, sendo a principal substancia de reserva de
energia nos vegetais, fornecendo de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem, diferente
dos demais carboidratos e se apresenta na forma de granulos, insolGveis em agua fria, com
formato e tamanho tipico de cada vegetal. Os depoésitos permanentes de amido nas plantas
ocorrem nos Orgados de reserva (raiz, caule, folhas, fruto e sementes), por exemplo, em graos
de cereais (milho, arroz e trigo) e nos tubérculos e raizes de batata e mandioca (LEONEL &
CEREDA, 2002; FRANCO et al., 2001).

O amido ganhou importancia no desenvolvimento de novos produtos por seu baixo
custo e alta disponibilidade a partir de diferentes fontes (ACOSTA et al.,, 2006). O uso
industrial do amido é primeiramente determinado pelas suas propriedades fisico-quimicas
(REIS et al., 2002), sendo a mais importante a sua habilidade de inchamento e de produzir
uma pasta viscosa quando aquecido, em suspensao aquosa (FENNEMA, 2000).

As industrias de alimentos e o0s produtores agricolas estdo interessados na
identificacdo e no desenvolvimento de espécies de amidos com caracteristicas fisico-quimicas
especiais, que poderiam abrir novos mercados. O mercado de amidos vem crescendo e se
aperfeicoando nos ultimos anos, levando a busca de produtos com caracteristicas especificas
que atendam as exigéncias da industria. A producdo de amidos modificados € uma alternativa
que vem sendo desenvolvida hd algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais
limitacOes dos amidos nativos e assim aumentar a utilidade deste polimero nas aplicacdes
industriais (APLEVICZ & DEMIATE, 2007). O mercado brasileiro de fécula de mandioca é
dominado pela fécula nativa com 54% da producdo, seguido da fécula modificada com 20,8%
(VILPOUX, 2003).
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O amido de mandioca € facilmente extraido, j& que as raizes contém pequenas
quantidades de proteinas, gorduras e outros componentes, sendo considerado puro e de cor
branca. O conteudo de lipideos no amido de mandioca é pequeno (< 0,1 %), com isso 0 amido
e seus derivados ndo apresentam sabor e aroma de cereais, 0 que é desejavel para muitos
produtos alimenticios (DEMIATE et al., 2005).

2.2.1 Granulos de amido

O amido é o unico polissacarideo produzido em pequenos agregados individuais,
denominados granulos (ALVES et al., 2012). A variacdo no tamanho dos granulos de amido
(1 e 100 um), distribuicdo de tamanho, composicdo e forma (circular, eliptica, ovalada,
lenticular ou poligonal) (Figura 2) refletem da origem boténica (Tabela 1) e podem afetar o
comportamento fisico-quimico, reoldgico, textural e morfolégico de novos produtos
(LINDEBOOM et al., 2004; ACOSTA et al., 2006; AO & JANE, 2007).

Figura 2 — Formas dos granulos de diferentes tipos de amido: (a) mandioca, (b) milho, (c) araruta, (d)
mandioquinha-salsa, (e) batata doce e (f) batata
Fonte: mandioca e milho (com aumento de 2000 e 500x, respectivamente) Schmitz et al. (2006), com
modifica¢es e araruta (com aumento de 1440x), mandioquinha—salsa, batata doce e batata (ndo especificado
aumento) Leonel (2007), com modificagdes.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos granulos de alguns amidos

Amido Tamanho do grénulo (um) | Formato do granulo
Cereais
Milho 5-25 Redondo, poligonal
Trigo 2-38 Redondo, lenticular
Aveia 5-15 Redondo
Cevada 2-5 Redondo, lenticular
Sorgo 4-24 Redondo, poligonal
Millet 4-12 Redondo, poligonal
Centeio 12-40 Lenticular
Arroz 3-8 Poligonal
Raizes e Tubérculos
Batata 15-100 Volumoso, oval
Batata doce 2-42 Redondo, oval e poligonal
Mandioca 5-35 Redondo-oval, truncado

Fonte: Hoover (2001)

A pasta de amido de tubérculos e raizes apresenta géis mais fracos e pouco
consistentes, porém sdo de alta viscosidade, translucidos, longos, coesivos, fibrosos e de baixa
tendéncia para retrogradar pelo seu baixo conte(do de amilose (aproximadamente 17%) e de
lipideos (FRANCO et al., 2001).

O granulo de amido é constituido de moléculas de amilose e amilopectina associadas
entre si por pontes de hidrogénio, formando éreas cristalinas radialmente ordenadas. Entre
essas areas cristalinas existem regides amorfas, nas quais as moléculas ndo tém uma
orientacdo particular e estas areas mantém a estrutura do granulo e controlam o
comportamento do amido em &gua, fazendo com que o grénulo de amido absorva uma
quantidade limitada de agua, embora seja constituido de polimeros sollveis ou parcialmente
sollveis neste liquido (MATSUGUMA, 2009).

A funcionalidade dos amidos esta diretamente relacionada a essas duas
macromoléculas e a sua organizagdo fisica dentro da estrutura granular (BELLO-PEREZ,
2006a). Ambas fracdes apresentam a formula (CgH10Os)n, de peso molecular elevado e
geralmente, os amidos contém 20% de uma fracdo soltvel em agua (amilose) e 80% de uma
fracdo insoltvel em &gua (amilopectina), elas sdo constituidas por unidades de D- glicose,
diferindo em tamanho e estrutura molecular. Quando s&o tratadas com &cido ou por agéo
enzimética, as fragcfes do amido hidrolisam-se lentamente originando dextrina, maltose,
acucares simples ou monémeros de glicose (FERREIRA et al., 2005; LEONEL & CEREDA,
2002).

O granulo de amido geralmente apresenta baixos teores de cinzas, proteinas, lipidios e

fibras. A quantidade destes constituintes depende da composicdo da planta e do método de
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extracdo e quanto menor o teor dessas substancias, melhor a qualidade e pureza do amido
(ROCHA et al., 2008).

2.2.1.1 Amilose e amilopectina

A amilose (Figura 3b) é um polimero com estrutura essencialmente linear que contém
até 6.000 unidades de a-D-glicoses (Figura 3a) unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, com
um pegueno namero de ramificacdes (0,3 a 0,5% do total das liga¢cbes), sendo considerada a
principal responsavel pelo processo de retrogradacdo do amido. Ela possui a tendéncia de
formar hélice e girar, mesmo através de véarias camadas de amilopectina (FENNEMA, 2000;
FRANCO et al., 2001).

(b) fragmento molecular
§ CHHOH da amilose

OH
(a) representacdo
da glucose

(<) fragmente molecular
da amilopectina

Figura 3 — (a) Representacéo planar da molécula de a-D-glucose, (b) representagdo esquematica da
estrutura de um fragmento da amilose e (c) representacdo esquematica da estrutura de um fragmento da
amilopectina.

Fonte: Taggart (2004)

O conteudo de amilose influencia as propriedades nutricionais e tecnoldgicas, como
suceptibilidade a hidrélise enzimatica e na gelificacdo e comportamento da pasta
(DENARDIN & SILVA, 2009). Durante o aquecimento do granulo de amido em meio
aquoso, a amilose contribui na viscosidade da fase continua da dispersdo amido-agua
(FUKUOKA et al., 2002; THIRE et al., 2003).

A amilopectina (Figura 3c) tem uma estrutura altamente ramificada, de cadeias

curtas, possuindo cerca de 1000 unidades de a-D-glicose unidas por ligagdes a (1-4) e com 5
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a 6% de ligagdes a (1-6) nas ramificacbes (FENNEMA, 2000; FRANCO et al., 2001). Estas
ramificacdes possuem dupla hélice e o comprimento das cadeias varia com a origem do amido
e a espécie, porem é comum apresentarem entre 20 e 30 unidades de glicose (FRANCO et al.,
2001; CEREDA et al., 2001; BELLO-PEREZ et al., 2006b). O peso molecular é cerca de
1000 vezes o peso molecular da amilose.

A unidade de glicose terminal da cadeia polimérica tem um grupo aldeido latente (-
HOCH,;), e ¢é conhecido como grupo redutor ou extremidade redutora do amido
(VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004; LAJOLO & MENEZES, 2006). As diferencas entre as
moléculas de amilose e amilopectina podem ser evidenciadas através da massa molar, grau de
polimerizagdo e outras propriedades fisico-quimicas.

A amilopectina ¢ menos propensa a retrogradacdo do que a amilose, tende a ser
soltvel, formando solucdes que ndo gelificam sob condi¢bes extremas de altas concentracfes
e baixas temperaturas (ARIAS, 2000). Ela absorve muita 4gua durante a coc¢do do amido e é
a grande responsavel pelo inchamento do granulo. Portanto, amidos ricos em amilopectina sdo
mais sollveis em agua a 95 °C do que os que contém muita amilose.

Os teores de amilose e amilopectina podem variar de acordo com a fonte de amido
(Tabela 2), nas quantidades relativas, tamanho, forma e modo de associa¢do no granulo, o que
determina a extensdo e o tipo de estrutura cristalina, além de afetar nas propriedades
funcionais do amido (WEBER et al., 2009). A fécula de mandioca apresenta
aproximadamente 18% de amilose e 82% de amilopectina (CEREDA et al., 2001).

Tabela 2 - Contetido de amilose e amilopectina de alguns amidos

Amido Amilose (%) Amilopectina (%)
Milho dentado 25 75
Milho ceroso <1 >99
Mandioca 17 83
Batata 20 80

Milho com alto teor de amilose 55-70 (maior) 45-30 (menor)

Trigo 25 75
Arroz 19 81

Fonte: Thomas & Atwell (1999)

2.3 PROPRIEDADES DO AMIDO

Na industria de alimentos nacional e na internacional, o amido é utilizado como
ingrediente para facilitar o processamento, fornecer textura, servir como espessante, fornecer
solidos em suspensao ou proteger os alimentos durante o processamento. Pode ser utilizado na

sua forma natural ou, por intermédio de processamentos adicionais, dar origem a produtos
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como amidos modificados, xaropes de glicose, maltose ou frutose e maltodextrinas, entre
outros (FRANCO et al., 2001).

Segundo Ao e Jane (2007), as caracteristicas e as propriedades fisico-quimicas do
amido nativo sdo dependentes da espécie e/ou das variedades de origem. Charles et al. (2005)
analisaram e observaram o amido de cinco cultivares de mandioca em relacdo ao tamanho dos
granulos de amido, os quais variaram entre 12,9 e 17,2 um e as temperaturas de gelatinizag&o.
Na forma ndo modificada, os amidos tém uso limitado na industria alimenticia, o amido
modificado incrementa ou inibe suas caracteristicas originais, tais como promover
espessamento, melhorar retengdo, aumentar estabilidade, melhorar sensagdo ao paladar e
brilho, gelificar, dispersar ou conferir opacidade. A viscosidade final dos amidos nativos é
extremamente dificil de controlar a nivel industrial porque a temperatura ndo pode ser
ajustada com a velocidade suficiente para evitar problema de insuficiéncia ou excesso de
cozimento (FANI, 2009).

O polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) é um derivado apenas da fécula
de mandioca e é considerado um amido modificado por oxidacdo que permite adquirir a
propriedade de expansdo que outros amidos nativos ndo apresentam, sendo usado na
fabricacdo de biscoitos de polvilho e pédo de queijo (FANI, 2010). O polvilho fermentado e
seco ao sol (polvilho azedo) é o amido modificado mais consumido no Brasil.

2.3.1 Inchamento e solubilidade do amido

Estas caracteristicas variam de acordo com a fonte do amido, fornecendo evidéncias da
interacdo entre as cadeias nos dominios amorfos e cristalinos dos polissacarideos. A extenséo
destas interagdes é influenciada pela propor¢do amilose, amilopectina e pelas caracteristicas
dessas moléculas (distribuicdo e peso molecular, grau e comprimento de ramificacfes e
conformacéo) (SINGH et al., 2003). A amilopectina contribui para o inchamento do granulo,
enquanto a amilose e os lipidios o inibem (ROCHA et al., 2008).

Com a entrada de agua, grande parte da amilose deixa os granulos e contribui para o
indice de solubilizacdo. A tendéncia para a saida da amilose estd na dependéncia da
conformacdo do granulo e no envolvimento desta com as regides amorfas, constituidas
principalmente pela amilopectina. Assim, a avaliacdo do poder de inchamento e do indice de
solubilizacdo contribui para estimar o tipo de organizacgdo existente no interior dos granulos
de amido (MARCON et al., 2007).
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O poder de inchamento é uma medida para determinar a capacidade de hidratacdo dos
granulos segundo o peso do granulo intumescido (inchado) e da &gua oclusa (MARCON et
al., 2007).

Os granulos de amido intactos ndo sdo soluveis em agua fria, mas eles podem reter
pequenas quantidades quando colocados em &gua fria, ocasionando um pequeno inchamento,
de forma reversivel. Entretanto, quando o amido é aquecido em excesso de &gua, acima da
temperatura de empastamento, a estrutura cristalina € rompida pelo relaxamento das ligacdes
de hidrogénio e as moléculas de agua interagem com os grupos hidroxilas da amilose e da
amilopectina, causando um aumento do tamanho dos granulos e também ocorre solubilizacdo
parcial (HOOVER, 2001).

2.3.2 Gelatinizacdo do amido

Nas aplicacdes de amido no processamento de alimentos € muito comum que seja
suspenso em agua e submetido ao aquecimento (DAIUTO, 2005). As mudancas que ocorrem
nos granulos de amido durante a gelatinizacédo e retrogradacdo sdo os principais determinantes
do comportamento de pasta desses amidos, que tém sido medidas principalmente pela
viscosidade aparente durante o aquecimento e resfriamento de dispersdes de amido
(HENRIQUE et al., 2008).

A gelatinizacdo do amido é o colapso do arranjo molecular, onde o granulo sofre
mudancas irreversiveis em suas propriedades de modo que ao intumescer ocorre a fusdo da
cristalinidade nativa, perda de birrefringéncia e solubilizagdo. O ponto de gelatinizag&o inicial
e a proporcao sobre o qual ocorre € influenciado pela concentracdo de amido, método de
observacdo, tipo de granulo e a fonte botanica (SINGH et al., 2003). Dependendo do tipo de
amido (natural ou modificado), do pH da suspensdo aquosa e da programacdo de
aquecimento, varios perfis de gelatinizagdo e empastamento podem ser gerados (WHISTLER
& BEMILLER, 1997).

Segundo Avila et al. (2012), as propriedades térmicas do amido durante o periodo de
gelatinizacdo sdo determinantes para que a funcionalidade do mesmo seja conhecida. Durante
0 aquecimento, as ligacdes mais fracas de pontes de hidrogénio entre as cadeias de amilose e
amilopectina sdo quebradas proporcionando a absorcdo de agua e consequentemente o
aumento do volume do grdo de amido. Este processo chega ao fim com o rompimento da
estrutura granular, inchamento, hidratacdo e a solubilizagdo molecular do amido
(DENARDIN & SILVA, 2009). Para quebrar a estrutura granular, é necessario o
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fornecimento de energia e o tipo e a quantidade de energia, assim como a presenca de outros
ingredientes, especialmente a &gua, determinara a intensidade do rompimento da estrutura
granular. O grau de rompimento da estrutura granular influencia na qualidade do produto
alimentar final (SASAKI et al., 2000).

Outra propriedade relacionada a gelatinizag&o é a retrogradacgdo, que é uma importante
propriedade funcional em alimentos que contém amido e este atributo envolve a associagéo
intermolecular da amilose, apos ter ocorrido o empastamento, resultando em um gel firme
devido a formacdo de zonas cristalinas durante o armazenamento (DAIUTO, 2005). A
liberacdo de agua ou sinerese, que ocorre apds o resfriamento da pasta, em consequéncia da
retrogradacdo, é uma propriedade indesejavel principalmente para produtos prontos como
pudins, flans, entre outros (MATSUGUMA et al., 2009).

Acredita-se que a amilose € o Unico componente do amido que intervém na
retrogradagéo, excluindo a contribuicdo da amilopectina. No entanto, estudos mais recentes
mostram que sob determinadas condic¢des experimentais, a retrogradacdo da amilopectina néo
pode ser excluida do total da fracdo do amido retrogradado (JAILLAIS, 2005). Em amidos de
gendtipos ndo mutantes, a amilose € responsavel por mudancas no gel do amido em menos de
24 horas e a amilopectina € responsavel pelas mudancas estruturais e reoldgicas na pasta de
amido em periodos mais longos. A quantidade de agua no gel e a temperatura de estocagem
podem afetar a velocidade e a extenséo da retrogradacdo (LOBO & SILVA, 2003).

De modo geral, as raizes e tubérculos apresentam amidos com menor proporcdo de
amilose do que a encontrada nos cereais regulares ou ndo cerosos. Consequentemente, 0s géis
formados ndo se tornam rigidos com o avanco do resfriamento (retrogradacao). No entanto,
outros fatores como temperatura, tamanho, concentracdo dos granulos e a presenca de
componentes quimicos como lipideos, podem influenciar o comportamento geral do amido
(DENARDIN & SILVA, 2009).

2.4 AMIDOS MODIFICADOS

Amidos nativos ndo podem ser usados para prepara¢ao de todos os tipos de produtos.
As mudancas estruturais, como a retrogradacdo, de temperatura durante processos
tecnoldgicos e a estocagem do produto final afetam negativamente a qualidade de alguns
produtos com o tempo conduzindo a baixa estabilidade e a pobre resisténcia a tensdo de
cisalhamento, pH e pressédo (SIKORA et al., 2004).
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O mercado de amidos vem crescendo e se aperfeicoando nos Ultimos anos, levando a
busca de produtos com caracteristicas especificas que atendam as exigéncias da industria. A
producdo de amidos modificados € uma alternativa que estd sendo desenvolvida ha algum
tempo com o objetivo de superar as limitacGes dos amidos nativos, e assim, como aumentar a
utilidade deste polimero nas aplicagdes industriais (SILVA et al., 2006).

As razbes que levam a modificacdo sdo: modificar as caracteristicas de cozimento
(gomificacdo); diminuir a retrogradacéo e a tendéncia das pastas em formarem géis; aumentar
a estabilidade das pastas ao resfriamento e descongelamento, a transparéncia das pastas ou
géis e a adesividade; melhorar a textura das pastas ou géis e a formacéo de filmes e adicionar
grupamentos hidrofobicos e introduzir poder emulsificante (SILVA et al., 2006).

O Brasil tem expressiva producdo de amido modificado, segundo dados da Associagao
Brasileira de Amido de Mandioca (ABAM), o pais exportou aproximadamente 35 mil
toneladas de amido modificado (ABAM, 2010).

Para obter propriedades diferentes do amido natural, a estrutura quimica do amido
pode ser modificada por métodos quimicos, empregando reagentes especificos (&cido acético
glacial, anidrido acético, hipoclorito de sddio, permanganato de potassio, acido latico e acido
citrico) para alterar a estrutura das macromoléculas componentes do amido; por métodos
fisicos, como tratamento térmico, exposicdo a radiacdes ou métodos enzimaticos
(GONCALVES et al., 2009).

A etapa de secagem sob luz solar promove a degradacdo oxidativa do amido de
mandioca quebrado pela acidificacdo provocando alteragdes na estrutura molecular dos
mesmos resultando em propriedades funcionais tais como maior solubilidade em agua,
capacidade de formacéo de pastas fluidas com alto teor de solidos, com elevada transparéncia,
viscosidade relativamente baixa, maior resisténcia a retrogradacéo e cria solugdes coloidais de
estabilidade realcada (SIKORA et al., 2004).

2.5 DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES DE PASTA DOS AMIDOS

As mudangas que ocorrem nos granulos do amido durante a gelatinizacdo e
retrogradacdo sdo parametros que determinam o comportamento de pasta. Essas medidas sao
acompanhadas pelas mudancas de viscosidade, temperatura e suspensfes de amido
(MOORTHY, 2004).
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As curvas de viscosidade permitem determinar a temperatura de formacdo de pasta,
resisténcia a acdo mecanica dos granulos inchados, viscosidade maxima e a temperatura na
qual ocorre a influéncia do resfriamento sobre a viscosidade (WANG & WANG, 2003).

Os granulos do amido de mandioca sofrem grande inchamento na presenca de agua e
em temperaturas mais baixas, porém as forgas associativas tornam-se frageis, sob agitacdo
mecanica, apresenta um pico de viscosidade, seguido de uma acentuada queda durante o
aquecimento (HENRIQUE et al., 2008).

O aquecimento do amido em excesso de agua ocasiona a perda da estrutura cristalina,
produz inchamento dos granulos e solubilizacdo parcial dos polimeros estimulando o
aparecimento das propriedades viscoelasticas do amido. Dependendo da severidade das
condicdes do tratamento térmico (tempo, temperatura), pressao, cisalhamento, teor de
umidade e presenca de outros constituintes, a fase de separacdo da amilose e amilopectina
pode iniciar ainda durante o processamento, resultando em um composto heterogéneo
(DAIUTO, 2005).

2.5.1 Analisador Rapido de Viscosidade (RVA)

O RVA é um viscosimetro rotacional muito utilizado para a avaliagdo da qualidade de
amidos e farinhas em muitos paises (HENRIQUE et al., 2008). O perfil de empastamento de
amidos obtidos pelo RVA inclui pico de viscosidade, tempo para atingir esse pico, quebra,
viscosidade final e temperatura de pasta.

No RVA, durante a fase inicial de aquecimento de uma suspensédo aquosa de amido, é
registrado um aumento na viscosidade quando os granulos comegam a inchar. Neste ponto,
polimeros com baixo peso molecular, moléculas de amilose, comecam a ser lixiviadas dos
granulos. Durante a fase de temperatura constante (95°C), os granulos quebram e a
solubilizacdo dos polimeros continua interferindo na viscosidade. Durante a fase de
resfriamento, polimeros de amilose e amilopectina solubilizados comegam a se reassociar e

outro aumento na viscosidade é registrado, conhecido como tendéncia a retrogradagéo.

2.6 O POLVILHO

O polvilho ou fécula de mandioca é classificado em doce e azedo segundo o teor de
acidez. Para o produto fermentado, a acidez deve ser no méaximo de 5 mL de NaOH N/100g,
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para 0 ndo-fermentado de 1 mL de NaOH N/100g, as outras caracteristicas continuam
idénticas (BRASIL, 1978).

De acordo com a Instru¢cdo Normativa n° 23 de 14 de dezembro de 2005 - Normas de
Classificacdo de Produtos Amilaceos — no Brasil, 0 amido de raizes e tubérculos recebe a
denominacgdo de fécula e quando extraido da mandioca e seco ao sol, sem fermentacdo é
conhecido como polvilho doce que é utilizado como matéria prima para a producdo de
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) e de inimeros outros produtos (BRASIL,
2005).

Frequentemente, sdo encontradas diferencas em relacdo a estes valores, isto ocorre
pelo fato do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) ser produzido por
fermentacdo natural, sem condi¢Ges de controle, o que dificulta a uniformidade do produto.
Em partidas de lotes da mesma origem, ocorrem problemas de controle de higiene que
interferem no produto final (ARIAS, 2000).

2.6.1 O polvilho doce

O processo da producdo consiste de lavagem e descascamento das raizes, ralacdo para
desintegracdo das células, liberacdo dos granulos de amido, separacédo das fibras e do material
soluvel, e finalmente secagem. O bagaco acumulado é eliminado e a fécula é separada
(SOUZA & BRAGANCA, 2000).

A producdo ocorre em empresas artesanais, de pequeno porte e de grande
investimento, nas quais pode ser observado que o tempo de processamento, desde a recepgdo
da matéria-prima na moega (peca de madeira) até o armazenamento do produto seco
(DEMIATE et al., 2003).

2.6.2 O polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

E obtido pela fermentagdo de polvilho doce ou da fécula recuperada do liquido de
prensagem da massa ralada, como subproduto da fabricacdo de farinha de mandioca e de
raspas. O polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) tem se destacado como uma
alternativa de baixo custo a producéo de amidos modificados, por aproveitar parte da estrutura
da farinheira e de ndo exigir investimentos muito elevados (MAEDA & CEREDA, 2001).

