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RESUMO 

 

 

ESTUDOS DAS CARACTERÍSTICAS MICROBIOLÓGICAS E FÍSICO-QUÍMICAS 

DURANTE A FERMENTAÇÃO DA MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz) VISANDO 

ÀS APLICAÇÕES TECNOLÓGICAS. 

 

Karine Hojo Rebouças 

 

Orientadores: Prof. Drª. Vânia Margaret Flosi Paschoalin 

          Prof. Dr. Eduardo Mere Del Aguila 

 

 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em  

Ciência de Alimentos, Instituto de Química, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - 

UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Doutor em Ciência de 

Alimentos. 
 

 

 

A fermentação tradicional de fécula de mandioca foi investigada por uma abordagem 

polifásica combinando (i) a identificação da comunidade microbiana, utilizando técnicas 

convencionais e moleculares, (ii) análises de ácidos orgânicos, compostos voláteis, produtos 

de fermentação e tempo de relaxação spin-rede e (iii) avaliação das propriedades 

tecnológicas, tais como propriedades de pasta, índices de absorção de água e solubilidade em 

água. A fermentação da mandioca foi dominada por gêneros 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 redução do pH foi causada pela produção de ácidos acético, láctico e succínico. Os 

compostos voláteis, incluídos ácidos orgânicos, hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos, 

ésteres e terpenos, que contribuem para o aroma e correspondem a 35% dos compostos após a 

fermentação e tratamento de secagem ao sol. A capacidade de expansão do produto final foi 

aumentada conforme revelado por um menor tempo de relaxação spin-rede. O produto 

fermentado mostrou aumento de quebra de viscosidade, diminuição do pico de viscosidade e 

resistência à retrogradação e não houve ganho na absorção e solubilidade de água. Os 

resultados deste estudo podem ser úteis para padronizar o processo de fabricação do amido de 

mandioca no Brasil, fornecendo produtos homogêneos e de alta qualidade. 

 

Palavras chave: Sequenciamento de DNA, análises de compostos voláteis por headspace, 

ácidos orgânicos, relaxação spin-rede, expansão de massa 
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ABSTRACT 

 

 

STUDIES OF MICROBIOLOGICAL AND PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS 

DURING THE FERMENTATION OF CASSAVA (Manihot esculenta Crantz) TARGETING 

THE TECHNOLOGICAL APPLICATIONS. 

 

 

Karine Hojo Rebouças 

 

Orientadores: Prof. Drª. Vânia Margaret Flosi Paschoalin 

          Prof. Dr. Eduardo Mere Del Aguila 

 

 

 

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação em Ciência 

de Alimentos, Instituto de Química, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como 

parte dos requisitos necessários à obtenção do título de Doutor em Ciência 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  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A espécie Manihot esculenta Crantz, conhecida popularmente como mandioca, é 

originária do continente americano. O Brasil lidera a produção neste continente e é o segundo 

país na produção mundial. A produção brasileira de mandioca está em torno de 23,4 milhões 

de toneladas por ano, sendo plantada em 87% dos municípios brasileiros (IBGE, 2013). O 

Estado da Bahia é o principal produtor de mandioca da região Nordeste e historicamente se 

posiciona no ranking entre os maiores produtores do Brasil juntamente com o Estado do Pará 

e do Paraná (IEA, 2013).  

A conservação pós-colheita tem sido uma preocupação das indústrias e dos produtores, 

já que um dos maiores obstáculos para a utilização dessa raiz é a sua elevada perecibilidade, 

pois quando armazenada em condições ambientais, possui vida útil muito restrita. Com o 

intuito de valorizar, inovar e conservar uma grande parte da produção, 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, são originados de 

processos artesanais que foram evoluindo ao longo do tempo. A evolução das indústrias 

tradicionais para inovadoras requer um profundo conhecimento destes tradicionais processos 

industriais (SPERRY, 2002). Um produto regional, de preparo artesanal com importância e 

tradição no Brasil e em alguns países da América Latina, é 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 é obtido da lavagem da massa ralada da 

mandioca e posterior decantação da água 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) é obtido da fermentação natural do amido de mandioca nativo em 

tanques de fermentação, sem inoculação e sem suplementações nutricionais, até atingir a 

acidez aproximada de 5%, após um período de aproximadamente 30 a 40 dias, seguido da 

secagem ao sol (SOUZA & BRAGANÇA, 2000; SILVEIRA et al., 2000). Além do teor da 

acidez, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) também apresenta uma 

propriedade de expansão adquirida diferente do polvilho doce (SOUZA & BRAGANÇA, 

2000). Esta propriedade vem sendo apreciada de modo crescente pela indústria de 

panificação, no preparo de biscoitos, sequilhos, pão-de-queijo, bolos, etc, evitando o uso de 

fermento biológico ou agente químico para a promoção do crescimento durante o assamento. 
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Também é utilizado para o preparo de massas especiais para consumidores celíacos, por ser 

um produto livre de glúten (MARCON et al., 2009). 

O processo fermentativo, para a obtenção do polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo), resulta em aumento da acidez e redução do pH devido à ação da microbiota, 

formação de ácidos orgânicos, modificações na superfície dos grânulos do amido, provocadas 

por enzimas amilolíticas que causam modificações reológicas do produto, tais como 

diminuição da viscosidade e aumento da solubilidade, que conferem ao produto assado 

aparência inchada, estrutura típica alveolar do miolo e crosta crocante, além de mudanças no 

sabor e aroma (DEMIATE et al., 2000; GUYOT & MORLON-GUYOT, 2001; MARCON et 

al., 2006).  

Durante a fermentação ocorre a produção de exopolissacarídeos (EPS) e de ácido 

láctico por bactérias ácidas lácticas (BAL) responsáveis pela formação da estrutura 

viscoelástica, que permite a retenção de gás e expansão 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 não só contribuem para o sabor, aroma e textura, 

mas também promovem a sua qualidade e segurança (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 ácido criado por bactérias e o crescimento destas bactérias é estimulado pela 

presença de leveduras, que podem fornecer fatores de crescimento tais como açúcares 

fermentáveis, vitaminas e compostos nitrogenados solúveis durante a interação com as 

bactérias (DE VUYST & NEYSENS, 2005; SCHWAN et al., 2007; PARAMITHIOTIS et al., 

2006). 

Como a fermentação é natural, é comum encontrar falta de uniformidade no padrão 

microbiológico do produto. Há também uma variação da acidez total titulável que pode ser 

atribuída ao fato das fermentações não serem submetidas a análises de controle, sendo 

interrompidas em diferentes estágios de desenvolvimento e de produção dos ácidos 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 contribuição da natureza dos ácidos formados, com a variação da acidez 

dependente do tamanho da cadeia e do número de carboxilas, sendo encontrados os ácidos 

lático, acético, propiônico e butírico (DEMIATE et al., 2000).  

Visando melhorar o processo produtivo, bem como planejar futuras evoluções nos 

processos artesanais tradicionais para fabricação 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 ênfase na 

padronização da fermentação para garantir as propriedades tecnológicas exclusivas do amido 

de mandioca fermentado.   

O objetivo deste trabalho foi avaliar as características físico-químicas e 

microbiológicas do polvilho doce e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), tendo em vista 

a necessidade de padronização e melhoria do processo de fabricação brasileira, o 

conhecimento e caracterização do processo de fabrico e do produto final, para poder servir de 

base para o planejamento e obtenção 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 microbiológicas e 

físico-químicas durante a fermentação da mandioca visando as aplicações tecnológicas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 A MANDIOCA (Manihot esculenta Crantz) 

 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) (Figura 1) é uma planta da família 

Euphorbiaceae, arbustiva, com muitos galhos, podendo atingir 3 m de altura, produzindo de 6 

a 8 raízes feculentas com aproximadamente 30 cm de comprimento e 7 cm de diâmetro. Seu 

ciclo pode ser de 1 ou 2 anos. É conhecida como tapioca nos países asiáticos, como aipim, 

castelinha e macaxeira no Brasil, como yuca nos países da América do Sul e como manioc em 

países de língua francesa na África (PANDEY et al., 2000). 

 

 

Figura 1 – Mandioca (Manihot esculenta Crantz) 

Fonte: Salla et al. (2010) 

 

Originária da América do Sul, a mandioca constitui um dos principais alimentos 

energéticos para mais de 700 milhões de pessoas, principalmente nos países 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 África 

Oriental e Ásia (CEREDA, 2002).  

Mais de 100 países produzem mandioca, sendo que o Brasil participa com 10% da 

produção mundial (é o segundo maior produtor do mundo). O cultivo da mandioca situa-se 

entre os oito primeiros produtos agrícolas do país, em termos de área cultivada, e o sexto em 

valor de produção (EMBRAPA, 2014). 
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Em relação à safra brasileira de mandioca 2012/13, o IBGE (2013) indicou um volume 

produzido de 21,179 milhões de toneladas, área colhida de 1,540 milhões de hectares e 

rendimento médio de 14,026 toneladas/ha, sendo observada uma queda de 11,4% na área e de 

9,5% na produção comparada com a safra anterior. Os números pouco estimulantes da safra 

são o reflexo do fraco desempenho de alguns estados produtores afetados pelas condições 

climáticas desfavoráveis, principalmente a falta de chuva durante o ciclo vegetativo da 

lavoura. 

A composição química da raiz de mandioca é de aproximadamente 60 a 65% de 

umidade; 21 a 33% de amido; 1,0 a 1,5% de proteínas; 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 sódio), vitaminas (B, D e E) e pobre em proteínas, lipídios, ferro e vitamina A, 

porém algumas variedades de cor amarela apresentam quantidade significante de  β-caroteno 

(WESTBY, 2002). Cada cultivar de mandioca tem suas peculiaridades, sendo que o teor de 

amido é a característica mais importante e é o componente que mais sofre variações, devido à 

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 segurança alimentar do produto, devendo ser processada dentro de um período de 

24 horas, para evitar a propagação de microrganismos. Esse fato demanda que as plantações 

não estejam distantes das unidades de processamento (SEBRAE, 2014). 

A produção de mandioca pode ser transformada em farinha e fécula, gerando no Brasil 

uma receita equivalente a 600 milhões de dólares em farinha e 150 milhões de dólares em 

fécula (FUKUDA, 2001). Nas regiões Norte e Nordeste, há predominância da agroindústria 

de produção familiar, sendo inúmeras as indústrias 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 agroindústria de farinha e 

fécula, formando importantes pólos de produção (SEBRAE, 2008). 

A Bahia é o maior produtor nordestino de mandioca e possui um importante centro de 

pesquisa da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (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 O AMIDO E A FÉCULA 

 

A diferença entre fécula e amido é muito pequena e reside apenas no fato de cada um 

deles ser retirado de uma parte diferente do vegetal. Amido é o produto amiláceo extraído das 

partes aéreas comestíveis dos vegetais (sementes) e fécula é o produto amiláceo extraído das 

partes subterrâneas comestíveis dos vegetais (tubérculos, raízes e rizomas) (BRASIL, 1978). 

No entanto, a ANVISA revogou a Resolução nº 12 de 1978, a Resolução RDC nº 263, de 22 

de setembro de 2005. Nesta mais atual, os amidos são considerados os produtos amiláceos 

extraídos de partes comestíveis de cereais, tubérculos, raízes ou rizomas. Portanto, se o 

produto é retirado de partes aéreas ou subterrâneas, não há mais diferença na designação, 

agora todos recebem o nome de amido, inclusive as féculas. Mas os amidos extraídos de 

tubérculos, raízes e rizomas ainda podem ser designados de fécula. 

O amido é um polissacarídeo natural, sendo a principal substância 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 grânulos, insolúveis em água fria, com 

formato e tamanho típico de cada vegetal. Os depósitos permanentes de amido nas plantas 

ocorrem nos órgãos de reserva (raiz, caule, folhas, fruto e sementes), por exemplo, em grãos 

de cereais (milho, arroz e trigo) e nos tubérculos e raízes de batata e mandioca (LEONEL & 

CEREDA, 2002; FRANCO et al., 2001). 

O amido ganhou importância 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 físico-químicas 

(REIS et al., 2002), sendo a mais importante a sua habilidade de inchamento e de produzir 

uma pasta viscosa quando aquecido, em suspensão aquosa (FENNEMA, 2000). 

As indústrias de alimentos e os produtores agrícolas estão interessados na 

identificação e no desenvolvimento de espécies de amidos com características físico-químicas 

especiais, que poderiam abrir novos mercados. O mercado de amidos vem crescendo e se 

aperfeiçoando nos últimos anos, levando à busca de produtos com características específicas 

que atendam as exigências da indústria. A produção de amidos modificados é uma alternativa 

que vem sendo desenvolvida há algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais 

limitações dos amidos nativos e assim aumentar a utilidade deste polímero nas aplicações 

industriais (APLEVICZ & DEMIATE, 2007). O mercado brasileiro de fécula de mandioca é 

dominado pela fécula nativa com 54% da produção, seguido da fécula modificada com 20,8% 

(VILPOUX, 2003). 
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O amido de mandioca é facilmente extraído, já que as raízes contêm pequenas 

quantidades de proteínas, gorduras e outros componentes, sendo considerado puro e de cor 

branca. O conteúdo de lipídeos no amido de mandioca é pequeno (< 0,1 %), com isso o amido 

e seus derivados não apresentam sabor e aroma de cereais, o que é desejável para muitos 

produtos alimentícios (DEMIATE et al., 2005). 

 

2.2.1 Grânulos de amido 

  

 O amido é o único polissacarídeo produzido em pequenos agregados individuais, 

denominados grânulos (ALVES et al., 2012). A variação no tamanho dos grânulos de amido 

(1 e 100 µm), distribuição de tamanho, composição e forma (circular, elíptica, ovalada, 

lenticular ou poligonal) (Figura 2) refletem da origem botânica (Tabela 1) e podem afetar o 

comportamento físico-químico, reológico, textural e morfológico de novos produtos 

(LINDEBOOM et al., 2004; ACOSTA et al., 2006; AO & JANE, 2007).   

 

 

Figura 2 – Formas dos grânulos 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 

modificações e araruta (com aumento de 1440x), mandioquinha–salsa, batata doce e batata (não especificado 

aumento) Leonel (2007), com modificações. 
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Tabela 1 – Características dos grânulos de alguns amidos 

Amido Tamanho do grânulo (µm) Formato do grânulo 

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 

Raízes 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 raízes apresenta géis mais fracos e pouco 

consistentes, porém são de alta viscosidade, translúcidos, longos, coesivos, fibrosos e de baixa 

tendência para retrogradar pelo seu baixo conteúdo de amilose (aproximadamente 17%) e de 

lipídeos (FRANCO et al., 2001).  

O grânulo de amido é constituído de moléculas de amilose e amilopectina associadas 

entre si por pontes de hidrogênio, formando áreas cristalinas radialmente ordenadas. Entre 

essas áreas cristalinas existem regiões amorfas, nas quais as moléculas não têm uma 

orientação particular e estas áreas mantêm a estrutura do grânulo e controlam o 

comportamento do amido em água, fazendo com que o grânulo de amido absorva uma 

quantidade limitada de água, embora seja constituído de polímeros solúveis ou parcialmente 

solúveis neste líquido (MATSUGUMA, 2009). 

A funcionalidade dos amidos está diretamente relacionada a essas duas 

macromoléculas e a sua organização física dentro da estrutura granular (BELLO-PÉREZ, 

2006a). Ambas frações apresentam a fórmula (C6H10O5)n, de peso molecular elevado e 

geralmente, os amidos contém 20% de uma fração solúvel em água (amilose) e 80% de uma 

fração insolúvel em água (amilopectina), elas são constituídas por unidades de D- glicose, 

diferindo em tamanho e estrutura molecular. Quando são tratadas com ácido ou por ação 

enzimática, as frações do amido hidrolisam-se lentamente originando dextrina, maltose, 

açúcares simples ou monômeros de glicose (FERREIRA et al., 2005; LEONEL & CEREDA, 

2002). 

O grânulo de amido geralmente apresenta baixos teores de cinzas, proteínas, lipídios e 

fibras. A quantidade destes constituintes depende da composição da planta e do método de 
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extração e quanto menor o teor dessas substâncias, melhor a qualidade e pureza do amido 

(ROCHA et al., 2008). 

  

 2.2.1.1 Amilose e amilopectina 

 

A amilose (Figura 3b) é um polímero com estrutura essencialmente linear que contém 

até 6.000 unidades de α-D-glicoses (Figura 3a) unidas por ligações glicosídicas α-1,4, com 

um pequeno número de ramificações (0,3 a 0,5% do total das ligações), sendo considerada a 

principal responsável pelo processo de retrogradação do amido. Ela possui a tendência de 

formar hélice e girar, mesmo através de várias camadas de amilopectina (FENNEMA, 2000; 

FRANCO et al., 2001).   

 

Figura 3 – (a) Representação planar da molécula de α-D-glucose, (b) representação esquemática da 

estrutura de um fragmento da amilose e (c) representação esquemática da estrutura de um fragmento da 

amilopectina. 

Fonte: Taggart (2004) 

 

O conteúdo de amilose influencia as propriedades nutricionais e tecnológicas, como 

suceptibilidade à hidrólise enzimática e na gelificação e comportamento da pasta 

(DENARDIN & SILVA, 2009). Durante o aquecimento do grânulo de amido em meio 

aquoso, a amilose contribui na viscosidade da fase contínua da dispersão amido-água 

(FUKUOKA et al., 2002; THIRÉ et al., 2003).  

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

curtas, possuindo cerca de 1000 unidades de α-D-glicose unidas por ligações α (1-4) e com 5 
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a 6% de ligações α (1-6) nas ramificações (FENNEMA, 2000; FRANCO et al., 2001). Estas 

ramificações possuem dupla hélice e o comprimento das cadeias varia com a origem do amido 

e a espécie, porém é comum apresentarem entre 20 e 30 unidades de glicose (FRANCO et al., 

2001; CEREDA et al., 2001; BELLO-PÉREZ 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 aldeído latente (-

HOCH2), e é conhecido como grupo redutor ou extremidade redutora do amido 

(VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004; LAJOLO & MENEZES, 2006). As diferenças entre as 

moléculas de amilose e amilopectina podem ser evidenciadas através da massa molar, grau de 

polimerização e outras propriedades físico-químicas.  

A amilopectina é menos propensa à retrogradação do que a amilose, tende a ser 

solúvel, formando soluções que não gelificam sob condições extremas de altas concentrações 

e baixas temperaturas (ARIAS, 2000). Ela absorve muita água durante a cocção do amido e é 

a grande responsável pelo inchamento do grânulo. Portanto, amidos ricos em amilopectina são 

mais solúveis em água a 95 ºC do que os que contêm 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 associação no grânulo, o que 

determina a extensão 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 - Conteúdo 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 indústria de alimentos nacional e na internacional, o amido é utilizado como 

ingrediente para facilitar o processamento, fornecer textura, servir como espessante, fornecer 

sólidos em suspensão ou proteger os alimentos durante o processamento. Pode ser utilizado na 

sua forma natural ou, por intermédio de processamentos adicionais, dar origem a produtos 



25 
 

como amidos modificados, xaropes de glicose, maltose ou frutose e maltodextrinas, entre 

outros (FRANCO et al., 2001). 

Segundo Ao e Jane (2007), as características e as propriedades físico-químicas do 

amido nativo são dependentes da espécie e/ou das variedades de origem. Charles et al. (2005) 

analisaram e observaram o amido de cinco cultivares de mandioca em relação ao tamanho dos 

grânulos de amido, os quais variaram entre 12,9 e 17,2 µm e as temperaturas de gelatinização. 

Na forma não modificada, os amidos têm uso limitado na indústria alimentícia, o amido 

modificado incrementa ou inibe suas características originais, tais como promover 

espessamento, melhorar retenção, aumentar estabilidade, melhorar sensação ao paladar e 

brilho, gelificar, dispersar ou conferir opacidade. A viscosidade final dos amidos nativos é 

extremamente difícil de controlar a nível industrial porque a temperatura não pode ser 

ajustada com a velocidade suficiente para evitar problema de insuficiência 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 oxidação que permite adquirir a 

propriedade de expansão que outros amidos nativos não apresentam, sendo usado na 

fabricação de biscoitos de polvilho e pão 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 características variam de acordo com a fonte do amido, fornecendo evidências da 

interação entre as cadeias nos domínios amorfos e cristalinos dos polissacarídeos. A extensão 

destas interações é influenciada pela proporção amilose, amilopectina e pelas características 

dessas moléculas (distribuição e peso molecular, grau e comprimento de ramificações e 

conformação) (SINGH et al., 2003). A amilopectina contribui para o inchamento do grânulo, 

enquanto a amilose e os lipídios o inibem (ROCHA et al., 2008). 

Com a entrada de água, grande parte da amilose deixa os grânulos e contribui para o 

índice de solubilização. A tendência para a saída da amilose está na dependência da 

conformação do grânulo e no envolvimento desta com as regiões amorfas, constituídas 

principalmente pela amilopectina. Assim, a avaliação do poder de inchamento e do índice de 

solubilização contribui para estimar o tipo de organização existente no interior dos grânulos 

de amido (MARCON et al., 2007). 
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O poder de inchamento é uma medida para determinar a capacidade de hidratação dos 

grânulos segundo o peso do grânulo intumescido (inchado) e da água oclusa (MARCON et 

al., 2007). 

Os grânulos de amido intactos não são solúveis em água fria, mas eles podem reter 

pequenas quantidades quando colocados em água fria, ocasionando um pequeno inchamento, 

de forma reversível. Entretanto, quando o amido é aquecido em excesso de água, acima da 

temperatura de empastamento, a estrutura cristalina é rompida pelo relaxamento das ligações 

de hidrogênio e as moléculas de água interagem com os grupos hidroxilas da amilose e da 

amilopectina, causando um aumento do tamanho dos grânulos e também ocorre solubilização 

parcial (HOOVER, 2001).   

 

2.3.2 Gelatinização do amido 

 

Nas aplicações de amido no processamento de alimentos é muito comum que seja 

suspenso em água e submetido ao aquecimento (DAIUTO, 2005). As mudanças que ocorrem 

nos grânulos de amido durante a gelatinização e retrogradação são os principais determinantes 

do comportamento de pasta desses amidos, que têm sido medidas principalmente pela 

viscosidade aparente durante o aquecimento e resfriamento de dispersões de amido 

(HENRIQUE et al., 2008). 

A gelatinização do amido é o colapso do arranjo molecular, onde o grânulo sofre 

mudanças irreversíveis em suas propriedades de modo que ao intumescer ocorre a fusão da 

cristalinidade nativa, perda de birrefringência e solubilização. O ponto de gelatinização inicial 

e a proporção sobre o qual ocorre é influenciado pela concentração de amido, método de 

observação, tipo de grânulo e a fonte botânica (SINGH et al., 2003). Dependendo do tipo de 

amido (natural ou modificado), do pH da suspensão aquosa e da programação de 

aquecimento, vários perfis de gelatinização e empastamento podem ser gerados (WHISTLER 

& BEMILLER, 1997).  

Segundo Ávila et al. (2012), as propriedades térmicas do amido durante o período de 

gelatinização são determinantes para que a funcionalidade do mesmo seja conhecida. Durante 

o aquecimento, as ligações mais fracas de pontes de hidrogênio entre as cadeias de amilose e 

amilopectina são quebradas proporcionando a absorção de água e consequentemente o 

aumento do volume do grão de amido. Este processo chega ao fim com o rompimento da 

estrutura granular, inchamento, hidratação e a solubilização molecular do amido 

(DENARDIN & SILVA, 2009). Para quebrar a estrutura granular, é necessário o 
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fornecimento de energia e o tipo e a quantidade de energia, assim como a presença de outros 

ingredientes, especialmente a água, determinará 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 à gelatinização é a retrogradação, que é uma importante 

propriedade funcional em alimentos que contêm amido e este atributo envolve a associação 

intermolecular da amilose, após ter ocorrido o empastamento, resultando em um gel firme 

devido à formação de zonas cristalinas durante o armazenamento (DAIUTO, 2005). A 

liberação de água ou sinerese, que ocorre após o resfriamento da pasta, em consequência da 

retrogradação, é uma propriedade indesejável principalmente para produtos prontos como 

pudins, flans, entre outros (MATSUGUMA et al., 2009).  

Acredita-se que a amilose é o único componente do amido que intervém na 

retrogradação, excluindo a contribuição da amilopectina. No entanto, estudos mais recentes 

mostram que sob determinadas condições experimentais, a retrogradação da amilopectina não 

pode ser excluída do total da fração do amido retrogradado (JAILLAIS, 2005). Em amidos de 

genótipos não mutantes, a amilose é responsável por mudanças no gel do amido em menos de 

24 horas e a amilopectina é responsável pelas mudanças estruturais e reológicas na pasta de 

amido em períodos mais longos. A quantidade de água no gel e a temperatura de estocagem 

podem afetar a velocidade e a extensão da retrogradação (LOBO & SILVA, 2003).  