Durante a fermentagdo do amido de mandioca desenvolve-se uma variada microbiota,
responsavel pela producdo de enzimas amiloliticas e de &cidos organicos que podem ser

responsaveis pelas propriedades funcionais do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
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azedo). A principal diferenca entre a fécula fermentada e a fécula nativa de mandioca, reside
na propriedade de expansdo. Durante a fermentacdo, o granulo sofre modificagbes pelos
acidos produzidos, aumentando a capacidade de se solubilizar e intumescer em agua
(MAEDA & CEREDA, 2001). A agua, que o granulo pode absorver e reter, esta relacionada
com o poder expansdo da massa do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) ao
forno aumentando a sua qualidade (MACHADO et al., 2012).

2.6.2.1 Tecnologia de fabricacéo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

Para a fabricacdo de polvilho de qualidade é necessario observar os procedimentos
recomendados para o processamento de alimentos: localizacdo adequada da unidade de
processamento; utilizacdo de medidas rigorosas e higiene dos trabalhadores na atividade;
limpeza diaria das instalacGes e equipamentos; matéria-prima de boa qualidade; tecnologia de
processamento apropriada; embalagem e armazenagem adequadas (SOUZA & BRAGANCA,
2000).

Os equipamentos necessarios para a fabricacdo do polvilho incluem: lavador /
descascador, ralador, tanque para lavagem da massa, tanques para decantacdo do polvilho,
jiraus para secagem do polvilho, estrado para classificagdo e empacotamento, cubas pléasticas,
e balanga mecanica (FANI, 2010).

A fabricacdo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) tradicional foi
descrita por Cereda et al. (2000), compreendendo a extracdo da fécula das raizes de mandioca
e sua fermentacdo natural (Figura 4a). Outros autores descrevem também a fermentacdo da

fécula (polvilho doce) comercial pela adicdo de agua (Figura 4b).
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Figura 4 — Processamento de producdo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) por fermentagdo
direta da massa ralada da mandioca (a) e adicionando agua ao polvilho doce (b). Fonte: Fani (2010) com
modificagdes.

De forma geral, o fluxograma de obtencdo do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) consiste em: colheita das raizes, lavagem e descascamento, ralagem para a
extracdo do “leite de amido” (suspensdo de amido em agua, conforme denominado pelas
empresas), 0 mesmo € separado do bagagco por peneiras planas vibratorias ou conicas
rotativas, sob agua corrente. O bagaco (polpa ou massa) acumulado é eliminado e o amido é
arrastado pela dgua onde sera separado por decantacdo em tanques de alvenaria ou chicanas
(labirintos) revestidos de cerdmica ou com divisérias de madeira. O amido obtido é
transferido para tanques de fermentagéo que podem ser desde cochos de madeira a tanques de
alvenaria, revestidos ou ndo com ceramica, cobertos ou descobertos (MARCON et al., 2009).

O amido deve permanecer nos tanques de fermentacdo sob uma camada de agua em
torno de 5 a 20 cm e por um intervalo de tempo que varia de acordo com as condigdes

climéticas, de 20 até 60 dias. O processo é concluido, empiricamente, com o aparecimento de
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espuma na superficie e bolhas persistentes que se formam no interior da massa e
desprendimento de forte odor caracteristico. A secagem é feita ao sol, colocando a massa
sobre jiraus de bambu e o periodo de secagem varia de acordo com as condic¢des climaticas
(DEMIATE et al., 2000).

2.6.2.2 Processo fermentativo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

Produtos fermentados sdo utilizados pelo homem desde épocas remotas, como forma
de preservacdo de alimentos e também pelos atributos sensoriais (CAPLICE &
FITZGERALD, 2000). Até hoje, alguns destes processos sdo conduzidos de forma bastante
rudimentar. No caso da fermentacdo da mandioca, reduz a toxicidade do substrato quanto ao
cianeto, torna a polpa mais macia, resulta em um sabor e aroma tipico e d& novas
caracteristicas, sendo diferentes do amido nativo de mandioca (KIMARYO et al., 2000;
CAPLICE & FITZGERALD, 2000; COULIN, 2003).

A fermentacdo da mandioca consiste em uma etapa inicial onde microrganismos
aerobios, facultativos e anaerdébios (bactérias produtoras de é&cido latico e leveduras
fermentativas), presentes na mandioca, se desenvolvem e a producéo de &cido latico diminui o
pH e inibe o crescimento indesejavel de bactérias Gram (-) e esporuladas. Na fermentacdo
secundaria, as leveduras fermentativas, que sdo acido-tolerantes, utilizam todo o carboidrato
fermentavel residual seguido de uma etapa pds-fermentativa, onde o crescimento microbiano
(bolores e leveduras oxidativas) pode ocorrer na superficie do produto fermentado
(PELCZAR JUNIOR et al.,1996).

As BAL sédo capazes de controlar os microrganismos especificos ou a sucessao de
microrganismos gue determinam a microflora dos alimentos, base para o desenvolvimento de
culturas starter, também conhecidas como culturas iniciadoras, as quais sdo muito desejaveis
(CAPLICE & FITZGERALD, 2000).

2.6.2.3 Propriedade de expansao do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

Esta propriedade pode ser justificada pela fermentacdo e exposicdo a luz ultravioleta
(DIAS et al., 2007). Machado et al. (2007) compararam varios métodos de secagem do
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) e concluiram que as alteraces nas
propriedades tecnoldgicas do amido podem ser obtidas por processos fisicos, tais como

experimento térmico ou exposicdo a radiacdes. A radiacdo ultravioleta demonstrou ser um
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catalisador da etapa de secagem, além de demonstrar maior capacidade de absorcao de agua e
maior resisténcia, apresentou maiores picos no perfil do poder de inchamento do produto.

Pesquisas realizadas no amido de mandioca fermentado e seco ao sol durante o
forneamento indicaram que oxidacdo do amido, promovida pela radiacdo UV proveniente da
luz solar e na presenca de &cidos organicos, € um dos responsaveis por este fenémeno (DIAS
etal.,, 2011).

2.6.2.4 Secagem Artificial

A secagem ao sol ocasiona uma série de transtornos, desde elevada contaminagao por
poeira até a falta de padrdo de lotes, enquanto que a secagem artificial poderia regularizar
estes problemas e tornar o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) um produto
comercialmente confiavel, sem contaminagdo, mas o poder de expansdo se encontra
diminuido, sugerindo que a radiagdo solar é responsavel por esta caracteristica.

A maioria dos trabalhos, sobre a modificacdo de amido pela irradiacdo UV, emprega
uma fonte artificial (UVA, UVB ou UVC) sobre os amidos acidificados artificialmente,
avaliando sua qualidade em relacdo as propriedades de expansdo (MACHADO et al., 2012).

O amido nativo de mandioca seco ao sol e o amido fermentado seco em estufa
apresentam uma baixa propriedade de expansdo. No entanto, o amido fermentado de
mandioca e 0 amido de mandioca tratado com acidos organicos apresentaram propriedade de
expansdo quando secos ao sol ou com lampadas de luz ultravioleta, sugerindo que a
propriedade de expansdo resulta de alguma modificacdo do amido causada pela luz
ultravioleta (do sol ou das lampadas) na presenca de &cidos organicos (DIAS et al., 2007).

2.7 PAPEL DOS MICRORGANISMOS DURANTE A PRODUCAO DO POLVILHO
FERMENTADO E SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)

Os microrganismos envolvidos neste tipo de fermentacdo, em sua maioria séo BAL,
seguidas de leveduras, as quais se desenvolvem a partir dos metabdlitos amiloliticos das BAL
(WOSIACKI & CEREDA, 2002). As diversas alteracGes que ocorrem na fécula da mandioca
durante a fermentacdo sdo atribuidas ao desenvolvimento de uma microbiota variada
proveniente da matéria-prima, agua e meio ambiente, uma vez que o0 Unico substrato
empregado restringe-se a uma suspensdo de amido granular em agua (SILVEIRA et al.,
2000).
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A fermentacéo natural é feita por uma microbiota mista, que aumenta a acidez titulavel
durante o processo. A predominancia de microrganismos ocorre naturalmente durante o
processo e foi descrito a prevaléncia de BAL. Os principais micro-organismos envolvidos na
fermentacdo de mandioca sdo as BAL, com prevaléncia do género Lactobacillus, seguido por

leveduras, como Pichia sp. e Galactomyces geothricum (LACERDA et al., 2005).

2.7.1. Bactérias acido-laticas (BAL)

O grupo das bactérias acido-laticas (BAL) é o principal representante dos probidticos
em alimentos, pertencentes ao filo Firmicutes, classe Bacilli. O grupo das BAL compreende
11 géneros de bactérias Gram positivo: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Vagococcus e Weissella (MOGENSEN et al., 2003).

Sdo Gram-positivos, geralmente imdveis, ndo produzem esporos, ndo produzem a
enzima catalase, sdo anaerobios aerotolerantes, fastidiosos, &cido-tolerantes, estritamente
fermentadores, sendo o &cido latico, o principal produto final da fermentacéo do acgucar.

Em geral, estas bactérias sdo mesofilas, mas podem crescer em baixas temperaturas
como 10°C, ou altas como 45°C, em situacbes especificas; sdo pouco proteoliticas e
lipoliticas e requerem aminoéacidos, vitaminas do complexo B e bases pdricas e pirimidicas
para o crescimento (KUBO et al., 1992). Geralmente, membros do grupo estdo presentes em
ambientes nutricionalmente ricos como vegetais, leites, carnes, e alguns compdem a
microbiota normal como cavidade oral, trato intestinal e vaginal de mamiferos (LEITE et al.,
2012).

Elas sdo caracterizadas principalmente pela sua habilidade em formar varios isdmeros
de &cido latico durante fermentacéo da glicose e pode ser extraido de produtos fermentados e
analisado quanto a sua habilidade em girar a luz polarizada. Estdo agrupadas em
homofermentativas ou heterofermentativas de acordo com o produto final da sua fermentacao.
As homofermentativas produzem &cido latico como principal produto da fermentacdo da
glicose, apresentando a enzima aldolase, que fermenta glicose diretamente a acido lactico,
incluindo o género Streptococcus (produz L(+) lactato) e Pediococcus (produz DL lactato).
As heterofermentativas produzem outros produtos além do acido lactico, dioxido de carbono,
acido acético e etanol, utilizando a via alternativa da pentose monofosfato, convertendo as

hexoses em pentoses pela enzima fosfocetolase, produzindo no processo aldeidos e diacetil,
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substancias altamente desejaveis para formacdo de aromas; dentro desta fase estdo o género
Leuconostoc e um subgrupo do género Lactobacillus, a Betabactéria (CARR et al., 2002).

A acdo antagonista de espécies de BAL contra microrganismos indesejaveis em
alimentos € descrita em leite e queijos, onde inibe alguns patégenos
como Staphylococcus sp., Listeria sp., Salmonella sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. e
bactérias do grupo coliforme (URAZ et al., 2001; ALEXANDRE, 2002; CARIDI, 2003).

2.7.1.1 Género Lactobacillus sp.

E o género mais amplo do grupo de BAL, incluindo cerca de 160 espécies e 27 sub-
espécies (EUZEBY, 2009); é muito heterogéneo, abrangendo espécies com grande variedade
de propriedades fenotipicas, bioquimicas e fisiologicas, ndo sdo moveis em sua grande
maioria, catalase e oxidase negativas, ndo reduzem nitrato, ndo produzem indol ou H,S e nem
formam esporos. Podem ser encontrados em diversos produtos alimenticios devido ao seu
potencial probi6tico (KONEMAN et al., 2005).

A heterogeneidade é refletida pela taxa de porcentagem do conteudo de guanina e
citosina (GC) do DNA das espécies incluidas neste género. Trés subgrupos de classificacdo
dos lactobacilos foram criados baseando-se nas caracteristicas fisiologicas de diferentes
espécies, relacionadas com a presenca ou auséncia de enzimas essenciais no metabolismo
homo ou heterofermentativo do aclcar (LEITE et al., 2012).

Este género exerce papel crucial na producdo de alimentos fermentados, como
vegetais, carnes e produtos lacteos. Nas ultimas décadas vem sendo amplamente aplicados na
industria de alimentos, como cultura iniciadora (starter) e cultura adjunta (incluindo
probioticos), aumentando o interesse no estudo de suas fungdes e metabolismo. Geralmente,
sdo 0s mais acido-tolerantes do grupo das BAL e, portanto, estdo ativos no final de muitos
processos fermentativos espontaneos, como fermentacédo de silagens e vegetais (LEITE et al.,
2012).

2.7.1.2 Género Lactococcus sp.
Este género apresenta-se como células gram-positivas esféricas ou ovoides de 0,5 —

1,2 x 0,5 - 1,5 um, ocorrendo em pares ou pequenas cadeias em meio liquido, sdo imdveis e
ndo produzem a enzima catalase (RATTRAY & O'CONNELL, 2011). Séo anaerobicos
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facultativos, oxidase negativa, ndo formam endosporos e crescem geralmente entre 10 °C e 30
°C (HUTKINS, 2006).

E comumente encontrado em superficies de plantas, peles de animas e em leite; sdo
homofermentativos, com excecdo da subespécie lactis que utiliza o citrato, recentemente
reconhecida como L. lactis (BESHKOVA et al., 2002).

O género inclui 6 espécies (EUZEBY, 2008), a Lactococcus lactis subsp. lactis e L.
lactis subsp. cremoris sdo as duas subespécies mais utilizadas como cultura starter na
industria de produtos lacteos, principalmente na fabricacdo de queijos (RATTRAY &
O’CONNELL, 2011; CASALTA & MONTEL, 2008).

Nos ultimos anos, estudos mostraram que esse microrganismo é capaz de melhorar o
equilibrio da microbiota intestinal de hospedeiro animal, sendo utilizado como microrganismo
probidtico. O principal papel do Lactococcus sp. na fermentacdo de alimentos € a acidificacdo
(producdo de &cido latico L*). Este género também contribui para o desenvolvimento da
textura, devido a producdo de exopolissacarideos, ou para o flavor devido a producdo de
compostos aromaticos (alcoois, cetonas e aldeidos) ou pelos metabdlitos gerados pela
utilizacdo do citrato, aminoacidos e lipideos. Também podem ser utilizados para conservacao,
devido a sua habilidade em produzir &cidos organicos e bacteriocinas, sendo a nisina a mais
caracterizada e reconhecida (RATTRAY & O'CONNELL, 2011).

2.7.1.3 Género Leuconostoc sp.

E pertencente & familia Streptococcaceae, s30 cocos gram-positivos, microaerofilica e
ndo hemolitico, crescendo em pares ou em cadeias, anaerébicos facultativos, que néo
produzem a enzima catalase. Morfologicamente, sdo similares aos Streptococcus sp.,
entretanto sdo heterofermentativos (OGIER et al., 2008).

Estes microrganismos sdo geralmente encontrados em plantas e a partir deste habitat
natural, disseminaram-se para varios nichos, incluindo leite cru e produtos lacteos
refrigerados, exercendo papel importante na industria e processos de fermentacdo de
alimentos como linguicas, vegetais, cereais e produtos lacteos (MARTINEZ- PAJAREZ et
al., 2012).

Eles estdo naturalmente presentes na obtencdo de produtos lacteos, variedade de
gueijos, bebidas fermentadas e sdo amplamente utilizados como starters. Além disso, também
possuem um papel essencial na formacdo da textura e aroma dos produtos lacteos. Algumas

linhagens produzem dextrana quando cultivados em sacarose (RODRIGUES et al., 2005),
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participando na producéo de oligossacarideos, que influenciam na textura, alem da aplicacdo
funcional como prebidtico. Alguns estudos mostraram que este género € capaz de produzir
bacteriocinas em produtos lacteos (RODRIGUES et al., 2005). As bacteriocinas sdo proteinas
ou complexos de proteinas com atividade antibiotica, produzidas por determinadas linhagens
de bactérias lacticas que se caracterizam por apresentarem em espectro de agdo restrito aos
microrganismos gram-positivos (MORENO et al., 2008).

2.7.1.4 Género Enterococcus sp.

Estd amplamente presente na natureza, sdo bactérias homofermentativas, gram
positivas, ndo formadoras de esporos, catalase negativa, cocos anaerobios facultativos, pouco
acidificantes e que podem ocorrer isoladamente, em pares ou em cadeias. S&o resistentes a
situacBes extremas de pH e temperatura (QUINONES PEREZ et al., 2011).

Bacteérias pertencentes ao género Enterococcus sp. apresentam um papel importante na
producdo de vérios alimentos fermentados tradicionais na Europa (FRANZ et al., 2003),
como a producdo de varios queijos tradicionais de paises do Mediterraneo provocando a
maturacdo desses queijos, provavelmente através da proteodlise, lipolise e quebra do citrato,
contribuindo para a textura, sabor e flavor caracteristicos (FERREIRA, 2012; MORENO et
al., 2006). Essas bactérias também podem estar presentes em outros tipos de alimentos
fermentados, como linguicas e azeitonas (HUGAS et al., 2003).

Algumas bactérias do género Enterococcus estdo sendo usadas como probioticos em
alguns paises (FRANZ et al., 2003), tais como o E. faecium e o E. faecalis. No Brasil, a
ANVISA ja inclui o E. faecium na lista dos microrganismos probioticos. Desde fevereiro de
2004, 10 preparagdes, contendo 9 cepas diferentes de E. faecium, estdo autorizadas como

aditivos em alimentos na Unido Européia (MORENO et al., 2006).

2.7.2 Leveduras

Sdo fungos unicelulares, da classe hemiascomicetos, frequentemente associados as
industrias de processamento de alimentos e bebidas (SILVA et al., 2009). Embora a maioria
das leveduras reproduzam-se apenas como células individuais, algumas podem formar
filamentos, sob certas condic¢des. Os fungos podem ter duas formas, uma sexual (teleomorfo),
gue é considerada perfeita, e uma assexual (anamorfo), que é considerada imperfeita (SILVA
et al., 2009).
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Vaérios estudos revelam a presenca do género Candida na fermentacdo de mandioca,
algumas especies do género Candida foram isoladas da fermentacdo de mandioca para
producdo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), Candida rugosa, C. humilis e
C. ethanolica (LACERDA et al., 2005), e de gari, C. guilliermondii, C. maris e C. glabrata
(OGUNTOYINBO, 2008). Esta ultima também foi isolada do lafun, produto obtido da
fermentagdo da mandioca consumido na Nigéria, juntamente com Pichia scutulata,
Kluyveromyces marxianus, Hanseniaspora guilliermondii, Pichia rhodanensis, Pichia
kudriavzevii e Trichosporon asahii (PADANOU et al., 2009).

2.7.3 Associacao entre Bactérias do acido latico e leveduras

Estudos relatam que a associacdo entre BAL e leveduras pode contribuir para a
melhoria das caracteristicas organolépticas do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo) (PARAMITHIOTIS et al., 2006; MIAMBI et al., 2003). As BAL produzem uma
condicdo acida que, apesar de inibir o crescimento de alguns microorganismos, favorece o
crescimento de leveduras. Por outro lado, as leveduras fornecem fatores de crescimento para
as BAL. Além disso, algumas BAL sdo produtoras de a-amilase que, ao hidrolisarem a
molécula de amido formam derivados utilizaveis pelas leveduras.

Algumas BAL e leveduras associadas em alimentos fermentados s&o capazes de
degradar fatores antinutricionais, como &cido fitico e compostos fendlicos. A incorporacéo
destes microrganismos como culturas iniciadoras pode, no entanto, servir para melhorar ou
aumentar o valor nutricional dos alimentos. Além disso, culturas selecionadas servem para
aumentar os beneficios gerais da fermentacdo espontanea, tais como o aumento da digestdo de
proteinas e a biodisponibilidade de nutrientes, e contribuem mais especificamente para o
enriquecimento biol6gico 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,
observaram que as BAL mostraram habilidade de fermentar a massa e aumentar a acidez.
Como culturas puras, as leveduras mostraram baixa atividade com 12 horas de fermentacdo,
mas diminuiram levemente o pH e aumentaram a acidez do meio em 24 horas.

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
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linhagens selecionadas uma importante alternativa para estes processos fermentativos. A
fermentacdo conduzida por linhagens iniciadoras apresenta menor variagdo no contetdo de
compostos quimicos, menor tempo de fermentacdo e, por consequéncia, maior rendimento e
qualidade (AIDOO et al., 2006).

2.8 METODOS PARA AVALIACAO DE DIVERSIDADES MICROBIANAS

2.8.1 Utilizacdo da biologia molecular para determinacdo da microbiota do polvilho

azedo e outros produtos fermentados derivados da mandioca

A microbiota de fermentacdes tradicionais tem sido muito estudada, mas ndo de forma
sistematica por falta de informac@es sobre as condi¢fes de fermentacdo e a identificacdo das
espécies, que é muitas vezes baseada apenas em critérios fisiologicos, conhecidas por serem
insuficientes para a identificagdo de BAL (VOGELMANN et al., 2009).

A abordagem molecular permite que as bactérias possam ser identificadas a partir das
sequéncias dos seus genes, por meio da amplificacdo, via PCR (Polimerase Chain Reaction).
A amplificacdo dos genes de determinadas espécies, oriundas de uma amostra proveniente de
um ecossistema complexo, como o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo),
incluindo aquelas que ainda ndo sdo cultivaveis, requer iniciadores que complementem
sequéncias altamente conservadas. Por outro lado, a diferenciacdo entre as espécies, a partir
dessas sequéncias, requer que a regido amplificada tenha regides variaveis que sdo especificas
para cada espécie (KALRA et al., 2007).

Ben Omar et al. (2000) conseguiram identificar e discriminar estirpes de BAL
isoladas a partir do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) ao estudarem a
diversidade molecular durante a fermentagdo da mandioca para a producdo de polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). As técnicas de monitoramento aplicadas foram
“Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD), hibridizagdo usando sondas filogenéticas
de RNA e sequenciamento parcial da subunidade 16S do RNA. Os resultados revelaram uma
alta riqueza de espécies, incluindo Lactobacillus manihotivorans, L. plantarum, L. casei, L.
hilgardii, L. bucheneri, L. fermentum, Ln. mesenteroides e o género Pediococcus. As
especies predominantes foram L. plantarum e L. manihotivorans.

Foi descrito que durante a fermentagio de mandioca para a produco de gari na Africa
do Sul, Benim, Quénia e Alemanha foram caracterizados 375 BAL por testes fenotipicos e

genotipicos. Os grupos isolados em ordem decrescente de predominancia foram: bastonetes
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heterofermentativos facultativos, principalmente cepas do grupo L. plantarum (54,4 %);
bastonetes heterofermentativos obrigatdrios, pertencentes ao género Lactobacillus ou
Weissella (14 %); cocos heterofermentativos, pertencentes aos géneros Weissella ou
Leuconostoc (13,9 %); cocos homofermentativos (13,3 %) e bastonetes homofermentativos
obrigatorios (KOSTINEK et al., 2007).

A adaptabilidade de BAL e leveduras em amido fermentado preparada a partir de
cereais, pseudocereais e mandioca foi investigada por VOGELMANN et al. (2009). Por
comparacdo dos padrdes de RAPD dos isolados obtidos da fermentacdo foi possivel rastrear a
origem das BAL e leveduras predominantes na microbiota. Guyot et al. (2003) foram bem
sucedidos em seus estudos, ao caracterizar e diferenciar linhagens de L. manihotivorans
isoladas de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) usando a técnica da analise de
RFLP .

O processo fermentativo para a producdo de polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) ainda é pouco estudado, mesmo ganhando destaque na elaboracdo de
produtos de panificacdo com reduzido teor ou auséncia de gluten. Desta forma, a analise da
microbiota predominante na fermentacdo de mandioca, bem como o isolamento e a pesquisa
de culturas predominantes contribuem significativamente para o conhecimento e otimizagéo
do processo de producéo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). Isso porque
podem levar a reducdo do tempo de fermentacéo, 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.

2.8.2PCR

A técnica de PCR consiste de uma reacdo de polimerizacdo em cadeia para
amplificagdo de sequéncia de DNA por uma reagdo enzimatica utilizando primers iniciadores
(COSER et al., 2008). Sendo assim, atraves da PCR, pode-se obter in vitro um aumento da
quantidade de uma determinada sequéncia de DNA, permitindo uma serie de aplica¢es nas
mais diferentes areas da ciéncia. Em microrganismos, a PCR vem sendo aplicada na

determinacéo de grupos taxondmicos (REIS JUNIOR et al., 2002).