De modo geral, as raízes e tubérculos apresentam amidos com menor proporção de 

amilose do que a encontrada nos cereais regulares ou não cerosos. Consequentemente, os géis 

formados não se tornam rígidos com o avanço do resfriamento (retrogradação). No entanto, 

outros fatores como temperatura, tamanho, concentração dos grânulos e a presença de 

componentes químicos como lipídeos, podem influenciar o comportamento geral do amido 

(DENARDIN & SILVA, 2009).  

 

2.4 AMIDOS MODIFICADOS 

 

Amidos nativos não podem ser usados para preparação de todos os tipos de produtos. 

As mudanças estruturais, como a retrogradação, de temperatura durante processos 

tecnológicos e a estocagem do produto final afetam negativamente a qualidade de alguns 

produtos com o tempo conduzindo à baixa estabilidade e à pobre resistência à tensão de 

cisalhamento, pH e pressão (SIKORA et al., 2004). 
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O mercado de amidos vem crescendo e se aperfeiçoando nos últimos anos, levando à 

busca de produtos com características específicas que atendam às exigências da indústria. A 

produção de amidos modificados é uma alternativa que está sendo desenvolvida há algum 

tempo com o objetivo de superar as limitações dos amidos nativos, e assim, como aumentar a 

utilidade deste polímero nas aplicações industriais (SILVA et al., 2006). 

As razões que levam à modificação são: modificar as características de cozimento 

(gomificação); diminuir a retrogradação e a tendência das pastas em formarem géis; aumentar 

a estabilidade das pastas ao resfriamento e descongelamento, a transparência das pastas ou 

géis e a adesividade; melhorar a textura das pastas ou géis e a formação de filmes e adicionar 

grupamentos hidrofóbicos e introduzir poder emulsificante (SILVA et al., 2006). 

O Brasil tem expressiva produção de amido modificado, segundo dados da Associação 

Brasileira de Amido de Mandioca (ABAM), o país exportou aproximadamente 35 mil 

toneladas de amido modificado (ABAM, 2010).  

Para obter propriedades diferentes do amido natural, a estrutura química do amido 

pode ser modificada por métodos químicos, empregando reagentes específicos (ácido acético 

glacial, anidrido acético, hipoclorito de sódio, permanganato de potássio, ácido lático e ácido 

cítrico) para alterar a estrutura das macromoléculas componentes do amido; por métodos 

físicos, como tratamento térmico, exposição à radiações ou métodos enzimáticos 

(GONÇALVES et al., 2009). 

A etapa de secagem sob luz solar promove a degradação oxidativa do amido de 

mandioca quebrado pela acidificação provocando alterações na estrutura molecular dos 

mesmos resultando em propriedades funcionais tais como maior solubilidade em água, 

capacidade de formação de pastas fluidas com alto teor de sólidos, com elevada transparência, 

viscosidade relativamente baixa, maior resistência à retrogradação e cria soluções coloidais de 

estabilidade realçada (SIKORA et al., 2004).  

 

2.5 DETERMINAÇÃO DAS PROPRIEDADES DE PASTA DOS AMIDOS 

 

As mudanças que ocorrem nos grânulos do amido durante a gelatinização e 

retrogradação são parâmetros que determinam o comportamento de pasta. Essas medidas são 

acompanhadas pelas mudanças de viscosidade, temperatura e suspensões de amido 

(MOORTHY, 2004). 
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As curvas de viscosidade permitem determinar a temperatura de formação de pasta, 

resistência à ação mecânica dos grânulos inchados, viscosidade máxima e a temperatura na 

qual ocorre a influência do resfriamento sobre a viscosidade (WANG & WANG, 2003). 

Os grânulos do amido de mandioca sofrem grande inchamento na presença de água e 

em temperaturas mais baixas, porém as forças associativas tornam-se frágeis, sob agitação 

mecânica, apresenta um pico de viscosidade, seguido de uma acentuada queda durante o 

aquecimento (HENRIQUE et al., 2008). 

O aquecimento do amido em excesso de água ocasiona a perda da estrutura cristalina, 

produz inchamento dos grânulos e solubilização parcial dos polímeros estimulando o 

aparecimento das propriedades viscoelásticas do amido. Dependendo da severidade das 

condições do tratamento térmico (tempo, temperatura), pressão, cisalhamento, teor de 

umidade e presença de outros constituintes, a fase de separação da amilose e amilopectina 

pode iniciar ainda durante o processamento, resultando em um composto heterogêneo 

(DAIUTO, 2005).  

 

2.5.1 Analisador Rápido de Viscosidade (RVA) 

 

O RVA é um viscosímetro rotacional muito utilizado para a avaliação da qualidade de 

amidos e farinhas em muitos países (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 suspensão aquosa de amido, é 

registrado um aumento na viscosidade quando os grânulos começam a inchar. Neste ponto, 

polímeros com baixo peso molecular, moléculas de amilose, começam a ser lixiviadas dos 

grânulos. Durante a fase de temperatura constante (95ºC), os grânulos quebram e a 

solubilização dos polímeros continua interferindo na viscosidade. Durante a fase de 

resfriamento, polímeros de amilose e amilopectina solubilizados começam a se reassociar e 

outro aumento na viscosidade é registrado, conhecido como tendência a retrogradação. 

 

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 máximo de 5 mL de NaOH N/100g, 
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para o não-fermentado de 1 mL de NaOH N/100g, as outras características continuam 

idênticas (BRASIL, 1978). 

De acordo com a Instrução Normativa nº 23 de 14 de dezembro de 2005 - Normas de 

Classificação de Produtos Amiláceos – no Brasil, o amido de raízes e tubérculos recebe a 

denominação de fécula e quando extraído da mandioca e seco ao sol, sem fermentação é 

conhecido como polvilho doce que é utilizado como matéria prima para a produção de 

polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) e de inúmeros outros produtos (BRASIL, 

2005).  

Frequentemente, são encontradas diferenças em relação a estes valores, isto ocorre 

pelo fato do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) ser produzido por 

fermentação natural, sem condições 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 produção consiste de lavagem e descascamento das raízes, ralação para 

desintegração das células, liberação dos grânulos de amido, separação das fibras e do material 

solúvel, e finalmente secagem. O bagaço acumulado é eliminado e a fécula é separada 

(SOUZA & BRAGANÇA, 2000). 

A produção ocorre em empresas artesanais, de pequeno porte e de grande 

investimento, nas quais pode ser observado que o tempo de processamento, desde a recepção 

da matéria-prima na moega (peça de madeira) até o armazenamento do produto seco 

(DEMIATE et al., 2003). 

 

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

 

É obtido pela fermentação de polvilho doce ou da fécula recuperada do líquido de 

prensagem da massa ralada, como subproduto da fabricação 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 à produção de amidos modificados, por aproveitar parte da estrutura 

da farinheira e de não exigir investimentos muito elevados (MAEDA & CEREDA, 2001). 

Durante a fermentação do amido de mandioca desenvolve-se uma variada microbiota, 

responsável pela produção de enzimas amilolíticas e de ácidos orgânicos que podem ser 

responsáveis pelas propriedades funcionais do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 
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azedo). A principal diferença entre a fécula fermentada e a fécula nativa de mandioca, reside 

na propriedade de expansão. Durante a fermentação, o grânulo sofre modificações pelos 

ácidos produzidos, aumentando a capacidade de se solubilizar e intumescer em água 

(MAEDA & CEREDA, 2001). A água, que o grânulo pode absorver e reter, está relacionada 

com o poder expansão 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 fabricação de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 

 

Para a fabricação de polvilho de qualidade é necessário observar os procedimentos 

recomendados para o processamento de alimentos: localização adequada da unidade de 

processamento; utilização de medidas rigorosas e higiene dos trabalhadores na atividade; 

limpeza diária das instalações e equipamentos; matéria-prima de boa qualidade; tecnologia de 

processamento apropriada; embalagem e armazenagem adequadas (SOUZA & BRAGANÇA, 

2000).  

Os equipamentos necessários para a fabricação do polvilho incluem: lavador / 

descascador, ralador, tanque para lavagem da massa, tanques para decantação do polvilho, 

jiraus para secagem do polvilho, estrado para classificação e empacotamento, cubas plásticas, 

e balança mecânica (FANI, 2010).  

A fabricação de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) tradicional foi 

descrita por Cereda et al. (2000), compreendendo a extração da fécula das raízes de mandioca 

e sua fermentação natural (Figura 4a). Outros autores descrevem também a fermentação da 

fécula (polvilho doce) comercial pela adição de água (Figura 4b). 
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Figura 4 – Processamento de produção do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) por fermentação 

direta da massa ralada da mandioca (a) e adicionando água ao polvilho doce (b). Fonte: Fani (2010) com 

modificações. 

 

De forma geral, o fluxograma de obtenção do polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) consiste em: colheita das raízes, lavagem e descascamento, ralagem para a 

extração do “leite de amido” (suspensão de amido em água, conforme denominado pelas 

empresas), o mesmo é separado do bagaço por peneiras planas vibratórias ou cônicas 

rotativas, sob água corrente. O bagaço (polpa ou massa) acumulado é eliminado e o amido é 

arrastado pela água onde será separado por decantação em tanques de alvenaria ou chicanas 

(labirintos) revestidos de cerâmica ou com divisórias de madeira. O amido obtido é 

transferido para tanques de fermentação que podem ser desde cochos de madeira a tanques de 

alvenaria, revestidos ou não com cerâmica, cobertos ou descobertos (MARCON et al., 2009). 

O amido deve permanecer nos tanques de fermentação sob uma camada de água em 

torno de 5 a 20 cm e por um intervalo de tempo que varia de acordo com as condições 

climáticas, de 20 até 60 dias. O processo é concluído, empiricamente, com o aparecimento de 

a 

b 
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espuma na superfície e bolhas persistentes que se formam no interior da massa e 

desprendimento de forte odor característico. A secagem é feita ao sol, colocando a massa 

sobre jiraus de bambu e o período de secagem varia de acordo com as condições climáticas 

(DEMIATE et al., 2000).  

 

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

 

Produtos fermentados são utilizados pelo homem desde épocas remotas, como forma 

de preservação de alimentos e também pelos atributos sensoriais (CAPLICE & 

FITZGERALD, 2000). Até hoje, alguns destes processos são conduzidos de forma bastante 

rudimentar. No caso da fermentação da mandioca, reduz a toxicidade do substrato quanto ao 

cianeto, torna a polpa mais macia, resulta em um sabor e aroma típico e dá novas 

características, sendo diferentes do amido nativo de mandioca (KIMARYO et al., 2000; 

CAPLICE & FITZGERALD, 2000; COULIN, 2003).  

A fermentação da mandioca consiste em uma etapa inicial onde microrganismos 

aeróbios, facultativos e anaeróbios (bactérias produtoras de ácido lático e leveduras 

fermentativas), presentes na mandioca, se desenvolvem e a produção de ácido lático diminui o 

pH e inibe o crescimento indesejável de bactérias Gram (-) e esporuladas. Na fermentação 

secundária, as leveduras fermentativas, que são ácido-tolerantes, utilizam todo o carboidrato 

fermentável residual seguido de uma etapa pós-fermentativa, onde o crescimento microbiano 

(bolores e leveduras oxidativas) pode ocorrer na superfície do produto fermentado 

(PELCZAR JUNIOR et al.,1996).  

As BAL são capazes de controlar os microrganismos específicos ou a sucessão de 

microrganismos que determinam a microflora dos alimentos, base para o desenvolvimento de 

culturas starter, também conhecidas como culturas iniciadoras, as quais são muito desejáveis 

(CAPLICE & FITZGERALD, 2000).  

 

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

 

Esta propriedade pode ser justificada pela fermentação e exposição à luz ultravioleta 

(DIAS et al., 2007). Machado et al. (2007) compararam vários métodos de secagem do 

polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) e concluíram que as alterações nas 

propriedades tecnológicas do amido podem ser obtidas por processos físicos, tais como 

experimento térmico ou exposição a radiações. A radiação ultravioleta demonstrou ser um 
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catalisador da etapa de secagem, além de demonstrar maior capacidade de absorção de água e 

maior resistência, 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 oxidação do amido, promovida pela radiação UV proveniente da 

luz solar e na presença de ácidos orgânicos, é um dos responsáveis por este fenômeno (DIAS 

et al., 2011).  