2.8.3 Estudo da diversidade microbiana por meio da analise de restricho de DNA
ribossomal amplificado (ARDRA)
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Apesar da rapidez e facilidade para identificacdo das bactérias por sequenciamento, o
custo para a operacionalizacdo desta tecnologia é um fator limitante para muitos laboratérios.
Como alternativa, foi desenvolvida a PCR - ARDRA (Analise de Restricdo de DNA
Ribossomal Amplificado), que € mais trabalhosa e econdmica.

A técnica conhecida como ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)
explora o uso de oligonucleotideos iniciadores universais para amplificar as sequéncias do
rDNA de microrganismos, seguida pela digestdo com enzimas de restricdo para determinar a
diversidade e identificar/classificar os isolados. Esta técnica se baseia nas enzimas
selecionadas por sua habilidade de revelar polimorfismo nos fragmentos de DNA analisados e
0 grau de conservacao dos sitios de restricdo do rRNA que reflete padrdes filogenéticos (REIS
JUNIOR et al., 2004).

O perfil gerado por ARDRA é distinto entre os grupos, podendo se diferenciar dentro
de um mesmo grupo (DUBERNET et al. 2002; COLLADO & HERNANDEZ, 2007).
Quando utilizada para diferentes bactérias, esta metodologia combina facilidade, rapidez,
especificidade e sensibilidade, se mostrando bastante eficiente na diferenciacdo das espécies
dos géneros Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium (MITEVA et al.,, 2001;
COLLADO & HERNANDEZ, 2007). A metodologia da ARDRA é usada para a identificacio
de LAB ao nivel de espécie. Além disso, a maior parte dos géneros co-isolados com
Lactobacillus pode ser identificada com precisdo através da ARDRA da 16S-23S rRNA
(MOREIRA et al., 2005).

O género Lactobacillus apresenta um perfil de amplificacdo da regido 16S- 23S.
Segundo Moreira et al. (2005), o padrdo de amplificacdo e o perfil de digestdo permite a
identificacdo de diferentes espécies de Lactobacillus, o que indica ser uma metodologia facil e
rapida para identificacdo de bactérias lacticas.

No caso da analise da microdiversidade em procariotos, que apresenta grupos de
individuos com elevada afinidade genética, o fragmento amplificado deve incluir o espaco
intergénico 16S-23S rDNA. Essa regido intergénica apresenta maior variabilidade, ndo s6 na
sua composigdo de bases, como também no seu tamanho, ao ser comparada as regifes génicas
16S ou 23S, eles geram padrdes de bandeamentos mais simples, dependendo das enzimas de
restricao utilizadas (ROSADO et al., 1999.)

2.8.4 RAPD
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Esta técnica consiste na amplificagdo do DNA utilizando um iniciador randémico
geralmente composto de 10 nucleotideos a baixa temperatura de anelamento (36°C), sem
conhecimento prévio da sequéncia a ser amplificada e pode ser aplicado para qualquer espécie
a partir do DNA purificado. Os produtos séo diretamente analisados em um gel de agarose, e
o perfil eletroforético gerado pode servir para diferenciar e caracterizar microrganismos
(MARTIN et al., 2010; DELFEDERICO et al., 2006; GOLOWCZYC et al., 2008). Porém, a
reacao € muito sensivel as condicdes de amplificacdo, qualidade e concentracdo de DNA, o0s
quais influem na reprodutibilidade do método (MARTIN et al., 2010; URRAZA, 2000). Esta
amplificagéo revela polimorfismos em toda a extensdo do genoma e séo reconhecidos pela
presenca de um fragmento amplificado em um dos genomas em relagcdo a auséncia deste
mesmo fragmento em outro.

Fendtipos moleculares gerados por RAPD podem servir para diagnosticar diferentes
niveis taxondmicos e os produtos de amplificacdo podem ser classificados em dois grupos:
variaveis (polimorficos) e constantes (ndo- polimoérficos) (ANCHORENA-MATIENZO,
2002).

Em leveduras, RAPD foi utilizado para a caracterizacdo de produtos de fusdo de
protoplastos e seus segregantes, detectando-se uma banda cromossomal nos produtos de
fusdo, presentes nas linhagens parentais e segregantes (ANCHORENA-MATIENZO, 2002).

2.9 COMPOSTOS VOLATEIS

A aceitacdo dos alimentos estd diretamente relacionada ao seu sabor relacionado as
sensacOes que 0 gosto e 0 aroma provocam. A sensacao de gosto é atribuida a presenca dos
compostos ndo volateis nos alimentos (tais como acUcares, sais, acido, limonina)
determinando as 4 sensagdes bésicas descritas como doce, salgado, azedo e amargo. Ja 0s
compostos volateis, sdo responsaveis pela sensa¢do do aroma, que é bem mais complexa, pois
0 olfato humano pode discriminar entre milhares de compostos volateis, de diferentes classes
quimicas e termolabeis (FRANCO & JANZANTTI, 2004; THOMAZINI & FRANCO, 2000).

O aroma caracteristico dos alimentos é geralmente o resultado de dezenas ou centenas
de compostos volateis, encontrados em nivel de tracos. Mesmo os compostos volateis
presentes em concentragdes muito baixas, em nanograma ou picograma, influenciam na
formacdo do aroma caracteristico do alimento. Porém em alguns alimentos, existem o0s

compostos volateis considerados de impacto, que sozinhos sdo capazes de “lembrar” o aroma
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do alimento, enquanto os demais compostos volateis sdo denominados contribuintes, que
juntos formam o aroma pleno do alimento (GARRUTI et al.,2003).

As BAL acidificam o meio de fermentacdo melhorando o aroma dos alimentos (&cido
acético e latico) (ATRIH et al., 2001; MESSENS & DE VUYST, 2002; NARDI et al., 2005).
De acordo com Kimaryo et al. (2000), os microrganismos do processo de fermentagdo, podem
contribuir com as caracteristicas sensoriais de alimentos fermentados.

E importante destacar que o teor e a composi¢do quimica dos compostos volateis de
uma mesma espécie vegetal podem variar significativamente em qualidade e quantidade de
acordo com as diferencas geograficas, em fun¢do do clima, da composic¢éo do solo, fase do
ciclo vegetativo, sazonalidade, entre outros (WANG et al., 2009; SOUSA GALVAO et al.,
2011).

2.9.1 Isolamento dos compostos volateis

A pesquisa de compostos volateis € analisada pela técnica de cromatografia gasosa,
onde ocorre a separacdo, quantificacdo e identificacdo dos analitos. Na pesquisa com
compostos volateis, é importante o isolamento das substancias volateis da matriz com a
intengdo de extinguir interferéncias ajustando tambeém a concentragao.

Para ser avaliada, uma minima manipulacdo do alimento é necessaria para ndo causar
mudancas na composicdo original dos compostos volateis e a presenca de compostos nao
volateis ou artefatos gera um isolado ndo representativo do verdadeiro aroma percebido pelo
olfato, o que afeta a pesquisa do sabor (THOMAZINI & FRANCO, 2000; GARRUTI et al.,
2003). A etapa do isolamento dos compostos é considerada critica e as técnicas mais
indicadas sdo aquelas que compreendem uma Unica etapa, a separacdo dos compostos volateis
dos ndo volateis e sua concentracdo (FRANCO & JANZANTTI, 2004).

As técnicas de isolamento utilizadas para alimentos baseiam-se na anélise total ou na
analise do headspace (ROMEU-NADAL et al., 2004). A primeira consiste na analise de todos
0s componentes volateis do alimento usando a extracdo liquido-liquido, extragdo em fase
solida e extracéo por arraste a vapor, técnicas de grande aplicabilidade (REINECCIUS, 2006)
e a analise pelo headspace analisa os compostos volateis da fase gasosa em equilibrio com a
fase liquida ou sdlida do alimento em um sistema fechado a determinada temperatura
(THOMAZINI & FRANCO, 2000; FRANCO & JANZANTTI, 2004).

2.9.1.2 Extracgdo por headspace
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O aroma é mais bem analisado pela composi¢do dos volateis do headspace (FRANCO
& JANZANTTI, 2004). A principal caracteristica € a possibilidade da determinacéo direta de
componentes volateis da amostra, uma vez que a introducao da amostra no cromatografo a gas
ocorre sem pré-tratamento ou com reduzido manuseio da amostra (SOARES et al., 2007).
Além disso, a extracdo por headspace apresenta outras vantagens em relagdo aos metodos que
utilizam solventes, tais como cloroférmio, éter de petroleo e hexano, com destaque a reduzida
massa para extracdo (VARMING et al., 2004; KAFKAS et al., 2005; HELENO et al., 2010).

A analise do headspace pode ser feita pelo método estatico ou dinamico. O headspace
estatico é a andlise direta dos compostos volateis que apresentam maior pressdo de vapor em
um sistema fechado e permite a deteccdo de poucos compostos volateis (THOMAZINI &
FRANCO, 2000; FRANCO & JANZANTTI, 2004). O headspace dinamico € uma técnica
que envolve a passagem dos compostos volateis do alimento através de um polimero poroso
(Tenax, Chromosorb, Porapak, entre outros), com o auxilio de um sistema a vacuo ou pela
passagem de um gas inerte. Os compostos volateis retidos no polimero podem ser eluidos
com solvente ou desorvidos diretamente no injetor do cromatdégrafo permitindo a realizacdo
de anélise qualitativa, quantitativa e sensorial dos compostos volateis responsaveis pelo aroma
do alimento (MIYAZAWA & OSMAN, 2001).

2.9.2 ldentificacao de volateis em fermentacgéo

Franco e Janzantti (2004) reportaram a existéncia de duas abordagens para o
isolamento dos compostos volateis de um alimento, a anélise total, que compreende a analise
de todos os compostos volateis presentes na matriz do alimento, e a analise do headspace, que
envolve apenas a analise dos componentes volateis presentes na fase gasosa em equilibrio
com a amostra (liquida ou sélida), representando mais fielmente o que é percebido pelo
olfato.

Atualmente € muito utilizada a tecnica de espectrometria de massas acoplada ao CG,
muito utilizada para identificar os elementos presentes na amostra, caracterizando as
moléculas pela relacdo massa/carga (m/z) de seus ions, podendo até mesmo discriminar a
massa dos isotopos da molécula de interesse (HOLLER et al., 2009).

As caracteristicas dos espectros de massas sdo usadas na identificacdo de uma grande
variedade de compostos organicos, nas quais as relacbes massa/carga obtidas podem ser

transformadas em informagdo estrutural a partir de estudos sobre mecanismos de
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fragmentacdo dos compostos e também podem ser comparadas a espectros padréo,
armazenadas na memoria do computador (FRANCO & JANZANTTI, 2004).

2.10 ACIDOS ORGANICOS

As aplicacOes dos acidos orgénicos sdo diversas na industria de alimentos, nas areas
quimica e veterinaria. Na industria de alimentos, agem como aromatizantes e conservadores
retardando a degradacdo enzimatica e agem diretamente como fortes inibidores do
crescimento microbiano na preservagdo de alimentos, gréos e ragdes (RICKE, 2003), na
sanitizacdo da carne (AL-TARAZI & ALSHAWABKEH, 2003) e como aditivo promotor de
crescimento na racdo em substituicdo aos antibioticos (GARCIA et al., 2000). Além disso,
podem atuar como agentes que se ligam a metais formando os quelatos metalicos, os quais
previnem ou reduzem a oxidagédo de metais (RICKE, 2003).

Como agentes antimicrobianos naturais, a acdo conservadora dos &cidos organicos
resulta da acidificacdo (decorrente da fermentacdo), atuando sobre a forca préton motriz
(FPM) dos microrganismos, que controla a sintese de ATP e o acumulo de ions e outros
metabdlitos no interior das células e com o seu colapso ocorre a paralisacdo de todas as
reacOes que requerem energia, levando a morte celular (MCAULIFFE et al., 2001).

2.10.1 Acidos organicos na fermentacéo de amido de mandioca

O processo fermentativo do amido de mandioca foi estudado por Demiate et al.
(1999), onde analisaram diferentes amostras de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo). Os autores avaliaram 29 amostras de amido de mandioca fermentado das regides Sul e
Sudeste adquiridos diretamente das fabricas ou do comércio, das 8 amostras do estado do
Parana, somente uma ndo apresentou &cido butirico na sua composicao; das 11 amostras de
Santa Catarina, seis apresentaram os acidos tipicos do amido de mandioca fermentado (acidos
latico, acético, butirico e propidnico) e 5 apresentaram acido latico e acético ou somente acido
latico; das 6 amostras de Minas Gerais, 5 apresentaram acido latico e acético e, somente uma
apresentou acido butirico em sua composi¢do, demonstrando grande heterogeneidade no perfil
de &cidos organicos obtidos na fermentacdo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo).

Reginatto et al. (2009) realizaram modificacbes no meio de fermentacdo do amido

através da adicdo de glicose como fonte de carbono e de cloreto de amdnio como fonte de
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nitrogénio para verificar e efeito desses sobre a producdo de acidos orgéanicos e as
caracteristicas do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). Foi verificado que a
adicdo de nitrogénio promoveu o aumento da concentracdo de acidos organicos nas aguas de
fermentacao, especialmente os de cadeia mais longa, como o propidnico. A adi¢édo de cloreto
de amonio 0,1% (p/v) no meio fermentativo propiciou um incremento em torno de 50%, na
producdo de &cidos organicos na agua de fermentacéo sem alterar a caracteristica de expansdo
do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo).

Mestres e Rouau (1997), ao analisarem amostras produzidas na Coldémbia,
encontraram aproximadamente 0,6 g de acido lactico por 100 g de amido. Escobar e Molinari
(1990) detectaram &cidos l4ctico, acético e butirico e encontraram uma correlagdo positiva
entre o teor de 4cido, a expansdo e capacidade de ligacao de agua. A correlacdo positiva é que
o teor de &cido organico produzido durante a fermentacéao, contribuira na maior capacidade de
expansdo e de ligacdo de agua dentro do grénulo de amido. Quanto maior a hidratac&o,
melhor a capacidade de expanséo.

2.11 RELAXACAO MOLECULAR

A relaxometria é uma técnica para a caracterizacdo dos dominios da cadeia polimérica
(KIMMICH et al., 2005). A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é capaz de analisar
amostras empregando equipamentos de alta e baixa resolucdo, avaliando as amostras em seus
estados fisicos e a andlise de diferentes nucleos, possibilita ainda a utilizacdo de um conjunto
de técnicas ndo destrutivas que informam tanto sobre a estrutura quimica quanto a dindmica
molecular.

A RMN ¢é uma espectroscopia que analisa 0 comportamento do spin nuclear perante a
acdo de um campo magnético externo e forte que permite analisar diferentes nucleos de uma
amostra, empregando uma sequéncia de pulsos especifica. Equipamentos de baixa resolugéo
em baixo campo vém sendo utilizados, com éxito, para informar sobre a morfologia, a
interface quimica e dindmica do nanocomposito, assim como a interacdo entre 0s
componentes do material, forma de dispersdo, homogeneidade e tipo de reacdo quimica
(TAVARES & SILVA, 2011; SCHLEMMER et al., 2010).

De acordo com essas caracteristicas da RMN, as analises do nucleo de hidrogénio séo
fundamentais para o estudo de diferentes sistemas por meio da analise da dindmica molecular
(MAUNU, 2002; ABBASI et al., 2011). As modificagdes que ocorrem no granulo de amido

podem ser verificadas por RMN, ja que os métodos de relaxamento sdo sensiveis as mudancas
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naturais que ocorrem no interior dos granulos (TANG et al., 2000; TANG et al., 2001).
Podemos, portanto, utilizar a RMN para comparar a propriedades organizacionais de
diferentes amidos, tais como mobilidade e gelatinizacdo (CHATAKANONDA et al., 2003).
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, um grande namero de individuos, em muitas sociedades ocidentais, adota
uma dieta livre de glaten, evitando trigo, centeio e cevada. Embora existam pelo menos
trés condices clinicas reconhecidas e relacionadas com o glaten - doenga celiaca, alergia
ao trigo e sensibilidade ao gluten (mas ndo-celiacos) - a maioria das pessoas que adotaram
uma dieta livre de gluten, ndo tem aconselhamento clinico para tal escolha.

O mercado de produtos sem gliten tem crescido rapidamente, abrindo oportunidades
para o desenvolvimento de novas tecnologias que utilizam ingredientes sem gliten como
alternativa para a fabricag@o de produtos de panificagdo. O polvilho fermentado e seco ao
sol (polvilho azedo) pode ser usado como um adjuvante para a fabricacdo de pdo, ou como
o principal ingrediente para pdes sem gluaten.

Polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) é o produto resultante de
fermentacdo seguida de secagem ao sol e tem sido utilizado para a producgéo de tipos
especiais de paes e biscoitos sem glaten, que estdo se tornando muito populares em alguns
paises da América do Sul.

A fermentacdo natural de mandioca é um processo comumente realizado em pequenas
fabricas (fecularias) no interior do pais e é predominantemente realizada por bactérias
acido-laticas e leveduras. A fermentacdo é realizada por um periodo de cerca de 30-40
dias e o produto obtido € seco ao sol durante um periodo, que dependendo da estacdo do
ano e das condi¢es climaticas, gera produtos sem uniformidade e homogeneidade.

A mandioca é fonte de alimentos e calorias da dieta para grandes populac6es de paises
tropicais da Asia, Africa e América Latina. No Brasil, a producio de mandioca esta em
progressao e estima-se que nos préximos 30 anos, a producdo atinja 106 milhdes de
toneladas.

O amido de mandioca tem diversas aplicagdes na industria, como em alimentos, papel,
e adesivos; no entanto, uma pequena por¢do de amido é utilizada em seu estado nativo, a
maior parte ¢ modificada por agentes quimicos ou fisicos.

E comum ocorrer variagdes na qualidade do produto final a partir de diferentes
produtores e até mesmo a partir da mesma matéria-prima no mesmo produtor, uma vez
que ndo ha pardmetros de controle aplicados ao processo. Tendo em vista a necessidade de
padronizacdo e melhoria do processo de fabricacdo brasileira, o conhecimento e
caracterizagdo do produto ao longo do processo de fabricacdo poderd ser util, para o
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planejamento e obtencdo de produtos de melhor qualidade tecnoldgica para atender ao

desenvolvimento de novos produtos & base de amido de mandioca.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o polvilho doce e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) produzido em
uma polvilharia do Nordeste do Brasil, identificando os microrganismos responsaveis pela sua
fabricacdo e avaliando as caracteristicas fisico-quimicas visando aplicacfes tecnoldgicas do
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) obtido e modificagdes durante o processo
de produgdo, tendo em vista a necessidade de padronizacdo e melhoria do processo de
fabricacdo brasileira, pois 0 conhecimento e caracterizagdo do processo de fabricagéo e do
produto final podem servir de base para o planejamento e obtencdo de produtos controlados,

superiores aos produzidos atualmente.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> ldentificar as bactérias e leveduras da microbiota da fermentagdo natural do polvilho
doce por técnicas moleculares baseadas em PCR, como RAPD-PCR e ITS-PCR, e
sequenciamento parcial do gene rrs e regido ITS

> ldentificar as bactérias e leveduras da microbiota do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) por técnicas moleculares baseadas em PCR, como RAPD-PCR e ITS-
PCR, e sequenciamento parcial do gene rrs e regido ITS

» Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das amostras de polvilho doce e polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) tais como acidez titulavel, pH, umidade,
identificacdo compostos volateis e acidos organicos produzidos pela fermentacdo e
tempo de relaxacdo molecular, utilizando técnicas de titulagio com NaOH 0,1N,
potenciometria, secagem em estufa, CG/MS, HPLC e RMN de baixo campo

» Determinar as propriedades de pasta do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo) produzido comparando ao polvilho doce, através da determinacdo dos
parametros temperatura de pasta, viscosidade méaxima, viscosidade minima a quente,
quebra de viscosidade, viscosidade final, tendéncia a retrogradacdo e tempo para
atingir a viscosidade maxima

> ldentificar pontos de melhoria do processo de producao que poderiam ser controlados

de modo a padronizar a producdo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
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azedo), garantindo as Unicas e especificas propriedades tecnol6gicas que somente o
produto final obtido da mandioca é capaz de apresentar.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 POLVILHO FERMENTADO E SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivada no estado do Parang, localizado na
regido sul do Brasil, foi utilizada em uma polvilharia de pequena escala, localizada na cidade
de Vitoria da Conquista — BA, no Nordeste brasileiro para a obtencdo do polvilho fermentado
e seco ao sol (polvilho azedo). A mandioca foi lavada, descascada e lavada pela segunda vez
para a retirada de sujeiras. Posteriormente, a mandioca foi ralada e a massa obtida foi lavada
novamente e coada em tecidos de malha fina até que a dgua de lavagem ficasse com uma
coloracdo transparente. O extrato Umido de amido obtido foi seco ao sol por 12 h.

O extrato de amido seco ao sol foi colocado em tanques de polietileno com 1,63 m de
altura, com 5000 litros de capacidade, cobertos com uma camada de agua com cerca de 20 cm
e permitiu a fermentacdo natural por 30 dias a temperatura ambiente (cerca de 18 °C no
inverno). Apds este periodo de 30 dias, o polvilho fermentado foi colocado em lona preta de
polietileno de alta densidade (PEAD) e seco ao sol por 12 h. O polvilho foi coletado no
primeiro dia de fermentacdo (t=1) e ap6s trinta dias de fermentacdo (t=30) dias de
fermentacdo juntamente com o produto final, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo), para andlises posteriores.

5.2 CONTAGEM DOS MICRORGANISMOS

A contagem da microbiota foi realizada no inicio da fermentacdo (t=1), ap6s 30 dias
de fermentacdo (t=30) e no produto final, polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo).
Para a contagem e identificacdo das bactérias acido-laticas, placas com os meios agar M17
(HIMEDIA, Mumbai, India) foram incubadas a 30 °C por 48 h, agar lactobacilli MRS
(Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) a 37 °C por 4 dias sob jarras de
anaerobiose Gaspak (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) e agar base
azida sangue (Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) a 37 °C por 4 dias.
Para a contagem e isolamento das leveduras, o agar extrato de malte (HIMEDIA, Mumbai,
india) e YPD 2% (2% de peptona, 1% de extrato de levedo e 2% de glicose) foram utilizados,
incubados a 25 ° C por 7 dias. As coldnias com morfologias distintas foram selecionadas
aleatoriamente e as culturas foram estocadas no caldo correspondente do isolamento descrito

acima contendo 20% de glicerol, até analise subsequente.
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5.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS MICRORGANISMOS

Moldes de DNA foram obtidos como descrito por Sambrook e Russel (2001) e
quantificados com o kit Qubit dsDNA HS (Invitrogen™, Grand Island, New York, USA). A
amplificacdo parcial dos fragmentos do gene rrs, utilizando o par de primers 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1512R (5-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3),
descritos por Wang et al. (2006), foi realizada utilizando Taq DNA polymerase (Invitrogen™,
Grand Island, New York, USA) em um termociclador de DNA (MyCyclerTM140 , Bio-rad,
Hercules, CA, USA).

Os fragmentos amplificados foram digeridos com as enzimas de restricdo Apal, Xhol
(Promega, Madison, USA) e Ddel (Fermentas, Sdo Paulo, Brasil). Foi utilizada 1U das
enzimas Apal, Xhol e Ddel, 2 uL do tampéo de cada enzima, 500 ng de produto amplificado
em um volume final de 20 pL. A mistura foi incubada a 37 °C por 1 h e depois paralisada a
65 °C por 20 min. O perfil dos fragmentos da digestdo foi determinado por eletroforese em
gel de agarose 1,2 % e a eletroforese foi efetuada em tampédo TAE 1X durante 70 min a 100V
e 200 mA. Os geis foram corados com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) diluido a
1:10,000 e documentados sob luz UV utilizando Pro MiniBis (DNR Bio-Imaging Systems,
Hamisha, Israel) usando o software GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems, Hamisha,
Israel). Perfis representativos de cada espécie observada na amplificacdo seguida de digestdo
do DNA ribossomal foram selecionados para o sequenciamento.

Moldes de DNA de levedura foram analisados por RAPD-PCR, utilizando o primer
EIl (5’-CTG GCT TGG TGT ATG -3’) (BARROS LOPES, 1996), para verificar diferengas
entre as amostras. Foi realizada uma reagdo com volume final de 20 pL, contendo 4 pL de
tampéo (10X PCR), 50 mM MgCl,, 10 mM de cada DNTP, 10 pmol do oligonucleotideo:
ElIl (5>-CTG GCT TGG TGT ATG -3), 100 ng de DNA da amostra e 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen™, Grand Island, EUA). As condic¢bes da reagdo foram: 92°C por 3
min seguido por 40 ciclos de 92 °C por 1 min; 35 °C por 1 min e 72 °C por 1:30 min e um a
etapa de extensdo de 72 °C por 10 min e resfriamento a 4°C.

O perfil de bandas foi observado em gel de eletroforese a 1%, posteriormente corado
com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) diluido 1:10,000 e documentado sob luz UV Pro
MiniBis (DNR Bio-Imaging Systems, Hamisha, Israel) usando o software GelCapture (DNR
Bio-Imaging Systems, Hamisha, Israel).
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Os perfis representativos foram selecionados e amplificados com o par de primers
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5°-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)
como descrito por Naumova et al. 2005. A amplificacdo foi dada em uma reacdo com volume
final de 50 pL, contendo 10 pL de tampéao (10X PCR), 50 mM MgCl,, 10 mM de cada
DNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo: ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e
ITS4 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37), 100 ng de DNA da amostra e 1,5 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen). As condi¢Oes da reacdo foram: 95°C por 2 min, seguido por 35
ciclos de 95 °C por 15 seg; 53,7 °C por 25 seg e 72 °C por 20 seg e uma etapa de extensao de
72 °C por 5 min e resfriamento a 4°C.

O perfil de bandas foi observado em gel de eletroforese 2%, posteriormente corado
com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) diluido 1:10,000 e documentado sob uma luz UV
Pro MiniBis usando o software GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems).

Os produtos de PCR selecionados, de bactérias e leveduras, foram purificados com o
kit PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare Life Science Inc., Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK). A analise do sequenciamento do gene rrs e sua regido ITS
foi realizado com um sequenciador 3130 (Applied Biosystems Inc., Tokyo, Japan) e,
posteriormente, usado para identificagio em nivel de espécie das bactérias e fungos,
respectivamente. As identidades das sequéncias foram determinadas utilizando o algoritmo
BLASTN na base de dados GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi).

5.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS POLVILHOS
5.4.1 Avaliagdo do teor de umidade

O teor de umidade dos polvilhos analisados foi determinado de acordo com o
protocolo da American Association of Cereal Chemists Internacional Approved Method 44-
15.02 (AACC, 2010).
5.4.2 Teor aparente de amilose e amilopectina

O teor de amilose aparente foi estimado em quadruplicata por colorimetria (iodo) de

acordo com o método nimero 66470 da International Organization for Standardization (1SO,
1987). A absorbancia foi medida num espectrofotometro de DU-730 (Beckman Coulter,
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Fullerton, EUA) a 620 nm. A porcentagem do teor de amilopectina foi estimada por diferenca
(teor percentual de amilopectina = 100 - teor percentual de amilose aparente).

5.4.3 Determinacdo de acidez total titulavel e pH

A acidez total titulavel e pH foram determinadas de acordo com os métodos 016/1V e
017/1V, respectivamente, do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), utilizando um potenciémetro

calibrado.

5.4.4 Determinacao do teor de acidos organicos

O teor de &cidos organicos dos polvilhos foi determinado como descrito por Leite et
al. (2013). Sucintamente, 25 mL de H,SO,4 (45 mmol.L™) foram adicionados a 5 g de polvilho
e homogeneizados por 1 h em um agitador rotatério a 250 rpm. O sobrenadante resultante a
partir da centrifugacdo a 6000x g foi filtrado através de filtros de 0,45 um (Millipore Corp,
Billerica, USA). As amostras filtradas foram injetadas (50 pL) em um sistema de HPLC
(Shimadzu Corp, Tokyo, Japan) equipado com uma coluna de fermentacdo HPX - 87H
Aminex (150 x 7,8 mm ID, Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, USA), protegida por uma
coluna guarda (30 x 4,6 mm 1.D; Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, USA). A fase movel
(isocrética) foi de H,SO, 3 mM em um fluxo de 0,7 mL.min™ a 65 °C. Os 4cidos organicos
(latico, acético, citrico, succinico, butirico e propiénico) foram quantificados usando um
detector de arranjo de diodos modelo SPD-M20A (Shimadzu Corp, Tokyo, Japan)
monitorados com absorbancia a 210 nm. Os cromatogramas a partir do HPLC e a
quantificacdo dos compostos foram obtidos utilizando LC Solution software (Shimadzu
Corp., Tokyo, Japan). As curvas padrdo, baseadas nas areas de pico, foram calculadas para a
concentracdo individual dos &cidos organicos (Supelco Analytical, Sigma, St Louis, MO,
USA) determinados, que cobrem uma ampla gama de concentra¢des, por comparagdo com
solugdes padréo. Padrdes (Supleco Analytical, Sigma, St Louis, MO, USA) foram preparados
em agua deionizada filtrada através de filtros de 0,45 um (Millipore Corp.). As anélises foram
realizadas em triplicata.

5.4.5 Determinacdo de compostos volateis

Os compostos volateis presentes no headspace das amostras foram extraidos

utilizando a técnica de micro-extracdo em fase solida (SPME) por 30 min a temperatura
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ambiente, utilizando a fibra trifasica 50/30 um DVB/CAR/PDMS. A analise foi realizada em
um cromatdgrafo gasoso Agilent GC 6890 acoplado ao detector de espectrdmetro de massas
Agilent 5973N (CG/EM) e uma coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,25 mm e.f,,
J&W Scientific, Folson, CA). O hélio foi utilizado como gas transportador a uma taxa de
vazédo de 1,0 mL/min. A temperatura do forno foi programada de 50 a 250 °C a 5 °C/min. A
temperatura do injector foi mantida a 260 °C. O detector de massa foi operado em um modo
de ionizacdo eletronica (70 eV) 210 de 3,15 scan/s com uma gama de 30 a 550 u. A linha de
transferéncia foi mantida a 250 °C, a fonte de ion 211 a 230 °C e um analisador a 150 °C. Os
compostos foram identificados de acordo com a biblioteca do espectrémetro de massas Wiley
(Enchanced Data Analysis- CG-EM Data Analysis, New York, USA).

5.4.6 Determinacdo do tempo de relaxacao spin-rede

As andlises foram realizadas utilizando um espectrofotometro de RMN de baixo
campo magnético (RMN-BC) Maran Ultra-23 (Oxford Instruments, Tokyo, Japan), operando
a frequéncia de 23,4 MHz (para o nucleo de hidrogénio) e equipado com uma sonda de 18
mm, com variacdo de temperatura. O tempo de relaxacdo spin-rede do hidrogénio foi
determinado diretamente pela sequéncia tradicional de pulsos inversdo-recuperagéo (intervalo
de reciclo 180 ° - T — 90 °- aquisicdo). O pulso de 90 °, 4,6 s, foi calibrado automaticamente
pelo software do equipamento. A amplitude do FID foi coletado por vinte t pontos de dados,
variando de 0,1 a 5000 ms, com 4 medidas para cada ponto com um intervalo de reciclagem
de 5 s. Os valores de relaxacdo (analise em triplicata) e as intensidades relativas foram obtidos
pelo fitting dos dados exponenciais com ajuda do software WinFit (Versao 2.4.0.0).

5.5 APLICACOES TECNOLOGICAS DO POLVILHO DOCE (t=1) E FERMENTADO E
SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)

5.5.1 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos polvilhos foram determinadas utilizando um
viscosimetro Rapid Visco Analyser 4500 (Perten Instruments, Hagersten, Suécia), conforme
método 162 da International Association for Cereal Science and Technology (ICC, 1996).
Foram pesados 2,5 g de polvilhos e dissolvidos em 25 mL de agua destilada (volume

corrigido considerando 14% de teor de umidade no polvilho) e os parametros avaliados foram
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temperatura de pasta, viscosidade maxima, tempo para viscosidade méxima, quebra de
viscosidade, viscosidade minima, viscosidade final a 50°C e tendéncia a retrogradacdo. As

analises foram realizadas em triplicata e os valores medios e desvios padrao foram calculados.

5.5.2 Indice de absorcéo de 4gua (IAA) e indice de solubilidade em agua (ISA)

As anélises de IAA e ISA foram realizadas em triplicata, seguindo metodologia

proposta por Anderson et al. (1969).

5.5.3 Poder de expanséao

O poder de expansdo foi determinado como descrito por Demiate et al. (2000) com
modifica¢bes. A homogeneizacdo manual de 24 g de polvilho foi realizada em 20 g de agua
em ebulicdo. Quatro porcbes de 7 g desta massa foram colocadas em recipientes de aluminio
(3,7 cm de diametro e 6,8 cm de altura) e pré-aquecidas em um forno elétrico a 150 °C por 18
min. As amostras de polvilho expandido foram pesadas e cobertas com Parafilm M®. O
volume aparente foi determinado de acordo com o AACC (2010) International Approved
Method 10-05.01. As medicOes foram realizadas em quadruplicata e a expansdo foi
determinada através do volume especifico avaliado pelo método de deslocamento relagdo de
sementes de paingo e expresso em mL. g (FAUBION & HOSENEY, 1982). Os volumes
especificos das amostras foram utilizados para classificar o polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) como pequeno (< 5,0 mL.g™), médio (5,0 < x < 10,0 mL.g™) e grande (>10,0
mL.g™") (DEMIATE et al., 2000).

5.6 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médias + SD e os valores significativos foram
analisados pelo software GraphPad Prism v. 5 (San Diego, CA, EUA). As diferencgas entre as
médias foram comparadas por andlise de variancia (ANOVA) com o post test de Bonferroni.

O nivel de significancia estatistica de 99,9 % (p <0,001) foi considerado em todas as analises.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

6.1.1 Contagem de bactérias acido-laticas e leveduras nos polvilhos ao longo da
producéo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

No tempo inicial (t=1) e final da fermentacdo (t=30), a contagem de Lactobacillus sp.
em agar MRS apresentou valores médios em torno de 8,0 unidades logaritmicas de UFC/g,
enquanto que apo6s secagem ao sol para obtencdo do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo), houve uma reducdo de 1,2 unidades (Tabela 3). Estudos anteriores
demonstraram que o género Lactobacillus sp. é prevalente entre 0s outros géneros
pertencentes as bactérias &cido- laticas, sendo encontrado em todo o processo de fabrico do
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (AMPE et al., 2001).

Em relacdo a contagem para Streptococcus sp., realizado em agar azida, os valores
encontrados para o polvilho doce no inicio e fim da fermentacdo também foram mais elevados
do que no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), reduzindo de 7,8 (t=30) para
6,3 unidades logaritimicas de UFC/g (Tabela 3). Por outro lado, ndo foi possivel detectar a
presenca de Lactococcus sp. no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), uma vez
que provavelmente o nimero de microrganismos estava abaixo do limite de deteccdo da
técnica (10° UFC/g).

Na contagem de leveduras, para ambos 0s meios utilizados, no momento inicial (t=1)
0 polvilho doce apresentou um maior nimero de células do que ao final da fermentagéo
(t=30) (Tabela 3). Por outro lado, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)
mostrou um aumento na contagem de leveduras, atingindo valores em torno de 7,5 unidades
logaritimicas de UFC/g (Tabela 3). A presenca de espécies de leveduras, predominantemente
nas fases avancadas do processo, sugeriu uma maior tolerancia destes microrganismos ao

acido (HALM et al., 2004), o que pode ser considerada uma vantagem tecnologica.
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Tabela 3: Contagem de bactérias acido-laticas e leveduras (Log10 UFC/g) durante o processamento do polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) em diferentes meios de cultivo.

Bactérias (Log UFC/g)* Leveduras (Log

Amostras (tempo de UFC/g)*
fermentacao i
¢ao) M17 MRS Azida VPD 29  EXtratode
sangue malte

Polvilho doce (t=1)
(primeiro dia)

Polvilho com 30 dias de
fermentacao 8,0 £0,02° 8,2+ 0 7,8+0,04* | 6,0+0,02° 6,2+0,02°
(t=30)

Polvilho fermentado e seco <2° 68+0,02° 63+0,04" | 75+0,01° 7,6+0,06°
ao sol (polvilho azedo)

7,6+0,02° 8,0%0,03 7,7+0,04* | 7,9+0,02* 7,8+0,01°

*QOs valores estdo expressos como Média + Desvio Padrao.

(a-c) Letras minGsculas comparam médias, na mesma coluna, entre os diferentes tempos para 0 mesmo meio de
cultura. Letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente (p <0,001), de acordo com o teste de
Bonferroni Posttests.

As leveduras sdo consideradas como 0s microrganismos mais envolvidos na
fermentacdo de mandioca, depois das BAL. Lacerda et al. (2005) estudaram a microbiota
durante a producéo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), coletado em duas
fabricas no estado de Minas Gerais, e verificaram que a fermentacdo espontanea envolve
espécies de bactérias acido laticas em maior nimero e leveduras em numeros relativamente
baixos, sendo resultados diferentes aos apresentados neste estudo, que mostraram maior
namero de leveduras em relacdo as de bactérias &cido-laticas no polvilho fermentado e seco
ao sol (polvilho azedo).

6.1.2 Identificacdo molecular de bactérias e leveduras isoladas

Para identificar as bactérias (Tabela 4) presentes nos diferentes meios de cultura
(MRS, M17 e azida sangue), colénias com morfologias distintas foram selecionadas
aleatoriamente ao longo do processo de obtengdo do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo). A partir dos referidos meios, foram isoladas 131 coldnias de bactérias, as
quais foram em seguida caracterizadas por ARDRA (anélise de restricdo do DNA ribossomal
amplificado) (Figura 5). Dezoito perfis distintos (13,7 %) foram encontrados e os isolados
foram identificados por sequenciamento parcial do gene rrs. Lactobacillus sp. (42 %),
Lactobacillus plantarum (14,5 %), Leuconostoc citreum (5,3 %), Lactococcus sp. (12,2%),
Enterococcus sp. (15,3 %) e Bacillus sp. (10,7 %) foram identificados por homologia (98-

100%) de acordo com a base de dados GenBank (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi).
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Tabela 4. Identificagdo das bactérias no inicio da fermentacéo (t=1), Gltimo dia de fermentag&o (t=30) e produto
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) por sequenciamento do gene rrs

Amostra Identificacdo por Namero de Porcentagem
sequenciamento do gene bactériascomo  em relacdo ao
rrs mesmo perfil de total de
restricdo isolados
Polvilho doce (t=1) Lactobacillus sp. 5 3,8
(primeiro dia)
Lactobacillus plantarum 16 12,2
Leuconostoc citreum 2 15
Lactococcus sp. 5 3,8
Enterococcus sp. 1 0,8
Polvilho com 30 dias de Lactobacillus sp. 31 23,7
fermentacdo (t=30)
Lactobacillus plantarum 3 2,3
Leuconostoc citreum 2 15
Lactococcus sp. 11 8,4
Enterococcus sp. 19 145
Bacillus sp. 14 10,7
Polvilho fermentado e seco ao sol  Lactobacillus sp. 19 14,5
(polvilho azedo)
Leuconostoc citreum 3 2,3
TOTAL 131 100

Leuconostoc sp ©  Lactobacillus sp ®  Enterococcus sp

Figura 5. Exemplo de gel para andlise de perfis de restricdo dos fragmentos do gene rrs de bactérias acido-
laticas isoladas no Gltimo dia de fermentacdo (t=30), em meio de cultivo azida sangue. M= marcador de peso
molecular DNA de fago lambda digerido com Hindlll. DNA amplificado e digerido com a enzima Ddel

(Fermentas, S8o Paulo, Brasil).

Os resultados apresentados estdo de acordo com o0s encontrados por outros autores em
relacdo a comunidade bacteriana responsavel pela fermentagdo tradicional de amido de
mandioca para a producdo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). As BAL
contribuem para o desenvolvimento de propriedades caracteristicas do amido, tais como

sabor, aroma, aspecto, textura, vida de prateleira e de seguranca (LACERDA et al., 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252137?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BFX2UU8Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200127?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BFXH9DG501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/631252759?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BFZRKACU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857207?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BFZY71CU01R
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Lacerda et al. (2005) verificaram que L. plantarum e L. fermentum foram as BAL
predominantes no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) analisado em duas
polvilharias em Conceicdo dos Ouros (MG). L. plantarum e outras bactérias lacticas tém sido
relatadas como 0s microrganismos predominantes na fermentacdo natural do polvilho e sédo
responsaveis pela acidificacdo do produto nos tanques durante o processo fermentativo e
produzem os &cidos orgénicos e compostos aromaticos (BEN OMAR et al., 2000; AMPE et
al., 2001). Outro grupo de BAL, o género Leuconostoc sp., tem sido identificado desde o
inicio do processo de fermentacdo (t=1) e sdo geralmente isolados a partir de vegetais
fermentados, incluindo espécies capazes de produzir exopolissacarideos (EPS). Este grupo
tem muitas aplicages nas industrias de alimentos e farmacéutica (KHUE & NGOC, 2013).

Estirpes de Leuconostoc sp. crescem de forma associativa com estirpes de Lactococcus
sp. e podem conferir o0 aroma e textura do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo).
O crescimento associativo entre esses dois grupos de bactérias tem sido descrita como uma
relacdo sinérgica funcional (KHUE & NGOC, 2013).

As bactérias pertencentes ao género Bacillus sp., foram encontradas apenas em
amostras coletadas no final do processo de fermentacdo (t=30). De acordo com a European
Food Safety Authority (EFSA, 2014) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2013), a presenca do género Bacillus sp., com bactérias Gram-positivas, caracterizado pela
capacidade de formacéo de esporos e normalmente presentes no solo, pode ser um indicador
de contaminacdo da fermentacdo, devido a condicBes de higiene inadequadas no processo de
producdo, o que reforca a necessidade de incluir os conceitos de boas praticas de fabricacdo
(JIMENEZ et al., 2013).

Em relacdo as leveduras (Tabela 5), um total de 157 colonias de leveduras foram
selecionadas aleatoriamente dos meios seletivos utilizados para contagem. Apos andlise por
RAPD-PCR (Figura 6), um total de 19 (12,1 %) perfis representativos foram obtidos,
selecionados e identificados pela analise da sequéncia da regido espacadora interna transcrita
do DNA ribossémico (ITS do rDNA). Apos o sequenciamento dos perfis representativos, as
sequéncias que apresentaram percentual de identidade 98-100% foram identificadas.
Geotrichum candidum (10,8 %), Pichia kudriavzevii (33,1 %), Issatchenkia orientalis (3,2
%), Clavispora lusitaniae (6,4%), Neurospora crassa (1,9 %), Neurospora intermedia (1,9
%), Rhodotorula mucilaginosa (2,5 %), Cryptococcus albidus (8,3%), Candida akabenensis
(8,3%), Candida pararugosa (6,4%), Candida rugosa (4,5 %) e Geotrichum sp. (12,7 %)
foram identificadas durante a fermentacdo e no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho

azedo).
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Tabela 5. Identificacdo das leveduras no inicio da fermentagdo (t=1), Gltimo dia de fermentagdo (t=30) e
produto fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) por sequenciamento da regido espacgadora interna transcrita do
DNA ribossémico (ITS do rDNA)

Amostra Identificacdo por NUmero de Porcentagem
sequenciamento da regido leveduras com em relacdo ao
ITS do rDNA mesmo perfil de total de
restricao isolados
Polvilho doce (t=1) Pichia kudriavzevii 52 33.1
Issatchenkia orientalis 5 3.2
Polvilho com 30 dias de Geotrichum sp. 20 12.7
fermentacdo (t=30)
Geotrichum candidum 17 10.8
Clavispora lusitaniae 10 6.4
Rhodotorula mucilaginosa 3 19
Polvilho fermentado e seco ao sol  Cryptococcus albidus 13 8.3
(polvilho azedo)
Candida akabanensis 13 8.3
Candida pararugosa 10 6.4
Candida rugosa 7 4.5
Neurospora crassa 3 19
Neurosporo intermedia 3 1.9
Rhodotorula mucilaginosa 1 0,6
TOTAL 157 100

Geotrichum candidum O Geotrichumsp A Clavispora lusitaniae

Figura 6. Exemplo de gel para analise dos perfis de amplificacdo de diferentes espécies de leveduras, no Gltimo
dia de fermentacdo (t=30), cultivados em meio YPD 2%. M = marcador de peso molecular lambda digerido com

Hindlll. DNA amplificado com o primer EI-1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/77818989?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BFV0UEKS01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385258179?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BFV64VDN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/731446074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BFVABTH901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/731446074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=BFTVPFXN01R
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Vérios estudos mostraram a presenca do género Candida sp. na fermentacdo de
mandioca para producdo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), tais como C.
rugosa, C. humilis, C. ethanolica, além dos géneros Geotrichum sp., Saccharomyces sp. e
Brettanomyces sp. (CARVALHO et al., 1999; LACERDA et al., 2005). Lacerda et al. (2005),
verificaram que as leveduras mais comuns em polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo) foram Galactomyces geotrichum e Issatchenkia sp., ambas presentes durante todo o
processo.

As leveduras, na fermentacdo da mandioca, podem ser responsaveis pela producdo de
compostos aromaticos, tais como os terpendides, que juntamente com os acidos organicos,
ddo as caracteristicas finais do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)
(SILVEIRA et al., 2000).

No presente estudo, todas as leveduras encontradas mostraram ter elevada atividade
amilolitica, representando uma vantagem na producdo do polvilho fermentado e seco ao sol,
uma vez que podem hidrolisar parcialmente o amido bruto (RODRIGUEZ-SANOJA et al.,
2000) para fornecer aclcares tais como glicose ou maltose, que podem ser usados como fonte
de energia por outros microrganismos, assim como a producdo de enzimas, tais como a
linamarase e poligalacturonase, aldeidos e ésteres que conferem um aroma agradavel ao
produto final (OYEWOLE, 2001).

A proliferagdo 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. A associacdo de BAL e leveduras, durante a fermentacdo, tem um impacto
significante em pardmetros de qualidade dos alimentos como textura, odor e valores
nutricionais (BOONNOP et al., 2009).

6.2 CARACTERIZACAO E COMPARACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS
DO POLVILHOS

6.2.1 Teor de umidade
As amostras de polvilho doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

analisadas apresentaram valores médios de umidade diferentes (p <0,001), 9,9% + 0,02 e
12,9% + 0,04, respectivamente.
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De acordo com Regulamento Técnico Brasileiro para produtos de amido (BRASIL,
2005), as amostras de polvilho doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) nédo
devem apresentar diferenca significativa quanto ao teor de umidade. O valor preconizado pela
legislacdo brasileira, para ambos é de no maximo 18 % p/p, justificados para que haja uma
boa conservagdo dos produtos (BRASIL, 2005). A determinacdo de umidade € uma das
medidas mais importantes e utilizadas na analise de alimentos por estar relacionada a
estabilidade, qualidade e composic¢édo do produto final (PARK & ANTONIO, 2006).

As diferencas no teor de umidade resultam do tempo de exposicéo do polvilho durante
a etapa de secagem, das condicGes climaticas existentes no momento da secagem e do tipo de
revestimento utilizado para a exposi¢do dos polvilhos (DINIZ, 2006). Embora o tempo de
secagem tenha se estendido por 12 h, a umidade relativa do ar na regido é de 60 — 90%, o que
pode ter prejudicado a secagem do produto final.

Apesar da diferenca no teor de umidade dos produtos, os valores de umidade
apresentados demonstraram condi¢des propicias a conservacao, pois ambos se enquadraram
dentro limite preconizado pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2005), semelhante a outros
produtos comerciais disponiveis no mercado brasileiro. Um teor de umidade inferior ao que
foi encontrado seria desejavel para aumentar a vida de prateleira do produto final, ja que o
processo de secagem do polvilho sob o sol ndo conseguiu ser completado dentro de 12 h.