 

2.6.2.4 Secagem Artificial  

 

A secagem ao sol ocasiona uma série de transtornos, desde elevada contaminação por 

poeira até a falta de padrão 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 confiável, sem contaminação, mas o poder de expansão se encontra 

diminuído, sugerindo que a radiação solar é responsável por esta característica.  

  A maioria dos trabalhos, sobre a modificação de amido pela irradiação UV, emprega 

uma fonte artificial (UVA, UVB ou UVC) sobre os amidos acidificados artificialmente, 

avaliando sua qualidade em relação às propriedades de expansão (MACHADO et al., 2012).  

O amido nativo de mandioca seco ao sol e o amido fermentado seco em estufa 

apresentam uma baixa propriedade de expansão. No entanto, o amido fermentado de 

mandioca e o amido de mandioca tratado com ácidos orgânicos apresentaram propriedade de 

expansão quando secos ao sol ou com lâmpadas de luz ultravioleta, sugerindo que a 

propriedade de expansão resulta de alguma modificação do amido causada pela luz 

ultravioleta (do sol ou das lâmpadas) na presença de ácidos orgânicos (DIAS et al., 2007).  

 

2.7 PAPEL DOS MICRORGANISMOS DURANTE A PRODUÇÃO DO POLVILHO 

FERMENTADO E SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)  

 

Os microrganismos envolvidos neste tipo de fermentação, em sua maioria são BAL, 

seguidas de leveduras, as quais se desenvolvem a partir dos metabólitos amilolíticos das BAL 

(WOSIACKI & CEREDA, 2002). As diversas alterações que ocorrem na fécula da mandioca 

durante a fermentação são atribuídas ao desenvolvimento de uma microbiota variada 

proveniente da matéria-prima, água e meio ambiente, uma vez que o único substrato 

empregado restringe-se a uma suspensão de amido granular em água (SILVEIRA et al., 

2000). 
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A fermentação natural é feita por uma microbiota mista, que aumenta a acidez titulável 

durante o processo. A predominância de microrganismos ocorre naturalmente durante o 

processo e foi descrito a prevalência de BAL. Os principais micro-organismos envolvidos na 

fermentação de mandioca são as BAL, com prevalência do gênero Lactobacillus, seguido por 

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

 

2.7.1. Bactérias ácido-láticas (BAL) 

 

O grupo das bactérias ácido-láticas (BAL) é o principal representante dos probióticos 

em alimentos, pertencentes ao filo Firmicutes, classe Bacilli. O grupo das BAL compreende 

11 gêneros de bactérias Gram positivo: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, 

Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, 

Vagococcus e Weissella (MOGENSEN et al., 2003).  

São Gram-positivos, geralmente imóveis, não produzem esporos, não produzem a 

enzima catalase, são anaeróbios aerotolerantes, fastidiosos, ácido-tolerantes, estritamente 

fermentadores, sendo o ácido lático, o principal produto final da fermentação do açúcar.  

Em geral, estas bactérias são mesófilas, mas podem crescer em baixas temperaturas 

como 10°C, ou altas como 45°C, em situações específicas; são pouco proteolíticas e 

lipolíticas e requerem aminoácidos, vitaminas do complexo B e bases púricas e pirimídicas 

para o crescimento (KUBO et al., 1992). Geralmente, membros do grupo estão presentes em 

ambientes nutricionalmente ricos como vegetais, leites, carnes, e alguns compõem a 

microbiota normal como cavidade oral, trato intestinal e vaginal de mamíferos (LEITE et al., 

2012). 

Elas são caracterizadas principalmente pela sua habilidade em formar vários isômeros 

de ácido lático durante fermentação da glicose e pode ser extraído de produtos fermentados e 

analisado quanto a sua habilidade em girar a luz polarizada. Estão agrupadas em 

homofermentativas ou heterofermentativas de acordo com o produto final da sua fermentação. 

As homofermentativas produzem ácido lático como principal produto da fermentação da 

glicose, apresentando a enzima aldolase, que fermenta glicose diretamente a ácido láctico, 

incluindo o gênero Streptococcus (produz L(+) lactato) e Pediococcus (produz DL lactato). 

As heterofermentativas produzem outros produtos além do ácido láctico, dióxido de carbono, 

ácido acético e etanol, utilizando a via alternativa da pentose monofosfato, convertendo as 

hexoses em pentoses pela enzima fosfocetolase, produzindo no processo aldeídos e diacetil, 
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substâncias altamente desejáveis para formação de aromas; dentro desta fase estão o gênero 

Leuconostoc e um subgrupo do gênero Lactobacillus, a Betabactéria (CARR et al., 2002). 

A ação antagonista de espécies de BAL contra microrganismos indesejáveis em 

alimentos é descrita em leite e queijos, onde inibe alguns patógenos 

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 Gênero Lactobacillus sp. 

 

É o gênero mais amplo do grupo de BAL, incluindo cerca de 160 espécies e 27 sub-

espécies (EUZÉBY, 2009); é muito heterogêneo, abrangendo espécies com grande variedade 

de propriedades fenotípicas, bioquímicas e fisiológicas, não são móveis em sua grande 

maioria, catalase e oxidase negativas, não reduzem nitrato, não produzem indol ou H2S e nem 

formam esporos. Podem ser encontrados em diversos produtos alimentícios devido ao seu 

potencial probiótico (KONEMAN et al., 2005).  

A heterogeneidade é refletida pela taxa de porcentagem do conteúdo de guanina e 

citosina (GC) do DNA das espécies incluídas neste gênero. Três subgrupos de classificação 

dos lactobacilos foram criados baseando-se nas características fisiológicas de diferentes 

espécies, relacionadas com a presença ou ausência de enzimas essenciais no metabolismo 

homo ou heterofermentativo do açúcar (LEITE et al., 2012).  

Este gênero exerce papel crucial na produção de alimentos fermentados, como 

vegetais, carnes e produtos lácteos. Nas últimas décadas vem sendo amplamente aplicados na 

indústria de alimentos, como cultura iniciadora (starter) e cultura adjunta (incluindo 

probióticos), aumentando o interesse no estudo de suas funções e metabolismo. Geralmente, 

são os mais ácido-tolerantes do grupo das BAL e, portanto, estão ativos no final de muitos 

processos fermentativos espontâneos, como fermentação de silagens e vegetais (LEITE et al., 

2012). 

 

2.7.1.2 Gênero Lactococcus sp. 

 

Este gênero apresenta-se como células gram-positivas esféricas ou ovoides de 0,5 – 

1,2 x 0,5 – 1,5 µm, ocorrendo em pares ou pequenas cadeias em meio líquido, são imóveis e 

não produzem a enzima catalase (RATTRAY & O´CONNELL, 2011). São anaeróbicos 
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facultativos, oxidase negativa, não formam endósporos e crescem geralmente entre 10 °C e 30 

°C (HUTKINS, 2006). 

É comumente encontrado em superfícies de plantas, peles de animas e em leite; são 

homofermentativos, com exceção da subespécie lactis que utiliza o citrato, recentemente 

reconhecida como L. lactis (BESHKOVA et al., 2002).   

O gênero inclui 6 espécies (EUZÉBY, 2008), a Lactococcus lactis subsp. lactis e L.  

lactis subsp. cremoris são as duas subespécies mais utilizadas como cultura starter na 

indústria de produtos lácteos, principalmente na fabricação de queijos (RATTRAY & 

O´CONNELL, 2011; CASALTA & MONTEL, 2008).  

Nos últimos anos, estudos mostraram que esse microrganismo é capaz de melhorar o 

equilíbrio da microbiota intestinal de hospedeiro animal, sendo utilizado como microrganismo 

probiótico. O principal papel do Lactococcus sp. na fermentação de alimentos é a acidificação 

(produção de ácido lático L
+
). Este gênero também contribui para o desenvolvimento da 

textura, devido à produção de exopolissacarídeos, ou para o flavor devido à produção de 

compostos aromáticos (álcoois, cetonas e aldeídos) ou pelos metabólitos gerados pela 

utilização do citrato, aminoácidos e lipídeos. Também podem ser utilizados para conservação, 

devido a sua habilidade em produzir ácidos orgânicos e bacteriocinas, sendo a nisina a mais 

caracterizada e reconhecida (RATTRAY & O´CONNELL, 2011). 

 

2.7.1.3 Gênero Leuconostoc sp. 

 

É pertencente à família Streptococcaceae, são cocos gram-positivos, microaerofílica e 

não hemolítico, crescendo em pares ou em cadeias, anaeróbicos facultativos, que não 

produzem a enzima catalase. Morfologicamente, são similares aos Streptococcus sp., 

entretanto são heterofermentativos (OGIER et al., 2008).  

Estes microrganismos são geralmente encontrados em plantas e a partir deste habitat 

natural, disseminaram-se para vários nichos, incluindo leite cru e produtos lácteos 

refrigerados, exercendo papel importante na indústria e processos de fermentação de 

alimentos como linguiças, vegetais, cereais e produtos lácteos (MARTÍNEZ- PAJAREZ et 

al., 2012).   

Eles estão naturalmente presentes na obtenção de produtos lácteos, variedade de 

queijos, bebidas fermentadas e são amplamente utilizados como starters. Além disso, também 

possuem um papel essencial na formação da textura e aroma dos produtos lácteos. Algumas 

linhagens produzem dextrana quando cultivados em sacarose (RODRIGUES et al., 2005),  
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participando  na produção de oligossacarídeos, que influenciam na textura, além da aplicação 

funcional como prebiótico. Alguns estudos mostraram que este gênero é capaz de produzir 

bacteriocinas em produtos lácteos (RODRIGUES et al., 2005). As bacteriocinas são proteínas 

ou complexos de proteínas com atividade antibiótica, produzidas por determinadas linhagens 

de bactérias lácticas que se caracterizam por apresentarem em espectro de ação restrito aos 

microrganismos gram-positivos (MORENO et al., 2008).  

 

2.7.1.4 Gênero Enterococcus sp. 

 

Está amplamente presente na natureza, são bactérias homofermentativas, gram 

positivas, não formadoras de esporos, catalase negativa, cocos anaeróbios facultativos, pouco 

acidificantes e que podem ocorrer isoladamente, em pares ou em cadeias. São resistentes a 

situações extremas de pH e temperatura (QUIÑONES PÉREZ et al., 2011). 

Bactérias pertencentes ao gênero Enterococcus sp. apresentam um papel importante na 

produção de vários alimentos fermentados tradicionais na Europa (FRANZ et al., 2003), 

como a produção de vários queijos tradicionais de países do Mediterrâneo provocando a 

maturação desses queijos, provavelmente através da proteólise, lipólise e quebra do citrato, 

contribuindo para a textura, sabor e flavor característicos (FERREIRA, 2012; MORENO et 

al., 2006). Essas bactérias também podem estar presentes em outros tipos de alimentos 

fermentados, como linguiças e azeitonas (HUGAS et al., 2003). 

 Algumas bactérias do gênero Enterococcus estão sendo usadas como probióticos em 

alguns países (FRANZ et al., 2003), tais como o E. faecium e o E. faecalis. No Brasil, a 

ANVISA já inclui o E. faecium na lista dos microrganismos probióticos. Desde fevereiro de 

2004, 10 preparações, contendo 9 cepas diferentes de E. faecium, estão autorizadas como 

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

 

2.7.2 Leveduras 

 

 São fungos unicelulares, da classe hemiascomicetos, frequentemente associados às 

indústrias 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 condições. Os fungos podem ter duas formas, uma sexual (teleomorfo), 

que é considerada perfeita, e uma assexual (anamorfo), que é considerada imperfeita (SILVA 

et al., 2009).  
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Vários estudos revelam a presença do gênero Candida na fermentação de mandioca, 

algumas espécies do gênero Candida foram isoladas da fermentação de mandioca para 

produção 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 última também foi isolada do lafun, produto obtido da 

fermentação 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 Associação entre Bactérias do ácido lático e leveduras 

 

Estudos relatam que a associação entre BAL e leveduras pode contribuir para a 

melhoria das características organolépticas do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 

azedo) (PARAMITHIOTIS et al., 2006; MIAMBI et al., 2003). As BAL produzem uma 

condição ácida 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 são produtoras de α-amilase que, ao hidrolisarem a 

molécula de amido formam derivados utilizáveis pelas leveduras.  

Algumas BAL e leveduras associadas em alimentos fermentados são capazes de 

degradar fatores antinutricionais, como ácido fítico e compostos fenólicos. A incorporação 

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 benefícios gerais da fermentação espontânea, tais como o aumento da digestão de 

proteínas e a biodisponibilidade de nutrientes, e contribuem mais especificamente para o 

enriquecimento biológico através da biossíntese de vitaminas e aminoácidos 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 Tanzânia, 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 fermentação, 

mas diminuíram levemente o pH e aumentaram a acidez do meio em 24 horas. 

A grande variação e a complexidade da microbiota durante a fermentação espontânea 

de mandioca são apontadas como os principais fatores responsáveis pela pouca 

homogeneidade e baixa qualidade dos produtos comercializados, sendo a utilização de 
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linhagens selecionadas uma importante alternativa para estes processos fermentativos. A 

fermentação conduzida por linhagens iniciadoras apresenta menor variação no conteúdo de 

compostos químicos, menor tempo de fermentação e, por consequência, maior rendimento e 

qualidade (AIDOO et al., 2006).  

 

2.8 MÉTODOS PARA AVALIAÇÃO DE DIVERSIDADES MICROBIANAS  

 

2.8.1 Utilização da biologia molecular para determinação da microbiota do polvilho 

azedo e outros produtos fermentados derivados da mandioca 

 

A microbiota de fermentações tradicionais tem sido muito estudada, mas não de forma 

sistemática por falta de informações sobre as condições de fermentação e a identificação das 

espécies, que é muitas vezes baseada apenas em critérios fisiológicos, conhecidas por serem 

insuficientes para a identificação de BAL (VOGELMANN et al., 2009).  

A abordagem molecular permite que as bactérias possam ser identificadas a partir das 

sequências dos seus genes, por meio da amplificação, via PCR (Polimerase Chain Reaction). 

A amplificação 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 não são cultiváveis, requer iniciadores que complementem 

sequências altamente conservadas. Por outro lado, a diferenciação entre as espécies, a partir 

dessas sequências, requer que a região amplificada tenha regiões variáveis que são específicas 

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 fermentação da mandioca para a produção de polvilho 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). As técnicas de monitoramento aplicadas foram 

“Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD), hibridização 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 gênero Pediococcus. As 

espécies predominantes foram L. plantarum e L. manihotivorans. 

Foi descrito que durante a fermentação de mandioca para a produção de gari na África 

do Sul, Benim, Quênia e Alemanha foram caracterizados 375 BAL por testes fenotípicos e 

genotípicos. Os grupos isolados em ordem decrescente de predominância foram: bastonetes 
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heterofermentativos facultativos, principalmente cepas do grupo L. plantarum (54,4 %); 

bastonetes heterofermentativos obrigatórios, pertencentes ao gênero Lactobacillus ou 

Weissella (14 %); cocos heterofermentativos, pertencentes aos gêneros Weissella ou 

Leuconostoc (13,9 %); cocos homofermentativos (13,3 %) e bastonetes homofermentativos 

obrigatórios (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 

comparação dos padrões de RAPD dos isolados obtidos da fermentação foi possível 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 análise de 

RFLP . 

O processo fermentativo para a produção de polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) ainda é pouco estudado, mesmo ganhando destaque na elaboração de 

produtos de panificação com reduzido teor ou ausência de glúten. Desta forma, a análise da 

microbiota predominante na fermentação de mandioca, bem como o isolamento e a pesquisa 

de culturas predominantes contribuem significativamente para o conhecimento e otimização 

do processo de produção de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). Isso porque 

podem levar à redução do tempo de fermentação, à obtenção de um polvilho padronizado e de 

maior qualidade, facilitar a determinação do ponto final da fermentação, além de aumentar a 

lucratividade do produtor.  

 

2.8.2 PCR 

 

A técnica de PCR consiste de uma reação de polimerização em cadeia para 

amplificação de sequência de DNA por uma reação enzimática utilizando primers iniciadores 

(COSER et al., 2008). Sendo assim, através da PCR, pode-se obter in vitro um aumento da 

quantidade de uma determinada sequência de DNA, permitindo uma serie de aplicações nas 

mais diferentes áreas da ciência. Em microrganismos, a PCR vem sendo aplicada na 

determinação de grupos taxonômicos (REIS JUNIOR et al., 2002).  

 

2.8.3 Estudo da diversidade microbiana por meio da análise de restrição de DNA 

ribossomal amplificado (ARDRA)  
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Apesar da rapidez e facilidade para identificação das bactérias por sequenciamento, o 

custo para a operacionalização desta tecnologia é um fator limitante para muitos laboratórios. 

Como alternativa, foi desenvolvida a PCR - ARDRA (Análise de Restrição de DNA 

Ribossomal Amplificado), que é mais trabalhosa e econômica. 

A técnica conhecida como ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 

explora o uso de oligonucleotídeos iniciadores universais para amplificar as sequências do 

rDNA de microrganismos, seguida pela digestão com enzimas de restrição 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 

o grau de conservação dos sítios de restrição do rRNA que reflete padrões filogenéticos (REIS 

JÚNIOR 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 & HERNÁNDEZ, 2007). 

Quando utilizada para diferentes bactérias, esta metodologia combina facilidade, rapidez, 

especificidade e sensibilidade, se mostrando bastante eficiente na diferenciação das espécies 

dos gêneros Lactobacillus, Streptococcus e Bifidobacterium (MITEVA et al., 2001; 

COLLADO & HERNÁNDEZ, 2007). A metodologia da ARDRA é usada para a identificação 

de LAB ao nível de espécie. Além disso, a maior parte dos gêneros co-isolados com 

Lactobacillus pôde ser identificada com precisão através da ARDRA da 16S-23S rRNA 

(MOREIRA et al., 2005).  

O gênero Lactobacillus apresenta um perfil de amplificação da região 16S- 23S. 

Segundo Moreira et al. (2005), o padrão de amplificação e o perfil de digestão permite a 

identificação de diferentes espécies de Lactobacillus, o que indica ser uma metodologia fácil e 

rápida para identificação de bactérias lácticas.  

No caso da análise da microdiversidade em procariotos, que apresenta grupos de 

indivíduos com elevada afinidade genética, o fragmento amplificado deve incluir o espaço 

intergênico 16S-23S rDNA. Essa região intergênica apresenta maior variabilidade, não só na 

sua composição de bases, como também no seu tamanho, ao ser comparada às regiões gênicas 

16S ou 23S, eles geram padrões de bandeamentos mais simples, dependendo das enzimas de 

restrição utilizadas (ROSADO et al., 1999.)  

  

2.8.4 RAPD 
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Esta técnica consiste na amplificação do DNA utilizando um iniciador randômico 

geralmente composto de 10 nucleotídeos à baixa temperatura de anelamento (36°C), sem 

conhecimento prévio da sequência a ser amplificada e pode ser aplicado para qualquer espécie 

a partir do DNA purificado. Os produtos são diretamente analisados em um gel de agarose, e 

o perfil eletroforético gerado pode servir para diferenciar e caracterizar microrganismos 

(MARTÍN et al., 2010; DELFEDERICO et al., 2006; GOLOWCZYC et al., 2008). Porém, a 

reação é muito sensível às condições de amplificação, qualidade e concentração de DNA, os 

quais influem na reprodutibilidade do método (MARTÍN et al., 2010; URRAZA, 2000). Esta 

amplificação revela polimorfismos em toda a extensão do genoma e são reconhecidos pela 

presença de um fragmento amplificado em um dos genomas em relação à ausência deste 

mesmo fragmento em outro. 

Fenótipos moleculares gerados por RAPD podem servir para diagnosticar diferentes 

níveis taxonômicos e os produtos de amplificação podem ser classificados em dois grupos: 

variáveis (polimórficos) e constantes (não- polimórficos) (ANCHORENA-MATIENZO, 

2002).  

Em leveduras, RAPD foi utilizado para a caracterização de produtos de fusão de 

protoplastos e seus segregantes, detectando-se uma banda cromossomal nos produtos de 

fusão, presentes nas linhagens parentais e segregantes (ANCHORENA-MATIENZO, 2002). 

 

2.9 COMPOSTOS VOLÁTEIS 

 

A aceitação dos alimentos está diretamente relacionada ao seu sabor relacionado às 

sensações que o gosto e o aroma provocam. A sensação de gosto é atribuída à presença dos 

compostos não voláteis nos alimentos (tais como açúcares, sais, ácido, limonina) 

determinando as 4 sensações básicas descritas como doce, salgado, azedo e amargo. Já os 

compostos voláteis, são responsáveis pela sensação do aroma, que é bem mais complexa, pois 

o olfato humano pode discriminar entre milhares de compostos voláteis, de diferentes classes 

químicas e termolábeis (FRANCO & JANZANTTI, 2004; THOMAZINI & FRANCO, 2000).  

O aroma característico dos alimentos é geralmente o resultado de dezenas ou centenas 

de compostos voláteis, encontrados em nível de traços. Mesmo os compostos voláteis 

presentes em concentrações muito baixas, em nanograma ou picograma, influenciam na 

formação do aroma característico do alimento. Porém em alguns alimentos, existem os 

compostos voláteis considerados de impacto, que sozinhos são capazes de “lembrar” o aroma 
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do alimento, enquanto os demais compostos voláteis são denominados contribuintes, que 

juntos formam o aroma pleno do alimento (GARRUTI et al.,2003). 

 As BAL acidificam o meio de fermentação melhorando o aroma dos alimentos (ácido 

acético e lático) (ATRIH et al., 2001; MESSENS & DE VUYST, 2002; NARDI et al., 2005). 

De acordo com Kimaryo et al. (2000), os microrganismos do processo de fermentação, podem 

contribuir com as características sensoriais de alimentos fermentados. 

É importante destacar que o teor e a composição química dos compostos voláteis de 

uma mesma espécie vegetal podem variar significativamente em qualidade e quantidade de 

acordo com as diferenças geográficas, em função do clima, da composição do solo, fase do 

ciclo vegetativo, sazonalidade, entre outros (WANG et al., 2009; SOUSA GALVÃO et al., 

2011). 

 

2.9.1 Isolamento dos compostos voláteis  

 

A pesquisa de compostos voláteis é analisada pela técnica de cromatografia gasosa, 

onde ocorre a separação, quantificação e identificação dos analitos. Na pesquisa com 

compostos voláteis, é importante o isolamento das substâncias voláteis da matriz com a 

intenção de extinguir interferências ajustando também a concentração.  

Para ser avaliada, uma mínima manipulação do alimento é necessária para não causar 

mudanças na composição original dos compostos voláteis e a presença de compostos não 

voláteis ou artefatos gera um isolado não 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 crítica e as técnicas mais 

indicadas são aquelas que compreendem uma única etapa, a separação dos compostos voláteis 

dos não voláteis e sua concentração (FRANCO & JANZANTTI, 2004).  

As técnicas de isolamento utilizadas para alimentos baseiam-se na análise total ou na 

análise do headspace (ROMEU-NADAL et al., 2004). A primeira consiste na análise de todos 

os componentes voláteis do alimento usando a extração líquido-líquido, extração em fase 

sólida e extração por arraste a vapor, técnicas de grande aplicabilidade (REINECCIUS, 2006) 

e a análise pelo headspace analisa os compostos voláteis da fase gasosa em equilíbrio com a 

fase líquida ou sólida do alimento em um sistema fechado à determinada temperatura 

(THOMAZINI & FRANCO, 2000; FRANCO & JANZANTTI, 2004).  

 

2.9.1.2 Extração por headspace 
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O aroma é mais bem analisado pela composição dos voláteis do headspace (FRANCO 

& JANZANTTI, 2004). A principal característica é a possibilidade da determinação direta de 

componentes voláteis da amostra, uma vez que a introdução da amostra no cromatógrafo a gás 

ocorre sem pré-tratamento ou com reduzido manuseio da amostra (SOARES et al., 2007). 

Além disso, a extração por headspace apresenta outras vantagens em relação aos métodos que 

utilizam solventes, tais como clorofórmio, éter de petróleo e hexano, com destaque à reduzida 

massa para extração (VARMING et al., 2004; KAFKAS et al., 2005; HELENO et al., 2010).  

A análise do headspace pode ser feita pelo método estático ou dinâmico. O headspace 

estático é a análise direta dos compostos voláteis que apresentam maior pressão de vapor em 

um sistema fechado e permite a detecção de poucos compostos voláteis (THOMAZINI & 

FRANCO, 2000; FRANCO & JANZANTTI, 2004). O headspace dinâmico é uma técnica 

que envolve a passagem dos compostos voláteis do alimento através de um polímero poroso 

(Tenax, Chromosorb, Porapak, entre outros), com o auxílio de um sistema a vácuo ou pela 

passagem de um gás inerte. Os compostos voláteis retidos no polímero podem ser eluídos 

com solvente ou desorvidos diretamente no injetor do cromatógrafo permitindo a realização 

de análise qualitativa, quantitativa e sensorial dos compostos voláteis responsáveis pelo aroma 

do alimento (MIYAZAWA & OSMAN, 2001).  