Em um estudo realizado com 24 amostras de polvilhos doce coletados nos estados da
regido sul do pais, a umidade média das amostras analisadas foi de 12,3 % (DEMIATE et al.,
2003). Ja para o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), oriundo de outros estudos
brasileiros, o teor de umidade encontrado foi de 12 a 14 % em Minas Gerais; 13,6 a 14,3 %
em Santa Catarina; 13,6 % no Parana e Mato Grosso do Sul (MACHADO et al., 2010;
MAEDA & CEREDA, 2001; PEREIRA, 2001).

Além disso, Marcon et al. (2009) verificaram que amostras de polvilho fermentado e
seco ao sol comercial (polvilho azedo) tinham um teor de umidade de 14,2 %, enquanto que
para amido fermentado em laboratdrio e seco em estufa e ao sol as umidades foram de 9,5 e
12,5 %, respectivamente, sugerindo que ao secar o polvilho fermentado em estufa, com
condi¢des controladas, o teor de umidade obtido é ainda mais baixo, favorecendo a
estabilidade e qualidade do produto final. J& no processo de secagem ao sol, o valor mais

elevado foi similar ao encontrado no trabalho atual.

6.2.2 Teor de amilose aparente e amilopectina
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N&o foi verificada diferenca significativa (p <0,001) entre as amostras de polvilho
doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) com relacdo ao teor de amilose e
amilopectina (Tabela 6). O teor de amilose é um importante pardmetro para estudar as
mudangas que ocorrem nas propriedades de pasta do amido, as quais podem afetar suas
aplicacdes industriais (ASCHERI et al., 2012). As propriedades de pasta e térmicas do amido
sdo negativamente regulamentadas pelo teor de amilose produzido em vegetais amilaceos
(LUO et al., 2015).

Existe uma expressiva diferenca entre os valores de amilose quando se comparam os
resultados com outros estudos. Estas diferencas podem ser atribuidas ao emprego de amidos
provenientes de outras fontes, bem como diferentes métodos utilizados nas andlises de
amilose. Um estudo mais cuidadoso e aprofundado demonstrou que o teor de amilose pode
variar com as condi¢fes de cultivares ou época de plantio das culturas (ALVARADO et al.,
2013).

Tabela 6. Teor de amilose e amilopectina em polvilho doce (t=1) e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

Amostra Amilose (%)  Amilopectina (%)
Polvilho doce (t=1) 20,4 +0,4° 79,6 +0,4°
Polvilho azedo (fermentado e secoao sol) 19,9 +0,3% 80,1+0,3%

Médias e desvio padrdo de analises realizadas em triplicata
Letras iguais em uma mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa (p <0,001), de acordo com o teste de
Bonferroni

Em estudos realizados com polvilho, teores de amilose encontrados por Gunaratne e
Hoover (2002) foi de 19,8 %; por Li e Yeh (2001) de 19,9 %; Leonel et al. (2004) de 16,3 %
e Takizawa et al. (2004) de 18,6 %.

Sarmento et al. (2013) analisaram 19 amostras comerciais de polvilho fermentado e
seco ao sol (polvilho azedo) e uma de polvilho doce. O teor de amilose do polvilho doce foi
de 19,2 % e os dos polvilhos fermentado e seco ao sol (polvilhos azedos) variaram de 17,1 a
20,6 %.

As caracteristicas dos granulos refletem as propriedades dos amidos. A pasta de amido
de tubérculos e raizes apresenta geis mais fracos e pouco consistentes, porém séo de alta
viscosidade, translucidos, longos, coesivos, fibrosos (FRANCO et al., 2001) e de baixa
tendéncia para retrogradar pelo seu baixo contetdo de amilose (aproximadamente 17 %)
(RAKSHIT, 2004).
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Tukomane et al., (2007) mostraram que amidos com baixo teor de amilose
apresentaram maiores graus de cristalinidade, resultante da reducdo de regides amorfas no
seus granulos, e por isto tendem a ter maior pico de viscosidade.

Existe uma correlagdo positiva entre a retrogradacdo de pastas de amido de mandioca e
amilose. Rodriguez-Sandoval et al., (2008) discutiram que este fenédmeno é causado pela
agregacdo de amilose, depois do esfriamento das pastas, que atua como um ndcleo durante o
rearranjo de amilopectina. A amilose tende a se associar novamente, atraves de ligacdes de
hidrogénio, com outras moléculas de amilose adjacente formando uma estrutura cristalina de
dupla hélice quando a solucéo esfria e permanece intacta durante um longo periodo de tempo
(DENARDIN & SILVA, 2009).

No entanto, Denardin e Silva (2009) relataram que retrogradacdo é um fenémeno
complexo e varia de acordo com varios fatores tais como a temperatura, o pH, a fonte de
amido e presenca de outros componentes como lipidios, eletrdlitos e agucares. Alguns estudos
tém mostrado que, na gelatinizacdo, algumas populagdes de cadeias de amilopectina podem
promover ou inibir a retrogradacdo da amilopectina devido a maior ou menor formacdo de
duplas hélices durante retrogradacdo (VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004), no entanto, a
influéncia exata da retrogradacao da amilose ainda é desconhecida.

6.2.3 Determinacdo de acidez total titulavel e pH dos polvilhos durante a producdo de

polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

Foi verificado um aumento na acidez total titulavel, de 2,14 + 0,012 mL de NaOH
/100g para 3,24 £ 0,24 mL de NaOH/100g e uma reducéo do pH de 4,8 + 0,05 para 3,25 +
0,03, para o tempo inicial (t=1) e final (t=30), respectivamente (Tabela 7), enquanto que o
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) mostrou uma acidez titulavel de 5,25 +
0,01 mL de NaOH /100g e pH de 3,63 + 0,015.

Segundo a legislagéo vigente, a fécula deve ficar no tanque de fermentacdo até que o
produto atinja acidez aproximada de 5 mL de NaOH/100g (BRASIL, 2005). No entanto, na
maioria das polvilharias do Brasil, a duragdo do processo de fermentacdo ndo é controlada
pela acidez titulavel como um pardmetro para a retirada dos produtos dos tanques e
interrupcdo da fermentagdo, sendo apenas observado o periodo de 30 dias. Na polvilharia
avaliada no presente estudo, ndo houve controle do ponto final do processo de fermentacéo,
nem com o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), mesmo apresentando uma

acidez titulavel maior que a recomendada pela legislagdo (BRASIL, 2005).
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Tabela 7. Acidez total titulavel ao longo do processo de fermentagdo polvilho doce (t=1), polvilho ap6s 30 dias
de fermentacdo (t=30), e no produto final (fermentado e seco ao sol) e respectivos desvios padréo (DP)

Tempo de Fermentacao (dias) Acidez total titulavel £ DP pH + DP
Polvilho doce (t=1) 2,14+ 0,0122 4,87 +0,0472
Polvilho com 30 dias de fermentacéo (t=30) 3,24+ 0,24 3,25+ 0,031°
Polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 5,25+ 0,012° 3,63 +0,015°

Médias e desvio padrdo de analises realizadas em triplicata
Letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente (p <0,001), de acordo com o teste de
Bonferroni

Grande parte dos produtores de pequeno porte estabelece um periodo em dias, para
que a fermentacdo se complete. Alguns autores fixaram um periodo de 20 dias, enquanto que
outros determinam este periodo, a partir do aparecimento de bolhas na dgua sobrenadante,
decorrente da producdo de CO, (MARCON et al., 2009).

Na polvilharia avaliada, o momento final da fermentacéo foi determinado pelo periodo
em dias, dependendo da época do ano. No verdo, a fermentacéo era concluida em torno de 20
dias e no inverno 30 dias. Esta forma de avaliacdo pode ndo garantir a concentracdo desejada
dos &cidos organicos, compostos volateis e propriedade de expansdo, para o desenvolvimento
de um produto final de qualidade, com aroma e sabor tipicos. Portanto, o controle da acidez,
até atingir 5,0 mL de NaOH/100g, ¢é importante para obtencdo do polvilho fermentado e seco
ao sol (polvilho azedo) com caracteristicas tecnoldgicas normalmente esperadas.

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 h de fermentagdo, mas o pH foi pouco reduzido
e pequeno aumento da acidez do meio ap6s 24 h. Em associagdo com as BAL, tiveram um
efeito modesto na acidez final.

No presente trabalho, a grande quantidade de leveduras presentes no produto final
pode demonstrar uma producdo de etanol pelas mesmas, ou ainda a presenca de outras
bactérias, além das BAL, o que poderiam ter contribuido com o aumento da acidez e a
reducdo no valor do pH das amostras ao final da fermentagdo. A presenca do etanol pode ser
resultado da fermentacdo de agucares a partir de substrato fermentescivel e as leveduras séo
0s microrganismos predominantes deste tipo de fermentacdo (alcoolica) (SUN & CHENG,
2002; BLANDINO et al., 2003). Apesar da maioria dos estudos mostrarem que as BAL

apresentam maior atividade que os demais microrganismos durante a fermentagdo para
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fabricacdo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), o presente trabalho pode
sugerir a hipétese de ter ocorrido outro tipo de fermentacdo, além da latica, ja que houve

reducdo da contagem das BAL e aumento das leveduras.

6.2.4 Caracterizacao dos &cidos organicos em polvilhos doce e fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo)

Entre os &cidos organicos analisados, apenas os &cidos acético, latico e succinico
foram produzidos durante a fermentacdo e apds a secagem do produto fermentado ao sol.
Todos eles foram detectados por HPLC (Figura 7), com excec¢do do &cido acético, o qual foi
avaliado por HS-SPMS / CG-gMS. As concentracdes de acido latico encontradas nas
amostras de polvilho doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), foram de 0,15
9.L.e 0,96 g.L, respectivamente. Na amostra de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo) também foi observada a presenca de 4cido succinico na concentragdo de 0,084 g.L™. O
acido latico e succinico foram detectados por HPLC. O é&cido acético compreendeu
aproximadamente 51,2% dos compostos volateis no headspace do polvilho fermentado e seco

ao sol (polvilho azedo) (Tabela 8 e Figura 8B).
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Figura 7. Cromatograma dos padrdes de &cidos organicos obtido por HPLC. Picos: 1 = acido citrico, 2 = &cido
succinico, 3 = cido lactico, 4 = 4cido acético, 5 = &cido propiodnico e 6 = acido butirico.
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A acidez titulavel do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) ndo poderia
ser devida a grupos carboxil resultantes de &cidos residuais devido a degradacdo de amilose e
amilopectina (SILVA et al., 2006), uma vez que os &cidos organicos de elevado peso
molecular ndo foram detectados, nem os de cadeia curta e acidos graxos de cadeia longa por
HS-SPME / CG-gqMS.

Em estudos anteriores, 0 aumento na acidez total foi atribuido a producéo de acidos
organicos, principalmente acido lactico e quantidades substanciais de &cidos acético e butirico
(ADEGUNWA et al., 2011); o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) pode ter
tracos de acido propibnico, sem a presenca de &cido butirico ou propidnico (AQUINO et al.,
2013).

Em regi6es com temperaturas médias em torno de 18 °C, a fermentacéo € lenta, com o
predominio da microbiota latica, principalmente L. plantarum, enquanto que nas regides
quentes, com temperaturas em torno de 35 °C, a fermentacdo é mais rapida e a microbiota
butirica é predominante, principalmente C. butyricum (LACERDA et al., 2005).

Analisados em conjunto, os dados relativos ao pH, acidez titulavel, conteido de acido
acetico, lactico e teor de é&cido succinico e baixa temperatura ambiente indica que a
fermentacdo foi interrompida antes da conclusdo da fabricacdo do polvilho fermentado e seco
ao sol (polvilho azedo). Além disso, C. butyricum ndo foi encontrado entre os microrganismos
da microbiota natural.

O acido succinico é um acido dicarboxilico produzido como um intermediario do ciclo
dos &cidos tricarboxilicos (TCA) ou como produto principal da fermentacdo anaerdbica por
alguns microrganismos (LEE et al., 2000). Varias espécies de leveduras encontradas na
microbiota do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) devem contribuir para a
producdo de &cido succinico durante o metabolismo oxidativo do amido (CHAVES-LOPEZ
etal., 2014).

6.2.5 Caracterizacao dos compostos volateis em polvilhos doce e azedo

Um numero superior de compostos volateis foi encontrado no polvilho doce, quando
comparado ao polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (Figura 8, A e B). Isto pode
ser devido ao tratamento de secagem ao sol, que pode ter causado a perda de alguns dos
compostos volateis (Tabela 7).

Hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos e compostos terpendides foram encontrados

em maior quantidade em polvilho doce do que no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
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azedo). O polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) apresentou acido acético
compreendendo 51,2% (Tabela 8) dos compostos volateis, e parece proteger contra a
contaminacdo da fermentag@o por microrganismos deterioradores. Foi observada uma reducéo
da diversidade do perfil de terpenos e hidrocarbonetos aromaticos.

Os terpendides foram a principal classe representativa nos compostos volateis em
ambos os amidos (Tabela 8). Eles podem ser liberados pelas a-glicosidases de leveduras
durante o processo de fermentacdo, o que contribui para o aroma do produto final (CALLEJA
& FALQUE, 2005). O limoneno confere sabor e odor fresco, citrico, agradavel e penetrante; o
composto B-damascenona garante um acentuado odor de frutas doces e floral; a-ionona,
permite odor tropical e cheiro floral que estdo presentes em quantidades consideraveis no
produto final (COLBERT, 2014), contribuindo para sabores unicos,um aroma e sabor
agradavel de polvilho fermentado.

Hidrocarbonetos aromaticos tiveram seus teores relativos diminuidos no polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), como metilbenzeno, 1-3-dimetilbenzeno-1-3,
1,3,5-trimetilbenzeno, 1,2-diclorobenzeno, 1-metil-3-(1-metiletil)benzeno, 1-metil-2-prop-1-
en-2-ylbenzene, 2- (4-metilfenil) propan-2-ol, estireno e benzaldeido foram removidos pela
fermentacao (Tabela 8).

As bactérias &cido-laticas e leveduras presentes no processo de fermentacdo do
polvilho sdo capazes de produzir compostos volateis através do metabolismo primario e
secundario (MVOCs). Além disso, a umidade e temperatura influenciam a emissdo de
MVOCs, e uma fase de crescimento prolongada devido a uma temperatura inferior pode
influenciar a producdo de certos compostos e estender o tempo de producdo méaxima
(SUNESSON et al., 1997). Outros fatores ambientais tais como o pH do substrato, luz e
niveis de CO; ou O,, provavelmente, também pode influenciar o padrdo MVVOC. Além disso,
ja foi descrito que os compostos de aroma volateis foram produzidos em amostras
fermentadas por L. plantarum em co-cultura com lIssatchenkia orientalis. Na industria de
alimentos, os acidos organicos volateis sdo utilizados como flavorizantes, conservantes e

inibidores do crescimento microbiano.
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Tabela 8. Compostos identificados no headspace das amostras de povilho doce (t=1) e azedo (fermentado e seco ao sol), analisadas por CG-gEM via identificacdo por

espectrometria de massas

Polvilho fermentado e

Composto NUmero do Polvilho doce (t=1) seco ao sol (polvilho
pico Area relativa (%0) azedo)
Relative area (%0)
Acidos Organicos Acido acético 1 - 51,2
Hidrocarbonetos Alifaticos n-Nonano 2 0,7 2,5
n-Decano 3 3,5 9,3
n-Dodecano 4 1,8 6,6
n-Tridecano 5 0,1 -
n-Tetradecano 6 0,5 -
n-Pentadecano 7 0,3 -
Di- N-octil eter 8 0,3 -
2,5-dimetil-nonano 9 0,6 2,0
Octacosano 10 - 2,0
8-metil-heptadecano 11 0,8 -
Cetona 2,6-di-terc-butilciclohexa -2,5-dieno -1,4 -diona 12 0,2 -
Hidrocarbonetos aromaticos e aldeidos Tolueno 13 15 -
m-Xileno 14 0,3 -
1,3,5-Trimetilbenzeno 15 15 -
1,2,3-Trimetilbenzeno 16 0,6 1,4
1,2-Diclorobenzeno 17 0,3 -
1-Metil-3-(1-metiletil)benzeno 18 15,9 -
1-Metil-2-prop-1-en-2-ylbenzeno 19 2,2 -
1-Etil-3-metilbenzeno 20 - 2,1
1,2,4-Trimetilbenzeno 21 - 3,4
1-Ethyl-2,3-dimetilbenzeno 22 - 0,7
2-(4-Metilfenill)propan-2-ol 23 0,7 -
Estireno 24 11 -
Benzaldeido 25 0,9 -
Terpenos Sabineno 26 0,4 -
2-B-Pineno 27 1,0 -
B-Mirceno 28 3,1 -
o-Careno 29 0,2 -
Llimoneno 30 44,6 8,6
a-Terpinoleno 31 1,1 -



Alcool

Aldeido
TOTAL

p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol

a-Terpineol
Dihydrocarvone
Trans-2-caren-4-ol
Carvotanacetone
p-Mentha-1,8-dien-7-al
Carvacrol

Neril acetato
Geranil acetato
a-Bergamoteno
B-Bisaboleno
B-Damascenona
Cariofileno
o-lonona
2-Etil-1-hexanol

Decanal

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

47

0,4
0,7
0,8
13
2,2
0,3
0,3
1,0
0,3
1,2
1,2

51

1,0
100,0

73

100,0
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Figura 8. Perfil cromatografico obtido no headspace das amostras (a) polvilho doce (t=1) e (b) polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) através da anélise por CG-qEM.

Na indastria de alimentos, os acidos organicos volateis sdo utilizados como
flavorizantes, conservantes e inibidores do crescimento microbiano. Podem ser Gteis também
como quelantes, reduzindo a oxidacdo de metais (REGINATTO et al., 2009). Os ésteres sdo
geralmente encontrados em pequenas quantidades e muitas vezes dificeis de serem
determinados e quantificados, apesar de extremamente potentes quanto a contribuicao para o
aroma e sabor (FERREIRA et al., 2002).
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6.2.6 Avaliacdo da Relaxometria por RMN de 'H em polvilho doce e polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

A relaxometria por RMN no estado sélido permitiu 0 monitoramento das mudancas no
polvilho durante a fermentacéo e no processamento de secagem ao sol, onde o parametro de
tempo de relaxamento longitudinal (T1H) forneceu informagdes sobre a dindmica molecular
do polvilho antes e apds a fermentacdo (Figura 9). O parametro T1H mostrou uma grande
variacdo nos tempos de relaxacdo spin-rede, de 83,3 para 69,3 ms, para polvilho doce e
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), respectivamente. O menor tempo de
relaxacdo spin-rede TiH (p <0,001) sugere que o produto fermentado e seco ao sol € mais
propenso para expansdo, uma vez gque existe uma populacdo de atomos de hidrogénio em um
regime de menor confinamento (ou maior mobilidade) e uma maior heterogeneidade no
polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (BRITO & TAVARES, 2013), como
demonstrado pela largura das bases de ambos os dominios e a intensidade de pico que
alteraram durante o processamento (Figura 9).

As medidas de tempo de relaxacdo longitudinal (T1H) obtidas forneceram
informagdes quanto a dindmica molecular dos componentes dos polvilhos. O T1 mede o
tempo de relaxacdo do componente da magnetizacdo paralela ao campo magnético externo,
sendo este tempo sensivel a movimentos rapidos (BATHISTA, 2005).
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Figura 9. Curvas de distribuicdo de dominios para os polvilhos doce (t=1) e fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo) obtidas por RMN-BC.

6.3 APLICACOES TECNOLOGICAS DO POLVILHO DOCE E POLVILHO
FERMENTADO E SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)

6.3.1 Propriedade de pasta

O processo de fermentagdo alterou significativamente (p <0,001) o perfil de
viscosidade do polvilho (Tabela 9). A curva de viscosidade representa 0 comportamento
durante o aquecimento e permite avaliar as caracteristicas da pasta formada, devido as
modificacOes estruturais das moléculas de amido (MARTINS et al., 2009).

As pastas de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) mostraram-se menos
viscosas a alta temperatura (menor pico de viscosidade), com menor estabilidade a agitacédo
(maior quebra de viscosidade) e menor tendéncia a retrogradacdo que o polvilho doce (Tabela
8). Esta alteracdo na propriedade de pasta do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo) tem sido observada em outros estudos (ADEGUNWA, 2011; DEMIATE et al., 2000;
MARCON et al.,, 2007). Modificacbes fotoquimicas e enzimaticas ocorrem durante a
fabricacdo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (MARCON et al., 2007).
Moléculas de amido (amilose e amilopectina) nas regides amorfas dos granulos foram
parcialmente despolimerizadas pelas enzimas amiloliticas e &cidos organicos produzidos por
microrganismos do ambiente natural e por irradiacdo UV (principalmente a irradiacdo de
UVB e UVC) durante a secagem ao sol (MARCON et al., 2007, VATANASUCHART et al.,
2005). Além da despolimerizacdo, moléculas de amido presente como carbonil e grupos
carboxilatos, indicam que a oxidacdo dos grupos hidroxil de amilose e amilopectina é

observada, em um mecanismo envolvendo radicais livres (DEMIATE et al., 2000).
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Tabela 9. Caracteristicas tecnolégicas (viscosidade) dos polvilhos doce (t=1) e fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo)

Parametros Polvilho doce (t=1) Polvilho fermentado e seco

ao sol (polvilho azedo)

RVA

Temperatura de pasta (°C) 68,6 +0,1™ 70,2+0,1™
Viscosidade maxima (cP) 3399,7+37,5° 2597,3+29,1°
Tempo de viscosidade maxima (min) 3,7+0™ 3,7+0™
Viscosidade minima (cP) 1480+ 44,6° 447,33+11°
Quebra de viscosidade (cP) 1919,7+ 59,9° 2150 + 18,1°
Viscosidade final a 50°C (cP) 2070+21,65° 669,7+2,9"
Tendéncia a retrogradagéo (cP) 590 + 37,3 222,3+8,7°

ns= ndo significativo; Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de p
<0,001 pelo teste de Bonferroni

A organizacdo do granulo, enfraguecida causada por despolimerizacdo oxidativa
durante a fermentacdo do polvilho, faz com que os granulos de amido mostrem um pequeno
inchaco e, portanto, apresentam menor pico de viscosidade. A organizacdo dos granulos mais
enfraquecida também faz com que os granulos de amido se desintegrem rapidamente, 0 que
leva a uma maior quebra de viscosidade. Depois de ser despolimerizado oxidativamente, a
amilose e amilopectina apresentam pesos moleculares mais baixos, havendo uma menor
tendéncia a retrogradacdo (PUTRI et al., 2012).

Na Figura 10 pode ser observada a diminui¢do da viscosidade méxima nas amostras
de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (2.597,3 £ 29,1), em relacdo ao
polvilho doce (3.399,7 £ 37,5). Isto ocorre devido as alteracdes causadas pelos acidos nos
gréanulos de amido durante a fermentacédo, resultando em granulos danificados (PEREIRA,
2001).
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Figura 10. Viscoamilograma (RVA) em centipoise (cp) de polvilho doce (t=1) e fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo), em fungéo do tempo (min).

A viscosidade maxima é importante na avaliacdo de qualidade do polvilho, uma vez
que a fluidez pode interferir nos equipamentos a serem utilizados e dimensionados numa linha
de producdo, até na formulacdo do produto a ser fabricado. Alguns estudos com andlise de
viscosidade cinematica em RVA apontam os valores de viscosidade maxima ao redor de 225
RVU (2700 cp) para polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) e, proximos a 380
RVU (4560 cp) para o polvilho doce (SANTISOPASRI et al., 2001).0Os resultados
encontrados no presente estudo estdo abaixo dos encontrados na literatura possivelmente
devido ao elevado teores de acidez obtido ao final do processamento. De fato, a viscosidade
méaxima do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) é mais baixa que a do polvilho
doce, e durante toda a anélise a pasta de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) se
mantém menos viscosa, apresentando menor estabilidade a agitacdo e menor capacidade de
retrogradacdo ou geleificacdo. A quebra de viscosidade, ou breakdown é resultado da
diferenca entre a viscosidade méxima a quente e a viscosidade minima da pasta. Esta
propriedade permite avaliar a estabilidade do amido em altas temperaturas, cujos granulos se
rompem sob agitacdo mecénica e esti diretamente relacionada com a viscosidade méxima
(DINIZ, 20086).

A viscosidade final é uma caracteristica que vai depender das modificagdes que
ocorrem nas estruturas do granulo de amido e das moléculas durante o processamento. A

tendéncia a retrogradacdo mede a diferenca entre a viscosidade final e o menor valor de
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viscosidade apds o pico. Esta propriedade permite avaliar o comportamento da pasta durante o
resfriamento.

A fécula de mandioca ¢ muito utilizada para a producdo dos amidos modificados
(RIBEIRO & SERAVALLI, 2004). Segundo Whistler e Bemiller (1997), as industrias
recorrem a utilizacdo desses amidos devido as suas caracteristicas, como: modificar as
caracteristicas de cozimento, resistir a retrogradacdo, reduzir a tendéncia das pastas em
formarem géis, aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e congelamento, aumentar
a transparéncia das pastas ou géis, melhorar a textura das pastas ou géis, melhorar a formacéo
de filmes, aumentar a adesividade, adicionar grupamentos hidrofdébicos e introduzir poder

emulsificante.

6.3.2 Indice de absorcéo de 4gua (IAA) e indice de solubilidade em agua (ISA)

O polvilho doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) apresentaram
valores semelhantes quanto ao indice de absorcdo de agua e solubilidade em agua, indicando
que ndo houve efeitos a fermentacdo e secagem ao sol (Tabela 10).

Tabela 10. indice de absorcao de agua (IAA) e indice de solubilidade em &gua (ISA) dos polvilhos doce (t=1) e
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo).

Amostra Indice de absorcéo de agua (%) Indice de solubilidade

em agua (%)

Polvilho doce (t=1) 2,0 +0,05™ 0,2+0,02°

Polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 2,1+0,04™ 0,6+0,11°

Médias e desvio padréo de analises feitas em triplicata

Letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente (p <0,001), de acordo com o teste de
Bonferroni

ns = ndo significativo

O indice de absorcdo de agua esta relacionado com o grau de intumescimento ou
gelatinizacdo do amido, porque somente granulos de amido gelatinizados conseguem absorver
agua em temperatura ambiente, aumentando a viscosidade (SILVA et al., 2011). Como o IAA
foi realizado a 30 °C, os polvilhos doce e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) néo
estavam inchados, porque eles ndo atingiram o minimo de energia necessario para 0 processo
de gelificacdo (Tabela 9). A despolimerizacdo oxidativa no polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo) ndo foi eficiente o suficiente para motivar a solubilidade dos granulos de
amido em &gua fria, e nem permitiu a aproximacgédo ao seu estado de pré-gelatinizacdo, uma
vez que os granulos de amido apenas pré-gelatinizados podem absorver dgua a temperatura

ambiente, aumentando a viscosidade do amido (SILVA et al., 2011).
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O indice de absorcdo de agua (IAA) é um pardmetro que mede o grau total de
degradacdo do granulo de amido. Entre as mudancgas observadas durante o processo de
fermentacdo de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), é esperado um aumento
na solubilidade do amido (MARCON et al., 2007). No presente trabalho, o ISA obteve uma
variagdo de 0,2 % 0,02 para 0,6 % 0,11, considerado um aumento significativo na
solubilidade do amido no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo).

Variagdes na qualidade do produto final de um mesmo produtor séo frequentes, devido
a falta de parédmetros de controle no processamento do polvilho fermentado e seco ao sol
(polvilho azedo). Portanto, a busca de melhorias no processo tecnoldgico para obter um
produto final com melhor qualidade e padronizacdo € um grande desafio para o setor.
Geralmente, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) apresenta maior valor de
ISA do que os respectivos amidos nativos. Foi demonstrado em estudos que o polvilho doce
apresenta solubilidade mais baixa do que o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho
azedo), devido a presenca de amilose ndo solubilizada na regido cristalina do granulo nativo,
enguanto que a amilose do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) ja foi
parcialmente libertada (MARCON et al., 2009; GOMES et al., 2005).

6.3.3 Propriedade de expansao

A capacidade de fabrico de pdo para ambos os polvilhos é representada pelos valores
de expansdo da massa indicadas na Tabela 11. Houve um aumento significativo de 3,2 vezes
na expansdo da massa apos a fermentacao e tratamento de secagem ao sol, embora a producéo
de &cidos organicos durante a fermentacdo tenha sido discreta, como discutidas anteriormente,
mas ainda suficiente para promover alteracGes fisicas nos granulos, aumentando a sua

capacidade de inchar e solubilizar em agua (DIAS et al., 2011).

Tabela 11. Poder de expansao dos polvilhos doce (t=1) e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)

Polvilho Expansio do volume (mL . g™)
Doce (t=1) 1,4 +0,4°
Azedo (fermentado e seco ao sol) 45+0,4°

Médias e desvio padrdo de analises feitas em triplicata
As letras diferentes em uma mesma coluna diferem significativamente (p <0,001), de acordo com o teste de
Bonferroni

No polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) foram formados acidos
organicos, principalmente o acido latico (DIAS et al., 2011) e a producdo destes &cidos esta
relacionada com a propriedade de expansao desse amido (DEMIATE & CEREDA, 2000).
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A hidrolise das ligacdes glicosidicas na regido amorfa dos granulos por &cidos,
enzimas e irradiagdo UV resultou em aumento da mobilidade e uma maior heterogeneidade
das moléculas de hidrogénio (analise relaxometria), que provavelmente resulta no
desenvolvimento da propriedade de expanséo.

Ao comparar os volumes especificos obtidos para os indices de expansdo da massa
estabelecidos por Demiate et al., (2000), pode-se observar que ambos os polvilhos mostraram
baixos indices de expansdo da massa, inferiores a 5 mL.g™* (Tabela 11). No entanto, os valores
de expansdo da massa aqui apresentados sdo semelhantes aos observados para as variedades
genéticas distintas de mandioca (ALVARADO et al., 2013). Uma expanséo da massa superior
poderia ser obtido, um volume especifico entre 5 e 10 mL g™, poderia ser atingido ap6s 83
dias de fermentacdo (AQUINO et al., 2013).

A expansdo da massa do polvilho pode ser devido a sua elevada capacidade de
inchamento e a solubilidade resultante da degradacdo molecular, ap6s a acidificagdo e
irradiacdo (BERTOLINI et al., 2000). A maximizacao da expansao pode depender do grau de
polimerizacdo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), nimero de grupos
carboxil e hidroxil, pH, densidade dos granulos e outros parametros que mostram correlacdo
significativa, positivo ou negativo, com a expansao da massa € as suas caracteristicas apds o
assamento, assim como no seu armazenamento depois do assamento (MARCON et al., 2009).

Apesar de ndo ser totalmente estabelecido, o mecanismo de expansdo do polvilho
fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) pode ser semelhante ao dos produtos extrusados,
em que a forca motriz seria a evaporacdo da agua e a expansdao das células seria
essencialmente governada pela viscosidade da massa (BERTOLINI et al.,, 2000 ). A
despolimerizagdo parcial do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) durante a
fermentacdo e secagem ao sol forneceu pequenos fragmentos lineares e facilitou o
desenvolvimento de uma estrutura de matriz amorfa de massa de amido
(VATANASUCHART et al., 2005), reduzindo a viscosidade da massa durante a expansao,
auxiliando na expansdo da bolha. No entanto, outros fenémenos além da despolimerizagédo
poderiam melhorar a expansdo da massa em diferentes estagios de assamento, incluindo as
transferéncias de massa, tais como CO, ou deslocamento de &gua a partir da matriz

circundante a expanséo bolhas, inércia e tensdo superficial (ALVARADO et al., 2013).
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7 CONCLUSOES FINAIS

Foi detectada a presenca de BAL e leveduras no processo de fermentacdo da mandioca
incluindo Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Lactococcus sp., Enterococcus sp., Bacillus
sp., Pichia sp., Issatchenkia sp., Geotrichum sp., Clavispora sp., Rhodotorula sp. e
Neurospora sp;

Houve contaminacdo por Bacillus sp. no final do processo de fermentacéo, o que mostra
a necessidade de melhoria e implementacdo das boas praticas de fabricacdo no processo
de obteng&o deste produto;

A fermentacdo natural induziu alteracdo nas propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas,
resultando em uma fécula modificada como maior expansdo que a nativa,;

Os &cidos produzidos foram acido latico, acético e succinico, reduzindo pH e consequente
aumento na acidez titulavel ap6s 30 dias de fermentacéo;

Os valores de acidez total tituldvel e pH indicam que a fermentacdo deveria ter duracao
superior a 30 dias, considerando as mesmas condic¢des de clima (temperatura e umidade
do ar) para formacdo de maior quantidade de acidos organicos, compostos volateis e
propriedades tecnolégicas que garantissem qualidade ideal de expansdo ao produto final;
Hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e terpenodides foram encontrados em maior
quantidade em polvilho doce. O polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo)
apresentou acido acético compreendendo 51,2 % do composto volatil;

Os valores de umidade apresentaram diferenca entre o polvilho doce e fermentado e seco
ao sol (polvilho azedo), mas encontraram-se dentro das normas estabelecidas pela
legislacéo brasileira;

O processo de fermentacdo alterou significativamente o perfil de viscosidade do polvilho
(maior breakdown) e menor tendéncia a retrogradagdo (menor setback);

A expansdo do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) foi significativamente
maior que do polvilho doce. Os resultados de relaxometria mostraram maior mobilidade
molecular das amostras de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), o que

também comprova a maior capacidade de expansao;
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Highlights

Microorganisms from natural cassava starch fermentation were identified by molecular
techniques

Acetic, lactic and succinic acids were produced during cassava fermentation

The fermented product presented volatile compounds

Sour (sun-dried) cassava starch showed increased expansion ability

Sour cassava starch showed increased breakdown, decreased peak viscosity and setback.
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ABSTRACT

The traditional fermentation of cassava starch was investigated by a polyphasic approach
combining (i) microbial community identification using conventional and molecular
techniques, (i) analyses of organic acids, volatile compounds, fermentation products and
spin-lattice relation time and (iii) evaluation of technological properties, such as pasting
properties, water absorption and water solubility indexes. Cassava fermentation was
dominated by bacteria and yeasts genera, including Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus,
Enterococcus, Bacillus, Pichia, Issatchenkia, Geotrichum, Clavispora, Rhodotorula and
Neurospora. Acetic, lactic and succinic acids were produced. Volatile compounds included
aliphatic and aromatic hydrocarbons, esters and terpenes, which contribute to the aroma and
correspond to 23% of the compounds after fermentation and sun-drying treatment. The
expansion ability of the final product was increased. The fermented cassava showed increased
breakdown, decreased peak viscosity and setback and. The results showed here should be
useful to standardize the manufacturing of cassava starch in Brazil, providing homogeneous

and high quality products.

Keywords: DNA sequencing, headspace volatile analysis, organic acids, spin-lattice

relaxation, loaf expansion
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1. Introduction

Cassava (Manihot esculenta Crantz), a wood strub belonging to the Euphorbiaceae family
(spurge), is considered an important source of food and dietary calories for large populations
of tropical countries in Asia, Africa and Latin America (Olsen & Schaal, 2001). Originally
from Latin America, it is a shrubby plant, made up of a shoot and an underground portion. It
is known as “tapioca” in Asian countries, as “mandioca”, “aipim”, “castelinha” and
“macaxeira” in Brazil, as “yuca” in Spanish-speaking countries of Latin America, and as

“manioc” in French-speaking countries in Africa (Pandey, Soccol, Nigam, & Soccol, 2000).

In Brazil, cassava production is currently increasing and it is estimated that in the next 30
years  the  projected  production  should  reach 106  million  tons
(ftp://ftp.ibge.gov.br/Producao_Agricola/Levantamento_Sistematico_da_Producao_Agricola_

[mensal]/Fasciculo/2013/1spa_201304.pdf).

Cassava starch has various applications in industry, such as in food, paper, and adhesives;
however, only a small portion of starch is used in its native state, and mostly it is modified by
chemical or physics agents. Cassava fermented and sun-dried starch or sour (sun-dried)
cassava starch (“polvilho azedo” in Brazil or “almidon agrio” in Colombia) is used for the
production of special types of gluten-free breads and biscuits that are very popular in some

countries of South America (Alvarado et al., 2013).

Currently, a large number of individuals in many Western societies adopt a gluten-free
diet, avoiding wheat, rye and barley. Although there are at least three clinical gluten-related
conditions recognized — celiac disease, wheat allergy and non-celiac gluten sensitivity — most
people change to a gluten-free diet even without any well-defined-medical reason (Lundin,

2014).

105



68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

4

The market for gluten-free products has been increasing speedily (Gallagher, Gormley, &
Arendt, 2004), opening opportunities for the development of new technologies using gluten-
free ingredients as alternative for traditional manufacturing bakery products (Schober, 2009).
Sour (sun-dried) cassava starch can be used as an adjuvant for bread making or as the main

ingredient for gluten-free breads.

Cassava starch fermentation is a common process conducted in small rural cassava starch
factories to improve the textural qualities of the starch (Oluwasola, 2010). Natural
fermentation is predominantly associated with the fermentative activities of bacteria and
yeasts (Lacerda et al., 2005). Cassava fermentation is carried out in tanks for a period of about
30-40 days. The wet acid starch is then sun-dried for a period, depending on the season,
generating a non-uniform product. During fermentation considerable amounts of cyanide are
removed and antimicrobial compounds are produced including bacteriocins, organic acids,

hydrogen peroxide; and other active, low molecular weight metabolites (Holzapfel, 2002).

Frequent variations occur in the quality of the final product from different producers and
even from the same producer using raw material from the same origin. This occurs because
there are no control parameters applied in the process. During manufacturing, sour cassava
starch can be contaminated by unknown microorganisms, which may change the
technological characteristics of the product (Demiate, Dupuy, Huvenne, Cereda, & Wosiacki,

2000).

In the present study, a polyphasic approach was applied to describe dynamic changes in
the physical, chemical, microbiological and technological characteristics occurring during the
natural fermentation of Brazilian cassava starch in the manufacturing of sour cassava starch.
The dynamics of the microbial community involved in spontaneous fermentation was

evaluated by conducting enumerations using culture media and molecular identifications
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tools, such as RAPD and partial DNA sequencing. Physical and chemical characteristics,
including sugar, organic acid, volatile compound contents, fermentation product contents and
the spin-lattice relaxation time were determined by HPLC, HS-SPME/GC-qMS and LF-
NMR, respectively. Technological properties, RVA average parameters, water absorption

index and water solubility index, were also determined.

In view of the need for standardization and improvement of the Brazilian manufacturing
process, knowledge and characterization of the manufacturing process and the final product
can serve as a basis for planning and obtaining controlled products superior to the ones
currently produced. To the best of our knowledge, this is the first time that cassava and sour
(sun-dried) cassava starch were evaluated considering their microbiological, physico-chemical

and technological properties.

2. Material and methods

2.1. Sour cassava starch (fermented and sun-dried)

Cassava (Manihot esculenta Crantz) cultivated in the Parana state, Southern Brazil, was
processed into sour (sun-dried) cassava starch in accordance to the traditional small-scale
processing of Northeastern Brazil. The cassava was washed, peeled and washed a second time
for dirt removal. Subsequently, they were grated and the obtained mass was washed again and
strained in fine mesh fabric until the water leaching from the cassava was transparent. The
wet-extracted starch was sun-dried for 12h.

The sun-dried extracted starch was put in 1.63 m height polyethylene tanks with 5,000
liters capacity and covered with a layer of running water of approximately 20 cm and allowed

to naturally ferment for 30 days at ambient temperature (around 18°C in winter). After
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fermentation, the cassava starch was laid on high density polyethylene (HDPE) black canvas
and sun-dried for 12h. Cassava starch was sampled at (¢=1) and (¢=30) days of fermentation

alongside the final product of sour (sun-dried) cassava starch for further analyses.

2.2. Microorganism enumeration

Microorganism enumeration was carried out at the beginning of fermentation (¢=1), after
30 days of fermentation (¢=30) and in the final product, sour (sun-dried) cassava starch. For
lactic acid bacteria enumeration and identification, M17 agar plates (HIMEDIA, Mumbai,
India) were incubated at 30 °C for 48 h, lactobacilli MRS agar plates (BD, Le Pont de Claix,
France) at 37 °C for 4 days under anaerobic jars using a Gaspak anaerobic generator (Becton
Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) and Azide Blood Agar Base (Becton
Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) at 37 °C for 4 days. For yeast
enumeration and isolation, malt extract agar (Himedia, Mumbai, India) and YPD 2% (2%
peptone, 1% yeast extract and 2% glucose) were used, incubated at 25 ° C for 7 days.
Colonies with distinct morphologies were selected randomly and the cultures were stored in
the corresponding isolation broth described above containing 20% glycerol, until further

analyses.

2.3. Microorganism molecular identification

DNA templates from bacterial and yeast colonies were obtained as described by
Sambrook and Russell (2001) and quantified using the Qubit dsSDNA HS kit (Invitrogen™,
Grand Island, New York, USA). Partial amplification of the 16S rDNA, using the primer pair
27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and 1512R (5-

ACGGCTACCTTGTTACGACT-3"), described by Wang et al. (2006), was performed using
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Taq DNA polymerase (Invitrogen™, Grand Island, New York, USA) in a DNA thermocycler
(MyCycler™, Bio-rad, Hercules, CA, USA).

The amplicons were digested with restriction enzymes Apal and Xhol (Promega,
Madison, USA) and Ddel (Fermentas, Sdo Paulo, Brazil), following the manufacturer’s
instructions. The digestion profile was resolved by electrophoresis on 1.2% agarose gels, and
electrophoresis was carried out in 1X TAE buffer for 70 min at 100V and 200mA. Gels were
stained with GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, USA) diluted at 1:10,000 and documented
under a MiniBis Pro UV light using the GelCapture software (DNR Bio-Imaging Systems,
Hamisha, Israel). Representative profiles of each species observed in the amplified ribosomal
DNA restriction analysis were selected for sequencing.

Yeast DNA templates were analyzed by RAPD-PCR using the primer EIl (5°’-CTG GCT
TGG TGT ATG -3’) (Barros Lopes, Soden, Henschke, & Langridge, 1996).

The band profiles were resolved on 2% gels subsequently stained with GelRed (Biotium
Inc., Hayward, CA) diluted at 1:10,000 and documented as described above.

The representative profiles were selected for sequencing and amplified with the primer
pairs ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") and ITS4 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) as described by Naumova, Ivannikova, & Naumov, 2005.

PCR products from bacteria and yeast were purified by PCR DNA and the use of the Gel
Band Purification kit (GE Healthcare Life Science Inc., Little Chalfont, Buckinghamshire,
UK). The sequencing analysis of partial 16S rDNA gene and ITS region was accomplished
with a 3130 sequencer (Applied Biosystems Inc., Tokyo, Japan) and subsequently used for
identification of the bacteria and yeast, respectively. The identities of the sequences were
determined by wusing the BLASTn algorithm at the GenBank database

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome).
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2.4. Physicochemical characterization of cassava starch
2.4.1. Moisture content evaluation

The moisture content of the analyzed starch was determined according to the protocol
from the American Association of Cereal Chemists (AACC, 2010) International Approved

Method 44-15.02.

2.4.2. Amylose and amylopectin content

The apparent amylose content was estimated in quadruplicate by iodine-based
colorimetry according to the method number 66470 from the International Organization for
Standardization

(http://www.iso.org/iso/fr/home/store/catalogue_tc/catalogue_detail.htm?csnumber=13073).

The absorbance was measured on a DU-730 spectrophotometer (Beckman Coulter, Fullerton,
USA) at 620nm. The percentage content of amylopectin was estimated by difference

(amylopectin percentage content = 100 - apparent amylose percentage content).

2.4.3. Determination of titratable acidity and pH
Titratable acidity and pH were determined according to the 016/IV e 017/IV methods,

respectively, from the Adolfo Lutz Institute (IAL, 2008) using a calibrated potentiometer.

2.4.4. Organic acid content determination

The organic acid content of starch was determined as described by Leite et al. (2013).
Briefly, 25 mL of H,SO4 45 mmol.L" were added to 5 g of starch and homogeneized for 1 h
on a rotatory shaker at 250 rpm. The supernatant resultant from of a centrifugation at 6,000x g
was filtered through 0.45 pm filters (Millipore Corp, Billerica, USA). Filtered samples were

injected (50 pL) into an HPLC system (Shimadzu Corp., Tokyo, Japan) equipped with an
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HPX-87H Aminex fermentation monitoring column (150 x 7.8-mm id. Bio-Rad
Laboratories Inc, Hercules, USA), protected by a cation H" Micro-Guard cartridge (30 x 4.6-
mm i.d.; Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, USA). The mobile phase (isocratic) was 3 mM
H,S0;, at a flow rate of 0.7 mL.min" at 65°C. Organic acids (lactic, acetic, citric, succinic,
butyric and propionic) were quantified by using a diode array detector model SPD-M20A
(Shimadzu Corp, Tokyo, Japan), monitoring the absorbance at 210 nm. Chromatograms from
the HPLC and compound quantifications were obtained using the LC Solution software
(Shimadzu Corp., Tokyo, Japan). Standard curves based on peak area were calculated for the
individual concentrations of the determined organic acids, covering a broad range of
concentrations, by comparison with standard solutions. Standards (Supelco Analytical, Sigma,
St Louis, MO, USA) were prepared in deionized water filtered through 0.45-um filters

(Millipore Corp.). The analyses were performed in triplicate.

2.4.5 Determination of volatile compounds

The volatile compounds present in the headspace samples were extracted using solid
phase micro-extraction (SPME) for 30 min at room temperature using a three-phase fiber
50/30pm DVB/CAR/PDMS into an Agilent 6890 gas chromatograph coupled to an Agilent
5973 N mass selective detector (GC/MS) and a DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 mm, ] & W
Scientific, Folsom, CA). Helium was used as carrier gas at a flow rate of 1.0 mL/min. The
oven temperature was programmed from 50 to 250 °C at 5 °C/minute. Injector temperature
was kept at 260 °C. The mass detector was operated in an electronic ionization mode (70 eV)
at 3.15 scan/s with a mass range from 30 to 550u. Transfer line was kept at 250 °C, ion source
at 230 °C, and a analyzer at 150 °C. The compounds were identified according to the Wiley

mass spectrometer library (Enhanced data analysis software, Agilent, New York, USA).
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2.4.6. Determination of the spin-lattice relation time

The analyses were performed using a low field NMR spectrometer (LF-NMR)
MARAN Ultra-23 (Oxford Instruments, Tokyo, Japan), operating at 23.4 MHz (for hydrogen)
and equipped with an 18 mm variable temperature probe. Hydrogen spin-lattice relaxation
times were determined directly by the traditional inversion-recovery pulse sequence (recycle
delay - 180° - T — 90°- acquisition). The 90° pulse, 4.6 us, was calibrated automatically by the
instrument software. The amplitude of the FID was sampled for twenty t data point, ranging
from 0.1 to 5,000 ms, with 4 scans each and 5s of recycle delay. The relaxation values (means
of triplicate analysis) and relative intensities were obtained by fitting the exponential data

with the aid of the WINFIT 2.4.0.0 software supplied from resonance.

2.5. Technological properties of cassava starch and sour (fermented and sun-dried) cassava
starch
2.5.1. Pasting properties

The pasting properties of starch were determined using a Rapid Visco Analyzer 4500
viscometer (Perten Instruments, Hagersten, Sweden) according to method No. 162 of the
International Association for Cereal Science and Technology

(https://www.icc.or.at/standard methods/162). Starch samples weighing 2.5 g were dissolved

in 25 mL distilled water (corrected volume considering 14 % moisture content in flour) and
the analyzed parameters were pasting temperature, peak viscosity, peak time, - breakdown,
minimum viscosity, final viscosity at 50 °C and setback. The analyses were performed in

triplicate and mean values and standard deviations were calculated.

2.2.5.2. Water absorption index (WAI) and water solubility index (WSI) determination

10

112



238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

11

The WAI and WSI analyses were performed in triplicate, following the method

proposed by Anderson, Conway, Pfeifer, and Griffin (1969).