 

2.9.2 Identificação de voláteis em fermentação 

 

Franco e Janzantti (2004) reportaram a existência de duas abordagens para o 

isolamento dos compostos voláteis de um alimento, a análise total, que compreende a análise 

de todos os compostos voláteis presentes na matriz do alimento, e a análise do headspace, que 

envolve apenas a análise dos componentes voláteis presentes na fase gasosa em equilíbrio 

com a amostra (líquida ou sólida), representando mais fielmente o que é percebido pelo 

olfato. 

Atualmente é muito utilizada a técnica de espectrometria de massas acoplada ao CG, 

muito utilizada para identificar os elementos presentes na amostra, caracterizando as 

moléculas pela relação massa/carga (m/z) de seus íons, podendo até mesmo discriminar a 

massa dos isótopos da molécula de interesse (HOLLER et al., 2009). 

As características dos espectros de massas são usadas na identificação de uma grande 

variedade de compostos orgânicos, nas quais as relações massa/carga obtidas podem ser 

transformadas em informação estrutural a partir de estudos sobre mecanismos de 
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fragmentação dos compostos e também podem ser comparadas a espectros padrão, 

armazenadas na memória do computador (FRANCO & JANZANTTI, 2004).  

 

2.10 ÁCIDOS ORGÂNICOS 

 

As aplicações dos ácidos orgânicos são diversas na indústria de alimentos, nas áreas 

química e veterinária. Na indústria de alimentos, agem como aromatizantes e conservadores 

retardando a degradação enzimática e agem diretamente como fortes inibidores do 

crescimento microbiano na preservação de alimentos, grãos e rações (RICKE, 2003), na 

sanitização da carne (AL-TARAZI & ALSHAWABKEH, 2003) e como aditivo promotor de 

crescimento na ração em substituição aos antibióticos (GARCIA et al., 2000). Além disso, 

podem atuar como agentes que se ligam a metais formando os quelatos metálicos, os quais 

previnem ou reduzem a oxidação de metais (RICKE, 2003). 

Como agentes antimicrobianos naturais, a ação conservadora dos ácidos orgânicos 

resulta da acidificação (decorrente da fermentação), atuando sobre a força próton motriz 

(FPM) dos microrganismos, que controla a síntese de ATP e o acúmulo de íons e outros 

metabólitos no interior das células e com o seu colapso ocorre a paralisação de todas as 

reações que requerem energia, levando à morte celular (MCAULIFFE et al., 2001). 

 

2.10.1 Ácidos orgânicos na fermentação 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 regiões Sul e 

Sudeste adquiridos diretamente das fábricas ou do comércio, das 8 amostras do estado do 

Paraná, somente uma não apresentou ácido butírico na sua composição; das 11 amostras de 

Santa Catarina, seis apresentaram os ácidos típicos do amido de mandioca fermentado (ácidos 

lático, acético, butírico e propiônico) e 5 apresentaram ácido lático e acético ou somente ácido 

lático; das 6 amostras de Minas Gerais, 5 apresentaram ácido lático e acético e, somente uma 

apresentou ácido butírico em sua composição, demonstrando grande heterogeneidade no perfil 

de ácidos orgânicos obtidos na fermentação do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 

azedo).  

Reginatto et al. (2009) realizaram modificações no meio de fermentação do amido 

através da adição de glicose como fonte de carbono e de cloreto de amônio como fonte de 
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nitrogênio para verificar e efeito desses sobre a produção de ácidos orgânicos e as 

características do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). Foi verificado que a 

adição de nitrogênio promoveu o aumento da concentração de ácidos orgânicos nas águas de 

fermentação, especialmente os de cadeia mais longa, como o propiônico. A adição de cloreto 

de amônio 0,1% (p/v) no meio fermentativo propiciou um incremento em torno de 50%, na 

produção de ácidos orgânicos na água de fermentação sem alterar a característica de expansão 

do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). 

 Mestres e Rouau (1997), ao analisarem amostras produzidas na Colômbia, 

encontraram aproximadamente 0,6 g de ácido láctico por 100 g de amido. Escobar e Molinari 

(1990) detectaram ácidos láctico, acético e butírico e encontraram uma correlação positiva 

entre o teor de ácido, a expansão e capacidade de ligação de água. A correlação positiva é que 

o teor de ácido orgânico produzido durante a fermentação, contribuirá na maior capacidade de 

expansão e de ligação de água dentro do grânulo de amido. Quanto maior a hidratação, 

melhor a capacidade de expansão. 

 

2.11 RELAXAÇÃO MOLECULAR 

 

A relaxometria é uma técnica para a caracterização dos domínios da cadeia polimérica 

(KIMMICH et al., 2005). A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é capaz de analisar 

amostras empregando equipamentos de alta e baixa resolução, avaliando as amostras em seus 

estados físicos e a análise de diferentes núcleos, possibilita ainda a utilização de um conjunto 

de técnicas não destrutivas que informam tanto sobre a estrutura química quanto a dinâmica 

molecular. 

A RMN é uma espectroscopia que analisa o comportamento do spin nuclear perante a 

ação de um campo magnético externo e forte que permite analisar diferentes núcleos de uma 

amostra, empregando uma sequência de pulsos específica. Equipamentos de baixa resolução 

em baixo campo vêm sendo utilizados, com êxito, para informar sobre a morfologia, a 

interface química e dinâmica do nanocompósito, assim como a interação entre os 

componentes do material, forma de dispersão, homogeneidade e tipo de reação química 

(TAVARES & SILVA, 2011; SCHLEMMER et al., 2010). 

De acordo com essas características da RMN, as análises do núcleo de hidrogênio são 

fundamentais para o estudo de diferentes sistemas por meio da análise da dinâmica molecular 

(MAUNU, 2002; ABBASI et al., 2011). As modificações que ocorrem no grânulo de amido 

podem ser verificadas por RMN, já que os métodos de relaxamento são sensíveis às mudanças 
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naturais que ocorrem no interior dos grânulos (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 gelatinização (CHATAKANONDA et al., 2003).  
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3 JUSTIFICATIVA  

 

Atualmente, um grande número de indivíduos, em muitas sociedades ocidentais, adota 

uma dieta livre de glúten, evitando trigo, centeio e cevada. Embora existam pelo menos 

três condições clínicas reconhecidas e relacionadas com o glúten - doença celíaca, alergia 

ao trigo e sensibilidade ao glúten (mas não-celíacos) - a maioria das pessoas que adotaram 

uma dieta livre de glúten, não tem aconselhamento clínico para tal escolha.  

O mercado de produtos sem glúten tem crescido rapidamente, abrindo oportunidades 

para o desenvolvimento de novas tecnologias que utilizam ingredientes sem glúten como 

alternativa para a fabricação de produtos de panificação. O polvilho fermentado e seco ao 

sol (polvilho azedo) pode ser usado como um adjuvante para a fabricação de pão, ou como 

o principal ingrediente para pães sem glúten.  

Polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) é o produto resultante de 

fermentação seguida de secagem ao sol e tem sido utilizado para a produção de tipos 

especiais de pães e biscoitos sem glúten, que estão se tornando muito populares em alguns 

países da América do Sul.  

A fermentação natural de mandioca é um processo comumente realizado em pequenas 

fábricas (fecularias) no interior do país e é predominantemente realizada por bactérias 

ácido-láticas e leveduras. A fermentação é realizada por um período de cerca de 30-40 

dias e o produto obtido é seco ao sol durante um período, que dependendo da estação do 

ano e das condições climáticas, gera produtos sem uniformidade e homogeneidade. 

A mandioca é fonte de alimentos e calorias da dieta para grandes populações de países 

tropicais da Ásia, África e América Latina. No Brasil, a produção de mandioca está em 

progressão e estima-se que nos próximos 30 anos, a produção atinja 106 milhões de 

toneladas.   

O amido de mandioca tem diversas aplicações na indústria, como em alimentos, papel, 

e adesivos; no entanto, uma pequena porção de amido é utilizada em seu estado nativo, a 

maior parte é modificada por agentes químicos ou físicos.  

É comum ocorrer variações 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 não há parâmetros de controle aplicados ao processo. Tendo em vista a necessidade de 

padronização e melhoria do processo de fabricação brasileira, o conhecimento e 

caracterização do produto ao longo do processo de fabricação poderá ser útil, para o 
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planejamento e obtenção de produtos de melhor qualidade tecnológica para atender ao 

desenvolvimento de novos produtos à 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 responsáveis pela sua 

fabricação e avaliando as características físico-químicas visando aplicações tecnológicas do 

polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) obtido e modificações durante o processo 

de produção, tendo em vista a necessidade de padronização e melhoria do processo de 

fabricação brasileira, pois o conhecimento e caracterização do processo de fabricação e do 

produto final podem servir de base para o planejamento e obtenção de produtos controlados, 

superiores aos produzidos atualmente.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Identificar as bactérias e leveduras da microbiota da fermentação natural do polvilho 

doce por técnicas moleculares baseadas em PCR, como RAPD-PCR e ITS-PCR, e 

sequenciamento parcial do gene rrs e região ITS 

 Identificar 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 região ITS  

 Determinar as características físico-químicas das amostras de polvilho doce e polvilho 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) tais como acidez titulável, pH, umidade, 

identificação compostos voláteis e ácidos orgânicos produzidos pela fermentação e 

tempo de relaxação molecular, utilizando técnicas de titulação 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 determinação dos 

parâmetros temperatura de pasta, viscosidade máxima, viscosidade mínima a quente, 

quebra de viscosidade, viscosidade final, tendência à retrogradação e tempo para 

atingir a viscosidade máxima 

 Identificar pontos de melhoria do processo de produção que poderiam ser controlados 

de modo a padronizar a produção do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 
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azedo), garantindo as únicas e específicas propriedades tecnológicas que somente o 

produto final obtido da mandioca é capaz de apresentar. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 POLVILHO FERMENTADO E SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)  

 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivada no estado do Paraná, localizado na 

região sul do Brasil, foi utilizada em uma polvilharia de pequena escala, localizada na cidade 

de Vitória da Conquista – BA, no Nordeste brasileiro para a obtenção 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 água de lavagem ficasse com uma 

coloração transparente. O extrato úmido 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 água com cerca de 20 cm 

e permitiu a fermentação natural por 30 dias à temperatura ambiente (cerca de 18 °C no 

inverno). Após este período 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 fermentação (t=1) e após trinta dias de fermentação (t=30) dias de 

fermentação juntamente com o produto final, o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 

azedo), para análises posteriores. 

 

5.2 CONTAGEM DOS MICRORGANISMOS 

 

A contagem da microbiota foi realizada no início da fermentação (t=1), após 30 dias 

de fermentação (t=30) e no produto final, polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). 

Para a contagem e identificação das bactérias ácido-láticas, placas com os meios ágar M17 

(HIMEDIA, Mumbai, Índia) foram incubadas a 30 ºC por 48 h, ágar lactobacilli MRS 

(Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) a 37 ºC por 4 dias sob jarras de 

anaerobiose Gaspak (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) e ágar base 

azida sangue (Becton, Dickinson and Company, Le Pont de Claix, France) a 37 ºC por 4 dias.  

Para a contagem e isolamento das leveduras, o ágar extrato de malte (HIMEDIA, Mumbai, 

Índia) e YPD 2% (2% de peptona, 1% de extrato de levedo e 2% de glicose) foram utilizados, 

incubados a 25 º C por 7 dias. As colônias com morfologias distintas foram selecionadas 

aleatoriamente e as culturas foram estocadas no caldo correspondente do isolamento descrito 

acima contendo 20% de glicerol, até análise subsequente.  
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5.3 IDENTIFICAÇÃO 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 

amplificação 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 restrição ApaI, XhoI 

(Promega, Madison, USA) e DdeI (Fermentas, São Paulo, Brasil). Foi utilizada 1U das 

enzimas ApaI, XhoI e DdeI, 2 µL do tampão de cada enzima, 500 ng de produto amplificado 

em um volume final de 20 µL. A mistura foi incubada a 37 °C por 1 h e depois paralisada a 

65 °C por 20 min. O perfil dos fragmentos da digestão foi determinado por eletroforese em 

gel de agarose 1,2 % e a eletroforese foi efetuada em tampão TAE 1X durante 70 min a 100V 

e 200 mA. Os géis foram corados com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) diluído 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 amplificação seguida de digestão 

do DNA ribossomal foram selecionados para o sequenciamento.  

Moldes de DNA de levedura foram analisados por RAPD-PCR, utilizando o primer 

EI1 (5’-CTG GCT TGG TGT ATG -3’) (BARROS LOPES, 1996), para verificar diferenças 

entre as amostras. Foi realizada uma reação com volume final de 20 µL, contendo 4 µL de 

tampão (10X PCR), 50 mM MgCl2 , 10 mM de  cada DNTP, 10 pmol  do oligonucleotideo: 

EI1 (5’-CTG GCT TGG TGT ATG -3’), 100 ng de DNA da amostra e 1,5 U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen™, Grand Island, EUA). As condições da reação foram: 92C 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 extensão de 72 C por 10 min e resfriamento a 4C.  

O perfil de bandas foi observado em gel de eletroforese a 1%, posteriormente corado 

com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) diluído 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 amplificação foi dada em uma reação com volume 

final de 50 µL, contendo 10 µL de tampão (10X PCR), 50 mM MgCl2 , 10 mM de  cada 

DNTP, 20 pmol  de cada oligonucleotideo: ITS1 (5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e 

ITS4 (5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´), 100 ng de DNA da amostra e 1,5 U de Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen). As condições da reação foram: 95C 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 extensão de 

72 C por 5 min e resfriamento a 4C.  

O perfil de bandas foi observado em gel de eletroforese 2%, posteriormente corado 

com GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA) diluído 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 análise do sequenciamento do gene rrs e sua região ITS 

foi realizado com um sequenciador 3130 (Applied Biosystems Inc., Tokyo, Japan) e, 

posteriormente, usado para identificação em nível de espécie das bactérias e fungos, 

respectivamente. As identidades das sequências foram determinadas utilizando o algoritmo 

BLASTN na base de dados GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA DOS POLVILHOS 

 

5.4.1 Avaliação 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 número 66470 da International Organization for Standardization (ISO, 

1987). A absorbância foi medida num espectrofotômetro de DU-730 (Beckman Coulter, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Fullerton, EUA) a 620 nm. A porcentagem do teor de amilopectina foi estimada por diferença 

(teor percentual de amilopectina = 100 - teor percentual de amilose aparente). 

 

5.4.3 Determinação de acidez total titulável e pH  

 

A acidez total titulável e pH foram determinadas de acordo com os métodos 016/IV e 

017/IV, respectivamente, do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), utilizando um potenciômetro 

calibrado. 

 

5.4.4 Determinação do teor de ácidos orgânicos 

 

O teor de ácidos orgânicos dos polvilhos foi determinado como descrito por Leite et 

al. (2013). Sucintamente, 25 mL de H2SO4 (45 mmol.L
-1

) foram adicionados a 5 g de polvilho 

e homogeneizados por 1 h em um agitador rotatório a 250 rpm. O sobrenadante resultante a 

partir da centrifugação a 6000x g foi filtrado através de filtros de 0,45 µm (Millipore Corp, 

Billerica, USA). As amostras filtradas foram injetadas (50 µL) em um sistema de HPLC 

(Shimadzu Corp, Tokyo, Japan) equipado com uma coluna de fermentação 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 I.D; Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, USA). A fase móvel 

(isocrática) foi de H2SO4 3 mM em um fluxo de 0,7 mL.min
-1

 a 65 °C. Os ácidos orgânicos 

(lático, acético, cítrico, succínico, butírico e propiônico) foram quantificados usando um 

detector de arranjo de diodos modelo SPD-M20A (Shimadzu Corp, Tokyo, Japan) 

monitorados com absorbância a 210 nm. Os cromatogramas a partir do HPLC e a 

quantificação dos compostos foram obtidos utilizando LC Solution software (Shimadzu 

Corp., Tokyo, Japan). As curvas padrão, baseadas nas áreas de pico, foram calculadas para a 

concentração individual dos ácidos orgânicos (Supelco Analytical, Sigma, St Louis, MO, 

USA) determinados, que cobrem uma ampla gama de concentrações, por comparação com 

soluções padrão. Padrões (Supleco Analytical, Sigma, St Louis, MO, USA) foram preparados 

em água deionizada filtrada através de filtros de 0,45 µm (Millipore Corp.). As análises foram 

realizadas em triplicata. 

5.4.5 Determinação de compostos voláteis  

 

Os compostos voláteis presentes no headspace das amostras foram extraídos 

utilizando a técnica de micro-extração em fase sólida (SPME) por 30 min a temperatura 
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ambiente, utilizando a fibra trifásica 50/30 µm DVB/CAR/PDMS. A análise foi realizada em 

um cromatógrafo gasoso Agilent GC 6890 acoplado ao detector de espectrômetro 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 gás transportador a uma taxa de 

vazão 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 ionização eletrônica (70 eV) 210 de 3,15 scan/s com uma gama de 30 a 550 u. A linha de 

transferência foi mantida a 250 °C, a fonte de íon 211 a 230 °C e um analisador a 150 °C.  Os 

compostos foram identificados de acordo com a biblioteca do espectrômetro de massas Wiley 

(Enchanced Data Analysis- CG-EM Data Analysis, New York, USA). 

 

5.4.6 Determinação do tempo de relaxação spin-rede  

 

  As análises foram realizadas utilizando um espectrofotômetro de RMN de baixo 

campo magnético (RMN-BC) Maran Ultra-23 (Oxford Instruments, Tokyo, Japan), operando 

à frequência de 23,4 MHz (para o núcleo de hidrogênio) e equipado com uma sonda de 18 

mm, com variação de temperatura. O tempo de relaxação spin-rede do hidrogênio foi 

determinado diretamente pela sequência tradicional de pulsos inversão-recuperação (intervalo 

de reciclo 180 º - τ – 90 º- aquisição). O pulso de 90 º, 4,6 µs, foi calibrado automaticamente 

pelo software do equipamento. A amplitude do FID foi coletado por vinte τ 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 relaxação (análise em triplicata) e as intensidades relativas foram obtidos 

pelo fitting dos dados exponenciais com ajuda do software WinFit (Versão 2.4.0.0).  

 

5.5 APLICAÇÕES TECNOLÓGICAS 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 

viscosímetro Rapid Visco Analyser 4500 (Perten Instruments, Hägersten, 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 água destilada (volume 

corrigido considerando 14% de teor de umidade no polvilho) e os parâmetros avaliados foram 
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temperatura de pasta, viscosidade máxima, tempo para viscosidade máxima, quebra de 

viscosidade, viscosidade mínima, viscosidade final a 50ºC e tendência à retrogradação. As 

análises foram realizadas em triplicata e os valores médios e desvios padrão foram calculados. 

 

5.5.2 Índice de absorção de água (IAA) e índice de solubilidade em água (ISA) 

 

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

proposta por Anderson et al. (1969).  

 

5.5.3 Poder de expansão 

 

O poder de expansão foi determinado como descrito por Demiate et al. (2000) com 

modificações. A homogeneização manual de 24 g de polvilho foi realizada em 20 g de água 

em ebulição. Quatro porções de 7 g desta massa foram colocadas em recipientes de alumínio 

(3,7 cm de diâmetro 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 medições foram realizadas em quadruplicata e a expansão foi 

determinada através do volume específico avaliado pelo método de deslocamento relação de 

sementes de painço e expresso em mL. g
–1 

(FAUBION & HOSENEY, 1982). Os volumes 

específicos das amostras foram utilizados para classificar o polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) como pequeno (< 5,0 mL.g
-1

), médio (5,0 ≤ x ≤ 10,0 mL.g
-1

) e grande (>10,0 

mL.g
-1

) (DEMIATE et al., 2000).  

 

5.6 Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como médias ± SD e os valores significativos foram 

analisados pelo software GraphPad Prism v. 5 (San Diego, CA, EUA). As diferenças entre as 

médias foram comparadas por análise de variância (ANOVA) com o post test de Bonferroni. 

O nível de significância estatística de 99,9 % (p <0,001) foi considerado em todas as análises. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 

6.1.1 Contagem de bactérias ácido-láticas e leveduras nos polvilhos ao longo da 

produção de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 

 

No tempo inicial (t=1) e final da fermentação (t=30), a contagem de Lactobacillus sp. 

em ágar MRS apresentou valores médios em torno de 8,0 unidades logarítmicas de UFC/g, 

enquanto que após secagem ao sol para obtenção do polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo), houve uma redução de 1,2 unidades (Tabela 3). Estudos anteriores 

demonstraram que o gênero Lactobacillus sp. é prevalente entre os outros gêneros 

pertencentes às bactérias ácido- láticas, sendo encontrado em todo o processo de fabrico do 

polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (AMPE et al., 2001).  

Em relação à contagem para Streptococcus sp., realizado em ágar azida, os valores 

encontrados para o polvilho doce no início e fim da fermentação 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 logarítimicas de UFC/g (Tabela 3). Por outro lado, não foi possível detectar a 

presença de Lactococcus sp. no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), uma vez 

que provavelmente o número de microrganismos estava abaixo do limite de detecção da 

técnica (10
2
 UFC/g). 

Na contagem de leveduras, para ambos os meios utilizados, no momento inicial (t=1) 

o polvilho doce apresentou um maior número de células do que ao final da fermentação 

(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 

logarítimicas de UFC/g (Tabela 3). A presença de espécies de leveduras, predominantemente 

nas fases avançadas do processo, sugeriu uma maior tolerância destes microrganismos ao 

ácido (HALM et al., 2004), o que pode ser considerada uma vantagem tecnológica. 
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Tabela 3: Contagem de bactérias ácido-láticas e leveduras (Log10 UFC/g) durante o processamento do polvilho 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) em diferentes meios de cultivo. 

Amostras (tempo de 

fermentação) 

Bactérias (Log UFC/g)* 
Leveduras (Log 

UFC/g)* 

M17 MRS 
Azida 

 sangue 
YPD 2% 

Extrato de 

malte 

Polvilho doce (t=1) 

(primeiro dia) 
7,6 ± 0,02

b
 8,0 ± 0,03

a
 7,7 ± 0,04

a
 7,9 ± 0,02

a
 7,8 ± 0,01

a
 

Polvilho com 30 dias de 

fermentação 

(t=30)  

8,0 ± 0,02
a
 8,2 ± 0

a
 7,8 ±0,04

a
 6,0 ± 0,02

c
 6,2 ± 0,02

b
 

Polvilho fermentado e seco 

ao sol (polvilho azedo) 
< 2

c
 6,8 ± 0,02

b
 6,3 ±0,04

b
 7,5 ± 0,01

b
 7,6 ± 0,06

a
 

*Os valores estão expressos como Média ± Desvio Padrão.   

(a-c) Letras minúsculas comparam médias, na mesma coluna, entre os diferentes tempos para o 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 são consideradas como os microrganismos mais envolvidos na 

fermentação de mandioca, depois das BAL. Lacerda et al. (2005) estudaram a microbiota 

durante a produção de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), coletado em duas 

fábricas no estado de Minas Gerais, e verificaram que a fermentação espontânea envolve 

espécies de bactérias ácido láticas em maior número e leveduras em números relativamente 

baixos, sendo resultados diferentes aos apresentados neste estudo, que mostraram maior 

número de leveduras em relação às de bactérias ácido-láticas no polvilho fermentado e seco 

ao sol (polvilho azedo).  

 

6.1.2 Identificação molecular de bactérias e leveduras isoladas 

 

Para identificar as bactérias (Tabela 4) presentes nos diferentes meios de cultura 

(MRS, M17 e azida sangue), colônias com morfologias distintas foram selecionadas 

aleatoriamente ao longo do processo de obtenção do polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo). A partir dos referidos meios, foram isoladas 131 colônias de bactérias, as 

quais foram em seguida caracterizadas por ARDRA (análise de restrição 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.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
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Tabela 4. Identificação das bactérias no início da fermentação (t=1), último dia de fermentação (t=30) e produto 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) por sequenciamento do gene rrs 

Amostra Identificação por 

sequenciamento do gene 

rrs 

Número de 

bactérias com o 

mesmo perfil de 

restrição 

Porcentagem 

em relação ao 

total de 

isolados  

Polvilho doce (t=1)  

(primeiro dia) 

Lactobacillus sp. 5 3,8 

 Lactobacillus plantarum 16 12,2 

 Leuconostoc citreum 2 1,5 

 Lactococcus sp. 5 3,8 

 Enterococcus sp. 1 0,8 

Polvilho com 30 dias de 

fermentação (t=30) 

Lactobacillus sp.  31 23,7 

 Lactobacillus plantarum 3 2,3 

 Leuconostoc citreum 2 1,5 

 Lactococcus sp. 11 8,4 

 Enterococcus sp. 19 14,5 

 Bacillus sp. 14 10,7 

Polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) 

Lactobacillus sp.  19 14,5 

 Leuconostoc citreum 3 2,3 

TOTAL  131 100 

 

 

 

Figura 5. Exemplo de gel para análise de perfis de restrição dos fragmentos do gene rrs de bactérias ácido-

láticas isoladas no último dia de fermentação (t=30), em meio de cultivo azida sangue. M= marcador de peso 

molecular DNA de fago lambda digerido com HindIII. DNA amplificado e digerido com a enzima DdeI 

(Fermentas, São Paulo, Brasil). 