2.2.5.3. Expansion power

The expansion power was determined as described by Demiate, Dupuy, Huvenne, Cereda,
& Wosiacki, 2000), with modifications. Manual homogenization of 24 g of starch was carried
out in 20 g of boiling water. Four 7 g portions of this dough were placed in aluminum
containers (3.7 cm diameter and 6.8 cm height) and pre-heated in an electric oven at 150 °C
for 18 min. The expanded cassava starch samples were weighted and covered with Parafilm
M®. The apparent volume was determined according to the AACC International Approved
Method 10-05.01. The measurements were conducted in quadruplicate and the expansion was
determined as the specific volume evaluated by the displacement method of millet seeds and
expressed in mL.g' (Faubion & Hoseney, 1982). The specific volumes were used to classify
the sour (fermented and sun-dried) cassava starch into small (<5.0 mL.g'l), medium (5.0 <x <
10.0 mL.g‘l) and large (> 10.0 mL.g‘l) (Demiate, Dupuy, Huvenne, Cereda, & Wosiacki,

2000).

2.6. Statistical analyses

Data were expressed as means + SD and the value significances were analyzed by the
GraphPad Prism v.5 software package (San Diego, CA, EUA). Differences between means
were compared by a one-way analysis of variance (ANOVA) with a Bonferroni post hoc test.

A statistical significance level of 99.9% (p <0.001) was considered for all analyses.

3. Results and discussion
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3.1. Microbiological analyses of the spontaneous fermentation of cassava starch

At the initial (¢ =1) and final time points of the cassava starch fermentation (¢ =30), the
presumptive count of lactobacilli in MRS agar showed values around 8 log units CFU.g",
whereas the final product, after sun-drying treatment, showed a reduction of 1.2 log units
(Table 1). Previous studies have shown that the Lactobacillus genus is prevalent among the
other genera belonging to lactic acid bacteria, being found throughout the manufacturing
process of sour (sun-dried) cassava starch (Ampe, Sirvent, & Zakhia, 2001).

Regarding the presumptive count for streptococci on azide agar, values for cassava starch
at the beginning and end of fermentation were also higher than in the sour (sun-dried) cassava
starch, dropping from 7.8 (¢ =30) to 6.3 log units CFU.g" (Table 1). On the other hand, no
Lactococcus sp. was detected in sour (fermented and sun-dried) cassava starch, probably
because the number of microorganisms was below the limit of detection of the technique (10
CFU.g" log).

To identify bacteria, all microorganisms s (n=131) isolated from the different batches
and media (MRS, M17 and azide blood) were characterized by ARDRA (amplified ribosomal
DNA restriction analysis). Eighteen distinct profiles were found and the isolates were
identified by partial sequencing of the 16S rDNA. Lactobacillus spp. (42%), Lactobacillus
plantarum (14.5%), Leuconostoc citreum (5.3%), Lactococcus spp. (12.2%), Enterococcus
spp. (15.3 %) and Bacillus spp. (10.7 %) were identified based on homology identity (98-
100%) searches at GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) database.

Several studies have shown the involvement of LAB lactic acid bacteria in the
spontaneous fermentation of sour cassava starch (Ampe, Sirvent, & Zakhia, 2001). These
bacteria contribute to the development of characteristic starch properties, such as taste, aroma,

appearance, texture, shelf life and safety (Lacerda et al., 2005).
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The involvement of various Lactobacillus species, mainly L. plantarum and L.
fermentum, as the predominant species in sour (fermented and sun-dried) cassava starch
manufacturing at two industrial plants in Southeastern Brazil has already been suggested
Lacerda et al. (2005). L. plantarum and other LAB are considered the prevalent
microorganisms in the natural fermentation of cassava starch, responsible for the acidification
of the product in the tanks during the fermentation process and the production of organic acids
and aromatic compounds. Another group of LAB, the Leuconostoc genus, has been identified
as present since the beginning of the fermentation process (¢ =I) and are generally isolated
from fermented vegetables, including species capable of producing exopolysaccharides (EPS).
This group has many applications in the food industry and pharmaceutical field (Khue &
Ngoc, 2013).

Leuconostoc strains grow associatively with acid producing Lactococcus strains and can
confer aroma and texture to sour (fermented) cassava starch. The associative growth between
these two bacteria groups has been described as a synergistic functional relationship. (Khue &
Ngoc, 2013).

Bacteria belonging to the Bacillus genus were found only in samples collected at the
end of the fermentation process (¢=30). According to the European Food Safety Authority and
ANVISA, Brazil’s National Health Surveillance Agency, the presence of the Bacillus genus,
Gram-positive, ubiquitous, characterized by spore-forming ability and usually present in soil,
can be a contamination indicator of fermentation must by opportunistic bacteria due to
inadequate hygiene conditions in the production process, which reinforces the need to include
the concepts of good manufacturing practices in flour mills.

The yeast count, for both media used in the initial timepoint (¢=1) of the cassava starch
fermentation showed higher values (about 2 log units) than at the end of the fermentation

process (¢ =30) (Table 1). On the other hand, in the sour (sun-dried) cassava starch showed an
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increase in yeast counts, reaching values of around 7.5 log units CFU.g" (Table 1). The
presence of yeast species predominantly in the advanced stages of the process suggested a
higher acid tolerance of these microorganisms (Halm, Hornbaek, Arneborg, Sefa-Dedeh, &
Jespersen, 2004), which can be considered a technological advantage.

A total of 157 yeasts isolated and analyzed by RAPD were grouped into 19 distinct
profiles. The sequencing of the internal transcribed spacer of ribosomal DNA (rDNA ITS) of
the 19 representative yeast RAPD profiles, presented homology 98 -100% to the sequences of
the GenBank. Geotrichum candidum (10.8%) Pichia kudriavzevii (33.1%), Issatchenkia
orientalis (3.2%), Clavispora lusitaniae (6.4%), Neurospora crassa (1.9%), Neurospora
intermedia (1.9%), Rhodotorula mucilaginosa (2.5%), Cryptococcus albidus (8.3%), Candida
akabenensis (8.3%), Candida pararugosa (6.4%), Candida rugosa (4.5%) and Geotrichum
sp. (12.7%) were identified during both the sour cassava fermentation and sun-drying
treatment.

Candida rugosa, C. pararugosa, C. akabenensis, Cryptococcus albidus, Neurospora
crassa and N. intermedia were found in the final product, sour cassava (fermented and sun-
dried) starch. Species such as Pichia kudriavzevii (33.1%) and Issatchenkia orientalis are part
of cassava microbiota and Geotrichum candidum, Clavispora lusitaniae and Rhodotorula

mucilaginosa were found during cassava fermentation.

Lacerda et al. (2005) found that the most common yeast species in sour (fermented and
sun-dried) cassava starch when evaluating samples from distinct starches They identified
Galactomyces geotrichum and a species of Issatchenkia, both of which were present
throughout the process. Both species occurred at about 5.0 log CFU g"'. The authors also
commented that other species appeared only at certain times, especially in the initial phases of
the process. However, none of the yeast isolated from the cassava fermentation were able to

degrade starch.
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In the present study, the identified yeast species have been shown to have high amylolytic
activity, thus showing an ecological advantage in fermented sour and sun-dried cassava
starch, since they can partially hydrolyze raw starch (Rodriguez-Sanoja et al., 2000) to
provide sugars such as glucose or maltose that can be used as an energy source by other
microorganisms, as well as producing enzymes such as linamarase and polygalacturonase, and

aldehydes and esters that impart a pleasant aroma to the final product (Oyewole, 2001).

3.2. Characterization and comparison of physical and chemical parameters of the
fermentation musts
3.2.1. Moisture content

Cassava starch and sour (sun-dried) cassava starch presented significantly different mean

moisture values (p <0.001), 9.9% = 0.02 to 12.9% + 0.04, respectively.

According to the Brazilian Technical Regulation for starch products (ANVISA - RDC
under number 263, 09/22/2005), samples of cassava starch and sour (sun-dried) cassava starch
should not present significant differences regarding moisture content. The value
recommended by Brazilian legislation, for both, is at most 18% w/w, in order to obtain good

product preservation, stability, quality and appropriate composition of the final product.

Although the 12-hour drying period was observed, the relative humidity in the area is 60 -
90%, which may have hampered the drying of the final product. The moisture content of the
products are within the limits recommended by the Brazilian legislation (ANVISA - RDC
under number 263, 09/22/2005), similar to other commercial products available on the
Brazilian market. Lower moisture content would be desirable to increase the shelf life of
thefinal product, demonstrating that the process of drying the starch under the sun not be

completed within 12h.
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3.3.2. Apparent amylose and amylopectin content
No significant difference was observed between the apparent amylose and amylopectin
content (p <0.001) between the cassava starch and the sour cassava starch samples (Table 3).
Amylose content is an important parameter to study the changes that occur in starch pasting
properties, which can affect their industrial applications (Ascheri, Boéno, Bassinello, &
Ascheri, 2012). Starch paste and thermal properties are negatively regulated by the amylose
ratio produced in starchy vegetables (Luo, Jobling, Millar, Morell, & Li, 2015).
The differences when comparing the results with other studies may be attributed to the
use of starches from other sources, as well as the different methods used in the amylose
analyses. A more careful and in-depth study demonstrated that amylose content can vary with

cultivar conditions or crop planting time (Alvarado et al., 2013).

3.2.3. Determination of titratable acidity and pH of the flours during production

There was an increase in titratable acidity from 2.14 + 0.01 mL of NaOH / 100g to
3.24 + 0.24 mL NaOH / 100g and a reduction of pH from 4.8 + 0.05 to 3.25 + 0.03 for the
initial timepoint (/=1d) and final (¢=30d), respectively, while the final product, sour (sun-
dried) cassava starch showed a titratable acidity of 5.25 + 0.01 mL of NaOH / 100g and a pH
of 3.63. According to the current legislation in Brazil (ANVISA — RDC under number 263,
09/22/2005), cassava starch should remain in the fermentation tank until the product reaches
an acidity of about 5.0 mL NaOH / 100g. However, in most starch flour in Brazil, the duration
of the fermentation process is not controlled by the titratable acidity as a parameter to
interrupt fermentation, being only the 30-day fermentation period observed. In the starch
evaluated in the present study, there was no control of the endpoint of the fermentation
process, with the sour cassava (fermented) starch submitted to sun-drying treatment, even

with an acidity higher than recommended by the Brazilian regulatory agency.
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3.2.4. Characterization of organic acids and in cassava starch and sour (fermented and sun-
dried) cassava starch

Among the organic acids, only acetic, lactic and succinic acids were produced during the
fermentation and sun-drying of cassava starch. All of them were detected by HPLC (Fig 1),
excepting acetic acid, which was evaluated by HS-SPMS/GC-qMS. The lactic acid
concentrations found in the cassava starch and sour (sun-dried) cassava samples were of 0.15
gL' and 0.96 g L', respectively. Succinic acid was also detected in the sour (sun-dried)
cassava starch samples at a concentration of 0.084 g.L"'. Lactic and succinic acid were
detected by HPLC. Acetic acid comprised approximately 40% of the volatile compounds in
the headspace of sour (sun-dried) cassava starch, as seen previously in Table 2 and Fig 2B.
The titratable acidity of sour (sun-dried) cassava starch could not be due to carboxyl groups
resulting from residual acids due to degradation of amylose and amylopectin (Silva et al.,
2006), since high molecular weight organic acids were not detected, neither were short-chain

and long-chain fatty acids by HS-SPME/GC-qMS.

Although in previous studies the increase in total acidity was ascribed to the production
of organic acids, mainly lactic acid and substantial amounts of acetic and butyric acids
(Adegunwa, Sanni, & Maziya-Dixon, 2011). The sour (fermented and sun-dried) cassava
starch may have traces of propionic acid, without the butyric or propionic acid presence
Aquino et al. (2013).

In regions with average temperatures around 18°C, fermentation is slow, with the
predominance of lactic microbiota, mainly Lactobacillus plantarum, while in regions
withaverage temperatures around 35°C, fermentation is quicker and butyric microbiota is

predominant, mostly Clostridium butyricum (Lacerda et al., 2005).
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Taken together, the data regarding pH, titratable acidity, acetic, lactic and succinic acid
content and low room temperature indicate that fermentation was interrupted before
completion during sour cassava starch manufacturing. Additionally, no Clostridium butyricum
was found among the natural microbiota microorganisms.

Succinic acid is a dicarboxylic acid produced as an intermediate of the tricarboxylic acid
(TCA) cycle or as the major product of anaerobic fermentation by certain microorganisms
(Lee et al., 2000). Several yeast species found in the microbiota of sour cassava fermentation
should contribute to succinic acid production during the oxidative metabolism of starch

(Chaves-Lopez et al., 2014).

3.2.5. Characterization of volatile compounds and in cassava starch and sour (fermented and
sun-dried) cassava starch

A higher number of different volatile compounds were found in the cassava starch in
comparison to the sour (fermented and sun-dried) cassava starch (Fig 2, A and B). This may
be due to the sun-drying treatment, which may have caused the loss of some of the volatile
compounds (Table 2). Aliphatic and aromatic hydrocarbons and terpenoidic compounds were
found in a higher amount in cassava starch than in the sour (fermented and sun-dried) cassava
starch. Sour (fermented and sun-dried) cassava starch has acetic acid comprising 40% (Table
2) of the volatile compound, and seems to protect the natural fermentation against
contamination by spoilage microorganisms. A reduction of the profile diversity of terpenes
and aromatic hydrocarbons was observed.

Terpenoids are the main representative class in the volatile compounds in both
starches (Table 2). They can be released by yeast o-glycosidases during the fermentation
process, contributing to the aroma of the final product (Calleja & Falqué, 2005). Limonene

confers a fresh, citrus taste and odor, B-damascenone brings a sweet fruity smell and a-
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ionone, a tropical fruity and flowery smell which are all present in considerable amounts in
the final product (http://theleafonline.com/c/science/2014/09/terpene-profile-limonene),

contributing to unique flavors, such as the pleasant aroma and taste of fermented cassava.

Aromatic hydrocarbons had their relative content decreased in the sour (fermented and
sun-dried) cassava starch and some of them like methylbenzene, 1-3-dimethylbenzene, 1,3,5-
trimethylbenzene, 1,2-dichlorobenzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)benzene, 1-methyl-2-
prop-1-en-2-ylbenzene, 2-(4-methylphenyl)propan-2-ol, styrene and benzaldehyde were
removed by fermentation (Table 2).

Lactic acid bacteria and yeast present in cassava starch fermentation are able to
produced volatile compounds formed via primary and secondary metabolism (MVOCs).
Furthermore, moisture and temperature influence MVOC emission, and a prolonged growth
phase due to a lower temperature may influence the production of certain compounds and
extend the time for maximum production (Sunesson, Nilsson, Carlson, Blomquist, &
Anderson, 1997). Other environmental factors such as substrate pH, light and CO; or O,
levels can probably also influence the MVOC pattern. In the food industry, volatile organic

acids are used as flavorings, preservatives and inhibitors of microbial growth.

3.2.5. 'H-NMR relaxometry information of cassava starch and sour (fermented and sun-dried)
cassava starch

Solid-state NMR relaxometry allowed for the monitoring of the changes in cassava
starch during fermentation and sun-drying processing, where the longitudinal relaxation time
(T1H) parameter provided information about the molecular dynamics of the starch before and
after fermentation (Fig 3). The T1H parameter showed a great variation in the proton spin-
lattice relaxation times, from 83.3 to 69.3 ms, for cassava starch and sour (fermented and sun-

dried) cassava starch, respectively. The shortest spin-lattice relaxation time T;H (p < 0.001)
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indicates that the fermented and sun-dried product is more inclinable to expansion, since there
is a population of hydrogen atoms in a lower confinement (or greater mobility) and greater
heterogeneity in sour (fermented and sun-dried) cassava starch (Brito & Tavares, 2013), as

demonstrated by the line width and the peak intensity that changed during processing (Fig. 3).

3.4. Technological properties of cassava starch and sour (sun-dried) cassava starch
3.4.1 Pasting properties

The sour (fermented and sun-dried) cassava starch presented a different pasting profile
(p<0.001) than cassava starch (Table 3). The sour cassava starch pastes presented lower
viscosity at high temperature (lower peak viscosity), lower agitation stability (higher
breakdown) and lower retrogradion tendency (lower setback) than the cassava starch. This
cassava starch pasting profile alteration following fermentation and sun-drying treatment has
also been observed in other studies (Adegunwa, 2011; Demiate, Dupuy, Huvenne, Cereda, &
Wosiacki, 2000; Marcon et al., 2007). Photochemical and enzymatic modifications occur
during cassava starch manufacturing (Marcon et al., 2007). Starch molecules (amylose and
amylopectin) in the amorphous regions of the granules were partially depolymerized by the
amylolytic enzymes and organic acids produced by microorganisms from the natural
environment and by UV irradiation (mainly UVB and UVC irradiation) during sun drying to
the size-reduced starch molecules (Marcon et al., 2007, Vatanasuchart et al., 2005). Besides
depolymerization, starch molecules present carbonyl and carboxylate groups, which indicate
that oxidation of the amylose and amylopectin hydroxyl groups is observed, in a mechanism

involving free radicals ((Demiate, Dupuy, Huvenne, Cereda, & Wosiacki, 2000).

The weakened granule organization caused by oxidative depolymerization during sour

cassava starch fermentation (Putri et al., 2012) makes the starch granules show little swelling
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and, therefore, lower peak viscosity. The more weakened granule organization also causes the
starch granules to readily disintegrate, which leads to higher breakdown. After being
oxidatively depolymerized, amylose and amylopectin presented lower molecular weights, and

a lower retrogradation tendency is observed (lower setback).

3.4.2. Water absorption index (WAI) and water solubility index (WSI)

Cassava starch and sour cassava starch (fermented and sun-dried) showed similar
water absorption and water solubility index values, indicating that there were no effects
following fermentation and sun drying (Table 3).

The water absorption index (WAI) is related to the degree of starch swelling or
gelatinization. As the WAI was performed at 30°C, starches were not swollen because they
did not reach the minimum energy required for the gelation process. Neither the cassava
starch nor the sour cassava starch showed significant water uptake at this temperature (Table
3). The oxidative depolymerization of sour cassava starch was not efficient enough to prompt
starch granules solubility in cold water, not assisting them to their pre-gelatinization state,
since only pre-gelatinized starch granules can absorb water at ambient temperature, increasing
starch viscosity (Silva & Assis, 2011).

The water solubility index (WSI) is a parameter that measures the total degree of
degradation of the starch granule. Among the changes observed during the fermentation
process of sour cassava starch (fermented and sun-dried), an increase in starch solubility is
expected (Marcon et al., 2007). Herein, a significant increase in starch solubility was observed
for sour cassava starch (fermented and sun-dried). Variations in the quality of the final
product of a same producer are frequent due to the lack of control parameters in sour cassava
starch processing. Therefore, the search for improvements in the technological process to

obtain a final product with better quality and standardization is a major challenge for the
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sector. Generally, sour (sun-dried) cassava starch has a higher WSI value than its native
starches. Studies have shown that cassava starch shows lower solubility than sour cassava
starch, due to the presence of non-solubilized amylose in the crystalline region of the native
granule, while the amylose of the fermented starch is already partially released (Gomes, Silva

& Ricardo, 2005).

3.4.3. Expansion properties

The bread making ability of both starches is represented by the loaf expansion values
displayed in Table 3. There was a significant 3.2 fold increase in loaf expansion after starch
fermentation and sun-drying treatment, although the production of organic acids during
fermentation was discrete, as discussed previously, but still enough to promote physical
changes in the granules, enhancing their ability to swell and solubilize in water (Dias et al.,

2011).

The hydrolysis of the glycosidic bonds in the amorphous region of the granules by acids,
enzymes and UV irradiation resulted in increased mobility and greater heterogeneity of the
hydrogen molecules (relaxometry analysis), which probably results in the development of the

expansion property.

When comparing the specific volumes obtained to the loaf expansion indexes established
by Nunes and Cereda (1994), it can be observed that both starches showed low loaf expansion
indexes, lower than 5 mL.g" (Table 3). However, the loaf expansion values shown herein are
similar to those observed for distinct genetic varieties of cassava (Alvarado et al., 2013). A
superior loaf expansion can be obtained, where a specific volume between 5 and 10 mL g

can be reached after 83 days of fermentation (Aquino et al., 2013).
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The loaf expansion of cassava starch may be due to its high swelling capacity and
solubility resulting from molecular degradation after acidification and irradiation (Bertolini et
al., 2000). Maximizing the expansion can depend on the degree of sour starch polymerization,
the number of carboxyl and hydroxyl groups, pH, granule density, and other parameters that
show significant correlation, whether positive or negative, with the expansion of the dough
and its characteristics after cooking, as well as with its storage after cooking (Marcon et al.,
2009).

Although not fully established, the mechanism of sour cassava starch expansion-may
be similar to the one for extruded products, where the driving force would be water
evaporation, and cell expansion would be governed mainly by dough-crust viscosity
(Bertolini et al., 2000). Partial depolymerization of sour cassava starch during fermentation
and sun-drying; provided small linear fragments and facilitated the development of an
amorphous matrix structure of starch dough (Vatanasuchart et al., 2005) reducing dough
viscosity during expansion, aiding in the bubble expansion. However, other phenomena
besides depolymerization could improve loaf expansion at different baking stages, including
mass transfers, such as CO; or water displacement from the surrounding matrix to the

expanding bubbles, inertia and surface tension (Alvarado et al., 2013).

4. Conclusions

Sour (sun-dried) cassava starch has great potential as a more economical and sustainable
alternative to wheat flour in gluten-free bread production around the world. The results
showed herein can be applied in order to supply the market with high-quality and
homogeneous sour cassava starch.

To control parameters in the manufacturing process it is necessary to increase the

efficiency of the sour (sun-dried) cassava starch production process. The fermentation
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duration should be controlled by the formation of organic acids and volatile compounds, in
order to achieve technological properties, which guarantee optimum quality of expansion of
the final product. Furthermore, changes in temperature and relative humidity should be
minimized, since they may affect the efficiency of the fermentation process. The aim is to
achieve ideal viscosity parameters, since this is the major quality technological importance
that defines the acceptance and application of the product in the food industry, mainly
associated with the production of cheese bread, where a mixture of cassava starch and sour
cassava starch are associated with cured cheese powder, resulting in an appreciated and

widely consumed product throughout the country.
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Legends

Figure 1. Chromatogram from HPLC of organic acid standards.
Peaks: 1 = citric acid, 2 = succinic acid, 3 = lactic acid, 4 = acetic acid, 5 = propionic acid and

6 = butyric acid.

Fig. 2. Typical HS-SPMS/GC-qMS chromatograms (TIC) of the volatile composition in the
headspace of the cassava samples. A — cassava starch; B — sour (fermented and sun-dried)

cassava starch

Fig. 3. Distribution curves of domain relaxation times for cassava starch and sour (fermented

and sun-dried) cassava starch obtained by LF-NMR. The intensity values were normalized.
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Table(s)

Table 1. Microbial enumeration (log CFU.g") of bacteria and yeast during sour
cassava (fermented and sun-dried) starch processing on selective culture media

Bacteria (Log CFU.g")’ Yeast (Log CFU.g")’
Sample (fermentation time) M17 MRS Azideblood | YPD 2% ex::i "

Cassava starch (¢=1) (1* day)

76+0.02" 8.0£0.03 7.7+0.04° | 7.9+002"° 7.8+0.01°
Sour cassava starch (=30

(30" day) 80£002° 82x0°  7.8:0.04° |6.0:002 6.2:0.02°
Seurfun G cRmia <2 68+002° 63+004" |7.5+001" 7.6+0.06"
starch

*Values are expressed as mean + standard deviation.

@9 Means with different superscript letters within a column are significantly different (p < 0.001),
according to the Bonferroni post hoc test.



Table(s)

Table 2

Volatile pounds identified in the “F

25°C; extraction time, 30 min, using three-phase fiber 50/30pm DVB/CAR/PDMS).

" samples of cassava starch and sour (fermented and sun-dried) cassava starch by HS-SPME/GC-qMS (extraction temperature

Cassava starch Sour (fermented and
Compound Peak number Relative area (%) sun-dried) cassava starch
Relative area (%)
Organic Acids Acetic acid 1 - 51.2
Aliphatic hydrocarbons and ethers n-Nonane 2 0.7 2.5
n-Decane 3 3.5 9.3
n-Dodecane gl 18 6.6
n-Tridecane 5 0.1 -
n-Tetradecane 6 0.5 -
n-Pentadecane 7 03 -
Di- N-octyl ether 8 0.3 -
Nonane, 2,5-dimethyl- 9 0.6 2.0
Octacosane 10 - 20
Heptadecane, 8-methyl- 11 0.8 -
Ketone 2,6-ditert-butylcyclohexa-2,5-diene-1,4-dione 12 0.2 -
A ic hyds bons and aldehyd Toluene 13 1.5
m-Xylene 14 03 -
1,3,5-Trimethylbenzene 15 1.5 -
1,2,3-Trimethylbenzene 16 0.6 14
1,2-Dichlorobenzene 17 03 -
1-Methyl-3-(1-methylethyl) benzene 18 15.9 -
1-Methyl-2-prop-1-en-2-ylbenzene 19 22 -
1-Ethyl-3-methylbenzene 20 - 2.1
1,2.4-Trimethylbenzene 21 - 34
1-Ethyl-2,3-dimethylbenzene 22 - 0.7
2-(4-Methylphenyl)propan-2-ol 23 0.7 -
Styrene 24 11 -
Benzaldehyde 25 0.9 -
Terpenes Sabinene 26 0.4 -
2-B-Pinene 27 1.0
B-Myrcene 28 3.1 -
5-Carene 29 0.2 -
Llimonene 30 446 8.6
a-Terpinolene 31 11 -
p-Mentha-1(7) 8-dien-2-ol 32 04 -
a-Terpineol 33 0.7
Dihydrocarvone 34 0.8
Trans-2-caren-4-ol 35 13 -
Carvotanacetone 36 22 -
p-Mentha-1,8-dien-7-al 37 0.3 -
Carvacrol 38 0.3 -
Neryl acetate 39 1.0 -
Geranyl acetate 40 03
a-Bergamotene 41 12 -
B-Bisabolene 42 1.2 -
p-Damascenone 43 - 1.5
Caryophyllene 44 - 6.6
a-lonone 45 - 21
Alcohol 2-Ethyl-1-hexanol 46 5.1 -
Aldehyde Decanal a7 1.0 -
TOTAL 100.0 100.0
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Table(s)

Table 3. Technological characteristics of cassava starch and sour (fermented and

sun-dried) cassava starch

Parameters Cassava starch  Sour (fermented and sun-dried)
cassava starch
Pasting temperature (°C)* 68.6 + 0.1™ 70.2+0.1™
Peak viscosity (cP)* 3399.7 + 37.5 2597.3 £29.1°
Peak time (min)* 3.7+0™ 3.7+0™
Minimum viscosity (cP)* 1480 + 44.6" 44733 +11°
Breakdown (cP)* 1919.7 + 59.9° 2150.0 + 18.1°
Final viscosity at 50°C (cP)* 2070.0 +2 1.7° 669.7 + 2.9°
Setback (cP)* 590.0 + 37.3" 222.3+8.7°
WAI (g.g") 20+0.1™ 2.1+0™
WSI (%) 0.2+0° 0.6+0.1"
Expansion (mL.g") 1.4+0.4° 45+04°
Amylose (%) 204 +04™ 19.9+0.3"
Amylopectin (%) 79.6 + 0.4™ 80.1 +0.3™

Means and standard deviation of triplicate measurements.

Different letters within a row are significantly different (p <0.001), according to the Bonferroni post hoc

test

ns = not significant

*RVA parameters

WAI = water absorption index
WSI = water solubility index
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ANEXO B - APRESENTACAO DE TRABALHO EM EVENTO CIENTIFICO:
Andlise comparativa de &cidos organicos encontrados no material fermentado do

polvilho azedo e doce. In: CHEMRIO 2014, Symposium, Rio de Janeiro

institutodequimica .. CHEM
Universidade Federal do Rio de Janeiro RIQMM

ANALISE COMPARATIVA DE ACIDOS ORGANICOS ENCONTRADOS NO MATERIAL
FERMENTADO DO POLVILHO AZEDO E DOCE

K.H. REBOUCAS'", A. M. O. LEITE®, P.R. PEREIRA!, L. P. GOMES', V.S. BASTOS', E. M.
DEL AGUILA1' E V.M.F. PASCHOALIN'

'Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto de Quimica
*Universidade Federal do Rio de Janeiro, Campus Macaé
E-mail: karine_hojo@hotmail.com

O polvilho é o produto amildceo extraido da mandioca e de acordo com o teor de acidez, é
classificado em polvilho doce ou azedo. O polvilho azedo é um tipo modificado por processo de
fermentacgdo e secagem solar, apresentando caracteristicas bem diversas do polvilho doce que serve
de matéria-prima para a fabricagdo do polvilho azedo. Durante a fermenta¢do do polvilho azedo,
acidos organicos sdo produzidos, o que contribuem com o sabor e aroma diferenciado deste polvilho,
além de resultar em um produto com propriedade de expansio, sem adi¢do de fermento. Amostras de
polvilho doce e azedo (produto acabado) foram coletadas na Regido Nordeste, na cidade de Vitéria
da Conquista-BA. Para a extragdo dos acidos organicos foi utilizado 25 ml de H,SO4 (45 mmol / L)
para 5 g de polvilho doce e azedo e homogeneizados por 1 h a 250 rpm. As amostras foram filtradas
com filtro 45 pm de didmetro e foram injetadas (50 pL), em triplicata, em um sistema de HPLC
usando uma coluna de fermentacdo HPX - 87H Aminex. A fase movel foi 3mM de acido sulfiirico
com fluxo de 0,7mL / min a 65 °C. Resultados iniciais revelaram a presen¢a de 1.3 mg de acido
citrico e 3.1 mg de acido lactico nas amostras de polvilho doce e no polvilho azedo foi observada a
presenca de 3.5 mg de acido acético, 1.2 mg de acido lactico, 0.1 mg de acido citrico e succinico,
respectivamente. Os niveis de acido lactico sao relativamente baixos ao inicio do produto doce nao
fermentado. O acido lactico no polvilho azedo representa 66-82 % da acidez total, os acidos acéticos
e lacticos contribuem para expansdo e ligagdo de 4gua, o 4cido citrico participa
na fermentagdo da sacarose e o acido succinico tem fungdo de aromatizante e neutralizante,
produzido pela fermentagio de carboidratos.

Agradecimentos: FAPESB; Instituto Federal Baiano; Area: Ciéncia de Alimentos;

Avenida Athos da Silveira Ramos. 149 Bloco A - 5° andar — sala 545. CEP 21941-909. Cidade Universitaria - Rio de Janeiro — RI.
e-mail: secdir-adpg@iq.ufj.br



141

ANEXO C - APRESENTACAO DE TRABALHO EM EVENTO CIENTIFICO:

Identificagdo molecular da microbiota em polvilhos e perfil de compostos volateis. In:

53° Congresso Brasileiro de Olericultura 2014, Palmas
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Identificagdo molecular da microbiota em polvilhos e perfil de compostos voldteis. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE OLERICULTURA, 53. Anais... Palmas: ABH.

Identificacido molecular da microbiota em polvilhos e perfil de
compostos volateis

RESUMO

O polvilho azedo € um amido modificado que se obtém da fermentacdo natural da
fécula de mandioca apos um periodo de 30 a 40 dias seguido da secagem ao sol.
Amostras foram coletadas no Estado da Bahia e analisadas ao longo do processo de
fermentacdo (0, 9, 18 e 25 dias). Nas amostras foi detectada a presenca de bactérias
produtoras de dcido ldctico e foi avaliada a alteracdo da acidez. Foram isoladas 331
colonias de bactérias e foi feito um screening das bactérias isoladas utilizando o método
PCR- ARDRA e identificadas posteriormente por sequenciamento, sendo apenas 15
colonias diferentes. Foi observado o aumento na acidez tituldvel e reducdo do pH ao
final da fermentacdo. As bactérias Lactococcus e Lactobacillus sdo as que prevalecem
nos primeiros dias de fermentacdo e apos 18 dias de fermentacdo, foram identificadas as
bacterias Lactobacillus plantarum cepa WCFS1, L. paraplantarum cepa DSM 10667, L.
pentosus cepa 124-2. Aos 25 dias de fermentacdo, foram identificadas as bactérias
Bacillus anthracis cepa Ames; Bacillus cereus ATCC 14579. Foi possivel observar
diferencas no perfil voldtil do polvilho doce e azedo, mostrando que o polvilho azedo
teve uma perda de compostos voldteis, devido ao processamento, em comparacdo com o
polvilho doce. Os resultados indicaram que o processamento modifica o sabor, devido
principalmente a diferentes microrganismos presentes no seu processamento.
Palavras-chave: Cassava, bactérias dcido-ldcticas, fermentacdo, cromatografia
ABSTRACT

Molecular identification of microorganisms by molecular techniques and profile of
volatile compounds in sour

The cassava starch is a modified starch which is obtained from natural fermentation of
cassava starch after a period of 30 to 40 days followed by sun drying. Samples were
collected in the State of Bahia and analyzed during the fermentation process (0, 9, 18
and 25 days). In all samples were detected lactic acid bacteria and it was evaluated the
acidity in the samples. It was isolated 331 colonies of bacterial and was carried out a
screening of bacterial using the PCR- It was observed the increasing in thetitratable
acidity and reduced pH at the end of the fermentation. The Lactococcus and

Lactobacillus bacterial are prevalent in the early days of fermentation and after 18 days
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of fermentation, the bacteria Lactobacillus plantarum strain WCFS1, L. paraplantarum
strain DSM 10667 were obtained ; L. pentosus strain 124-2 . After 25 days of
fermentation, the bacterial identified were Bacillus anthracis Ames strain; Bacillus
cereus ATCC 14579. 1t was possible to observe differences in the volatile profile of
sweet and sour cassava starch, showing the cassava starch had a loss of volatile
compounds, due to processing in comparison with the sweet starch. The results
indicated that processing modifies the flavor, mainly due to different microorganisms
found in their processing

Keywords: Cassava, lactic acid bacteria, fermentation, chromatography

O polvilho azedo € um derivado da fécula de mandioca, sendo considerado um amido
modificado por processo de fermentacdo e secagem solar, o que permite adquirir a
propriedade de expansdo que outros amidos nativos ndo apresentam. A propriedade de
expansdo do polvilho azedo pode depender também da producdo de exopolissacarideos
por bactérias ldcticas, responsaveis pela formacao da estrutura viscoeldstica que permite
a retencdo de gds e expansdo da massa no forneamento (MAEDA, 2001). A microbiota
do polvilho azedo foi descrita por CARVALHO et al.(1996), onde foi encontrada a
predomindncia de microrganismos dos géneros Lactobacillus (32,0%), Leuconostoc
(21,0%), Lactococcus (12,6%), Enterococcus (8,3%), Pediococcus (5,9%),
Streptococcus (0,8%) e de leveduras (2,2%). Outros estudos concluiram que 80,6 % dos
microrganismos presentes no polvilho azedo sdo bacterias dcido-ldticas (BAL) e que a
fermentacdo € feita por uma flora mista que produz o aumento da acidez tituldvel. As
BAL nos alimentos fermentados ndo so contribuem para o sabor, aroma e textura, mas
também promovem a reducao do pH, atuando na melhoria de sua qualidade e seguranca
(Kopermsub & Yunchalard, 2010). Os compostos volateis sao substancias de diversas
classes quimicas presentes em quantidades bastante reduzidas nos alimentos, mas que
sdo responsaveis pelo aroma, contribuindo assim para a defini¢do do sabor. O objetivo
deste trabalho foi identificar a microbiota presente no processo fermentativo do polvilho
por ARDRA-PCR e sequenciamento e determinar o perfil dos compostos voldteis

encontrados no polvilho produzido no estado da Bahia.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi executado no Laboratdrio de Andlises Avancadas em Bioquimica e
Biologia Molecular (IQ- UFR]) e no Laboratdrio de Andlise de Aromas (IQ-UFR]).
Foram analisadas as amostras de polvilho ao longo do processo de fermentacdo (0, 9, 18
e 25 dias). A acidez titulavel foi determinada por titulagdo dcido-base de acordo com o
protocolo do Instituto Adolfo Lutz (1985). Para isolar as bactérias dcido-laticas
predominantes da microbiota foram utilizados os meios Kanamicina Esculina Azida
(BD) e M17 Broth (HIMEDIA). Para isolar as leveduras, utilizamos o meio extrato de
malte (HIMEDIA). Os DNAs das bactérias isoladas foram extraidos de acordo com
Sambrook & Russell (2001) e quantificados com o kit Quant It DSDNA HS
(Invitrogen). O DNA extraido foi utilizado como molde para a amplificacdo do
fragmento de 1200bp. A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL,
uma mistura de reagdo contendo 5 pL de tampdo (10X PCR), 50mM MgCl,, 10mM de
cada DNTP, 10 pmol de cada oligonucleotideo (16-1A (5'-GAATCGCTAGTAATCG-
3') e 23-1B (5-GGGTTCCCCCATTCGGA-3'), 100ng de DNA da amostra e 1.5U de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As condi¢des da reacdo foram: 94°C por 2 min
seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30 seg; 55 °C por 1 min e 72 °C por 1 min e um a
etapa de extensdo de 72 °C por 7 min e resfriamento a 4°C. O resultado foi visualizado
em um gel de agarose 1,2%.

Os produtos amplificados foram digeridos com as enzimas Apal, Xhol (Promega) e
Ddel (Fermentas). Foi utilizada 1U das enzimas Apal, Xho I e Ddel, 2 pL do tampao de
cada enzima, 500 ng de DNA extraido em um volume final de 20 pL. A mistura foi
incubada a 37 °C por 1 hora e depois paralisada a 65°C por 20 minutos. Para verificar o
perfil de bandas foi realizada eletroforese em um gel de agarose 1,2%.

Os produtos de PCR que apresentaram diferengas foram purificados com o kit PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e o material purificado foi usado
para o sequenciamento. Os segmentos purificados foram sequenciados pelo
equipamento modelo 3130 (Applied Biosystems) utilizando o banco de dados Microbial
ID System II. Foi realizada a primeira reacdo do sequenciamento utilizando o kit
MicroSeq500 16S rDNA Bacterial Identification PCR (Applied Biosystems), segundo
as instrucées do fabricante. Para o PCR do sequenciamento, a reacdo foi realizada

segundo o Kit MicroSeq 500 16S rDNA Sequencing (Applied Biosystems). Finalizada a
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reacdo, foi utilizado o Kit BigDye Terminator Purification, seguindo as instrucées do
fabricante. As amostras (20 pL) foram adicionadas na placa de sequenciamento com
20uL de formamida e colocadas no sequenciador 3130 e as sequéncias produzidas
foram examinadas por comparacdo utilizando o programa BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Os compostos voldteis presentes nas amostras antes da fermentacao (polvilho doce) e
apos a fermentacdo e secagem a temperatura ambiente (polvilho azedo), foram extraidos
através da técnica de micro extracdo em fase solida (SPME) por 30 min a temperatura
ambiente. A andlise do extrato obtido foi realizada em um cromatdgrafo gasoso (Agilent
GC 6890) acoplado ao detector de espectrometrometria de massas (Agilent MSD
5973N) com coluna capilar DB5 (30m x 0,25 mm d.i. x 0,25 mm e.f.). Os compostos
foram identificados de acordo com a biblioteca Wiley.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificado o aumento expressivo na acidez tituldvel de (0,27 para 0,67 mL de sol.
NaOH 1N) durante o periodo de fermentacdo (Tabela 1), o que corrobora os resultados
apresentados por Chiste & Cohen (2011). O aumento na acidez tituldvel implicou na
reducdo do pH de 4,4 para 3,8 no final da fermentacdo. A reducdo no valor do pH das
amostras finais da fermentacdo € devido a uma atividade intensa da microbiota durante
a fermentacdo pelas bacterias dcido-ldcticas. O teor da acidez tituldvel caracteriza a
fermentacao natural do polvilho azedo (CEREDA & LIMA, 1981).

A contagem de microrganismos crescidos no meio M17 e Kanamicina Esculina Azida
foram representados na Tabela 2, mostrando uma tendéncia da diminui¢do do nimero
de bactérias encontradas no tanque de fermentacdo. Foi verificada somente a formacéao
de colonias de leveduras no tempo inicial (1 dia) e nos demais intervalos, ndo foram
observadas a presenca de leveduras quando as amostras foram incubadas por 7 dias em
meio especifico para leveduras. Um total de 331 bactérias foi isolado a partir do meio
M17 considerando todos os tempos de fermentagdo. Os produtos de PCR (1200bp)
foram amplificados do DNA genémico das bactérias isoladas e este fragmento
produzido apresentou um perfil quando tratadas com as enzimas Apal, Xhol e Ddel
(Figura 1). Com esta técnica, apenas 41 cepas pareceram ser diferentes. No entanto,
apos o sequenciamento, apenas 15 cepas provaram ser diferentes. As bacterias isoladas

no tempo zero foram identificadas pelo sequenciamento como: Lactococcus lactis
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subsp. lactis cepa NCDO 604, Lactococcus lactis subsp. hordniae cepa NCDO 2181 ;
Lactococcus lactis subsp Cremoris cepa NCDO 607; Lactobacillus paracasei subsp.
tolerans cepa NBRC 15906; Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei cepa R094;
Lactobacillus zeae cepa RIA 482; Lactobacillus casei subsp. Casei ATCC 393;
Lactobacillus casei cepa JCM 1136, Lactococcus lactis subsp. cremoris SK11 cepa
SK11. Foi descrito na literatura que a L. Jactis subsp. lactis converte os hidratos de
carbono em dcido ldctico.

Aos nove dias de fermentacdo, foram identificadas as bacterias: L. casei ATCC 334
cepa ATCC 334; L. paracasei subsp. tolerans cepa NBRC 15906; L.paracasei subsp.
paracasei cepa R094. Apos 18 dias de fermentacdo, foram obtidas L. plantarum
WCFS1, que € encontrado numa variedade de nichos ambientais, incluindo lacticinios,
carne, e muitos vegetais ou plantas fermentadas. Por outro lado, L. plantarum €
frequentemente encontrado no trato gastrointestinal humano, e ainda € comercializado
como um probidtico que pode conferir varios efeitos benéficos para a saude do
consumidor (AHRNE et al., 1998).

Desde o tempo inicial, at€ os 18 dias de fermentacdo foi observada a presenca de
Lactobacillus, que representa ser a principal bactéria ldctica responsdvel pela
acidificacdo do produto nos tanques durante o processo fermentativo. L. plantarum e
outras bacterias ldcticas tém sido relatadas como os microrganismos predominantes
relacionado com a fermentacao natural do amido de mandioca (AMPE et al., 2001).
Estes microorganismos sdo conhecidos por serem responsdveis pela producdo dos
dcidos organicos e dos compostos aromadticos. Aos 25 dias de fermentacdo dentro do
tanque identificamos: Bacillus anthracis str. Ames cepa Ames; Bacillus cereus ATCC
14579 cepa ATCC 14579.

Foi possivel observar diferencas entre as substdncias voldteis presentes no polvilho
doce e azedo. O polvilho doce apresenta dcidos orgdnicos de massa molar superior,
ésteres, hidrocarbonetos alifdticos, aromdticos e terpénicos. Enquanto o polvilho azedo
apresenta dcido acético, que pode ser o responsdvel pela diminui¢do do pH, nao
apresenta  €steres, similar perfil de hidrocarbonetos alifiticos e uma
alteracao/diminuicao do perfil terpénico e aromatico (tabela 3).

Portanto, pode-se concluir com esse estudo que houve reducdo do pH no final da

fermentacdo em relacdo ao inicio e consequentemente, aumento da acidez. Foram
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isoladas 331 colonias de bacterias, sendo que apenas 15 apresentam diferencas

genotipicas. As bactérias Lactococcus e Lactobacillus sdo as que prevalecem nos

primeiros dias de fermentacdo. O perfil dos compostos voldteis mostra a auséncia de
substancias terpénicas e aromdticas durante o processo fermentativo na producdo do
polvilho azedo.
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Tabela 1. Acidez tituldvel do polvilho azedo ao longo do processo de fermentacdo (0, 9, 18 e 25
dias) e respectivos erros padrao (EP) (Titratable acidity of cassava starch throughout the
fermentation (0, 9, 18 and 25) and standard errors (SE) process). Rio de Janeiro, UFR], 2013.

Tempo de Fermentacio (dias) Acidez Titulavel + EP pH + EP
0 0,270 £0,012 4,458 +£0,017
9 0,210 £0,016 3,960 £ 0,018
18 0,740 £0,010 3,908 £ 0,022
25 0,670 £0,019 3,815+0,031

Tabela 2. Niumeros de UFC para amostras coletadas nos tempos de 0, 9, 18 e 25 dias de
fermentacdo que foram crescidas em meio M17 (Numbers of UFC for samples collected at 0, 9,

18 and 25 days of fermentation that were grown in M17 medium).

Tempo de Fermentagio ¥ UFC /mL
(dias) UFC / mL (M17) UFC / mL (Azida) Eitrie aaih)
0 2,65x 10° 1,0x10° 1,7x107
9 0,85 x 10° 0,7 x 10 nd
18 1,20 x 10° 02x10° nd
25 0,60 x 10° nd nd

nd: ndo detectado

Anais 53° Congresso Brasileiro de Olericultura (CD ROM), julho 2014

147



Identificagdo molecular da microbiota em polvilhos e perfil de compostos voldteis. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE OLERICULTURA, 53. Anais... Palmas: ABH.

207  Tabela 3. Compostos voldteis presentes no polvilho azedo e doce (Volatile compounds present

208  in the cassava starch and sweet). Rio de Janeiro, UFR]J, 2013.

Polvilho doce Polvilho azedo

Acidos organicos | dcido benzenodicarboxilico; 1,2-dcido benzeno- dcido acético
dicarboxilico.

Hidrocarbonetos | nonano; Decano; Dodecane; Heptadecano; Tetradecano; | octano; 2,5-dimetil-

alifaticos 2,6-bis (1,1-dimetiletil) pentadecano; 1,1'-oxibis-octano; | nonano; nonano;

2,5-dimetil-nonano;; decano; dodecano;
octacosano.

ésteres éster bis (2-metil propil); éster dietilico

Hidrocarbonetos | metil benzeno; 1,3-dimetil-benzeno; 1,2,3-trimetil- 1-etil-3-metil-benzeno;

aromaticos benzeno; 1,3,5-trimetil-benzeno; 1,2-dicloro-benzeno; 1- | 1,2,3-trimetil-benzeno;
metil-3-(1-metiletil)-benzeno; metil (1-metiletenil)- 1,2,4-trimetil-benzeno;
benzeno; o.-4-trimetil-metanolbenzeno; estireno; 1-etil-2,3-dimetil -
benzaldeido; benzeno.

terpenos sabineno; 2-B-pineno; B-mirceno; 8-careno; 2-etil-1- tert-butil-cimeno; dl-
hexanol; dl-limoneno; o.-terpinoleno;; (+)-(2S,4R)-p- limoneno; beta-
menta-1(7),8-dien-2-ol; 1-.c..-terpineol; dihidrocarvone; damascenone cis-

decanal; trans-2-caren-4-ol; 2-ciclo-hexen-1-ona, 2-metil- | cariofileno; a.-ionona.
5-(1-metiletenil); m-cimeno, 5-terc-butil-; 1-ciclo-
hexeno-1-carboxaldeido, 4 - (1-metiletenil); 8-metil -;
fenol, o 5-metil-2-(1-metil-etil); fenol, 2-metil-5-(1-
metil-etil); acetato de nerilo; acetato de geranilo; o
bergamoteno; 2,5- ciclohexadieno-1,4-diona,; p-

bisabolene;
209
-—-oeoPOPee -
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210

211  Figura 1. Avaliacdo para técnica ARDRA-PCR. As enzimas utilizadas foram APAI,
212 Ddel e Xhol (Evaluation for technical ARDRA-PCR. The enzymes used were APAI
213 Ddel and Xhol). Rio de Janeiro, UFR], 2013.
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