 

Os resultados apresentados estão de acordo com os encontrados por outros autores em 

relação à comunidade bacteriana responsável pela fermentação tradicional de amido de 

mandioca para a produção de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). As BAL 

contribuem para o desenvolvimento de propriedades características do amido, tais como 

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

M 

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 Conceição dos Ouros (MG). L. plantarum e outras bactérias lácticas têm sido 

relatadas como os microrganismos predominantes na fermentação natural do polvilho e são 

responsáveis pela acidificação do produto nos tanques durante o processo fermentativo e 

produzem os ácidos orgânicos e compostos aromáticos (BEN OMAR et al., 2000; AMPE et 

al., 2001). Outro grupo de BAL, o gênero Leuconostoc sp., tem sido identificado desde o 

início do processo de fermentação (t=1) e são geralmente isolados a partir de vegetais 

fermentados, incluindo espécies capazes de produzir exopolissacarídeos (EPS). Este grupo 

tem muitas aplicações nas indústrias de alimentos e farmacêutica (KHUE & NGOC, 2013).  

Estirpes de Leuconostoc sp. crescem de forma associativa com estirpes de Lactococcus 

sp. e podem conferir o 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 

relação sinérgica funcional (KHUE & NGOC, 2013). 

As bactérias pertencentes ao gênero Bacillus sp., foram encontradas apenas em 

amostras coletadas no final do processo de fermentação (t=30). De acordo com a European 

Food Safety Authority (EFSA, 2014) e Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 

2013), a presença do gênero Bacillus sp., com bactérias Gram-positivas, caracterizado pela 

capacidade de formação de esporos e normalmente presentes no solo, pode ser um indicador 

de contaminação da fermentação, devido a condições de higiene inadequadas no processo de 

produção, o que reforça a necessidade de incluir os conceitos de boas práticas de fabricação 

(JIMENÉZ et al., 2013).  

Em relação às leveduras (Tabela 5), um total de 157 colônias de leveduras foram 

selecionadas aleatoriamente dos meios seletivos utilizados para contagem. Após análise por 

RAPD-PCR (Figura 6), um total de 19 (12,1 %) perfis representativos foram obtidos, 

selecionados e identificados pela análise da sequência da região espaçadora interna transcrita 

do DNA ribossômico (ITS do rDNA). Após o sequenciamento dos perfis representativos, as 

sequências 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 fermentação e no polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 

azedo). 
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Tabela 5. Identificação das leveduras no início da fermentação (t=1), último dia de fermentação (t=30) e 

produto fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) por sequenciamento da região espaçadora interna transcrita do 

DNA ribossômico (ITS do rDNA) 
Amostra Identificação por 

sequenciamento da região 

ITS do rDNA 

Número de 

leveduras com 

mesmo perfil de 

restrição 

Porcentagem 

em relação ao 

total de 

isolados 

Polvilho doce (t=1)  Pichia kudriavzevii  52 33.1 

 Issatchenkia orientalis 5 3.2 

Polvilho com 30 dias de 

fermentação (t=30) 

Geotrichum sp. 20 12.7 

 Geotrichum candidum 17 10.8 

 Clavispora lusitaniae 10 6.4 

 Rhodotorula mucilaginosa 3 1.9 

Polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) 

Cryptococcus albidus 13 8.3 

 Candida akabanensis  13 8.3 

 Candida pararugosa  10 6.4 

 Candida rugosa 7 4.5 

 Neurospora crassa  3 1.9 

 Neurosporo intermedia  3 1.9 

 Rhodotorula mucilaginosa  1 0,6 

TOTAL  157 100 

 

 

 

Figura 6. Exemplo de gel para análise dos perfis de amplificação de diferentes espécies de leveduras, no último 

dia de fermentação (t=30), cultivados em meio YPD 2%. M = marcador de peso molecular lambda digerido com 

HindIII. DNA amplificado com o primer EI-1. 

 

M 

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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Vários estudos mostraram a presença do gênero Candida sp. na fermentação de 

mandioca para produção de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), tais como C. 

rugosa, C. humilis, C. ethanolica, além dos gêneros 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 fermentação da mandioca, podem ser responsáveis pela produção de 

compostos aromáticos, tais como os terpenóides, que juntamente com os ácidos orgânicos, 

dão as características 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 

amilolítica, representando uma vantagem na produção do polvilho fermentado e seco ao sol, 

uma vez que podem hidrolisar parcialmente o amido bruto (RODRIGUEZ-SANOJA et al., 

2000) para fornecer açúcares tais como glicose ou maltose, que podem ser usados como fonte 

de energia por outros microrganismos, assim como a produção de enzimas, tais como a 

linamarase e poligalacturonase, aldeídos e ésteres que  conferem um aroma agradável ao 

produto final (OYEWOLE, 2001). 

A proliferação de leveduras em alimentos é favorecida pelo ambiente ácido criado 

pelas BAL. Simultaneamente, o crescimento das bactérias é estimulado pela presença de 

leveduras, as quais fornecem fatores de crescimento, tais como, vitaminas e compostos 

nitrogenados. A associação de BAL e leveduras, durante a fermentação, tem um impacto 

significante em parâmetros de qualidade dos alimentos como textura, odor e valores 

nutricionais (BOONNOP et al., 2009).  

  

6.2 CARACTERIZAÇÃO E COMPARAÇÃO DOS PARÂMETROS FÍSICO-QUÍMICOS 

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) não 

devem apresentar diferença significativa quanto ao teor de umidade. O valor preconizado pela 

legislação brasileira, para ambos é de no máximo 18 % p/p, justificados para que haja uma 

boa conservação dos produtos (BRASIL, 2005). A determinação de umidade é uma das 

medidas mais importantes e utilizadas na análise de alimentos por estar relacionada à 

estabilidade, qualidade e composição do produto final (PARK & ANTONIO, 2006).  

 As diferenças no teor de umidade resultam do tempo de exposição do polvilho durante 

a etapa de secagem, das condições climáticas existentes no momento da secagem e do tipo de 

revestimento utilizado para a exposição dos polvilhos (DINIZ, 2006). Embora o tempo de 

secagem tenha se estendido por 12 h, a umidade relativa do ar na região é de 60 – 90%, o que 

pode ter prejudicado a secagem do produto final. 

Apesar da diferença no teor de umidade dos produtos, os valores de umidade 

apresentados demonstraram condições propícias à conservação, pois ambos se enquadraram 

dentro limite preconizado pela legislação brasileira (BRASIL, 2005), semelhante a outros 

produtos comerciais disponíveis no mercado brasileiro. Um teor de umidade inferior ao que 

foi encontrado seria desejável para aumentar a vida de prateleira do produto final, já que o 

processo de secagem do polvilho sob o sol não conseguiu ser completado dentro de 12 h. 

 Em um estudo realizado com 24 amostras de polvilhos doce coletados nos estados da 

região sul do país, a umidade média das amostras analisadas foi de 12,3 % (DEMIATE et al., 

2003). Já 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 Paraná 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 laboratório 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 

condições controladas, o teor de umidade obtido é ainda mais baixo, favorecendo a 

estabilidade e qualidade do produto final. Já 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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Não foi verificada diferença significativa (p <0,001) entre as amostras de polvilho 

doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) com relação ao teor de amilose e 

amilopectina (Tabela 6). O teor de amilose é um importante parâmetro para estudar as 

mudanças que ocorrem nas propriedades de pasta do amido, as quais podem afetar suas 

aplicações industriais (ASCHERI et al., 2012). As propriedades de pasta e térmicas do amido 

são negativamente regulamentadas pelo teor de amilose produzido em vegetais amiláceos 

(LUO et al., 2015).  

Existe uma expressiva diferença entre os valores de amilose quando se comparam os 

resultados com outros estudos.  Estas diferenças podem ser atribuídas ao emprego de amidos 

provenientes de outras fontes, bem como diferentes métodos utilizados nas análises de 

amilose. Um estudo mais cuidadoso e aprofundado demonstrou que o teor de amilose pode 

variar com as condições 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
a 

79,6 ± 0,4
 a
 

Polvilho azedo (fermentado e seco ao sol) 19,9 ± 0,3
 a
 80,1 ± 0,3

 a
 

Médias e desvio padrão de análises realizadas em triplicata 

Letras iguais em uma mesma coluna não apresentam diferença 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 características dos grânulos refletem as propriedades dos amidos. A pasta de amido 

de tubérculos e raízes apresenta géis mais fracos e pouco consistentes, porém são de alta 

viscosidade, translúcidos, longos, coesivos, fibrosos (FRANCO et al., 2001) e de baixa 

tendência para retrogradar pelo seu baixo conteúdo 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 redução de regiões amorfas no 

seus grânulos, e por isto tendem a ter maior pico de viscosidade. 

Existe uma correlação positiva entre a retrogradação de pastas de amido de mandioca e 

amilose. Rodríguez-Sandoval et al., (2008) discutiram que este fenômeno é causado pela 

agregação de amilose, depois do esfriamento das pastas, que atua como um núcleo durante o 

rearranjo de amilopectina. A amilose tende a se associar novamente, através de ligações de 

hidrogênio, com outras moléculas de amilose adjacente formando uma estrutura cristalina de 

dupla hélice quando a solução esfria e permanece intacta durante um longo período de tempo 

(DENARDIN & SILVA, 2009). 

No entanto, Denardin e Silva (2009) relataram que retrogradação é um fenômeno 

complexo e varia de acordo com vários fatores tais como a temperatura, o pH, a fonte de 

amido e presença de outros componentes como lipídios, eletrólitos e açúcares. Alguns estudos 

têm mostrado que, na gelatinização, algumas populações de cadeias de amilopectina podem 

promover ou inibir a retrogradação da amilopectina devido à maior ou menor formação de 

duplas hélices durante retrogradação (VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004), no entanto, a 

influência exata da retrogradação da amilose ainda é desconhecida. 

 

6.2.3 Determinação de acidez total titulável e pH dos polvilhos durante a produção de 

polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 

 

Foi verificado um aumento na acidez total titulável, de 2,14 ± 0,012 mL de NaOH 

/100g  para 3,24 ± 0,24 mL de NaOH/100g e uma redução 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 titulável de 5,25 ± 

0,01 mL de NaOH /100g e pH de 3,63  0,015.  

Segundo a legislação vigente, a fécula deve ficar no tanque de fermentação até que o 

produto atinja acidez aproximada de 5 mL de NaOH/100g (BRASIL, 2005). No entanto, na 

maioria das polvilharias do Brasil, a duração do processo de fermentação não é controlada 

pela acidez titulável como um parâmetro para a retirada dos produtos dos tanques e 

interrupção da fermentação, sendo apenas observado o período de 30 dias. Na polvilharia 

avaliada no presente estudo, não houve controle do ponto final do processo de fermentação, 

nem com o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), mesmo apresentando uma 

acidez titulável maior que a recomendada pela legislação (BRASIL, 2005).  
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Tabela 7. Acidez total titulável ao longo do processo de fermentação polvilho doce (t=1), polvilho após 30 dias 

de fermentação (t=30), e no produto final (fermentado e seco ao sol) e respectivos desvios padrão (DP)  

Tempo de Fermentação (dias) Acidez total titulável  DP  pH  DP 

Polvilho doce (t=1) 2,14 0,012ª 4,87  0,047ª 

Polvilho com 30 dias de fermentação (t=30) 3,24  0,24
b
 3,25  0,031

b
 

Polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 5,25 0,012
c
 3,63  0,015

c
 

Médias e desvio padrão de análises 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 período em dias, para 

que a fermentação se complete. Alguns autores fixaram um período de 20 dias, enquanto que 

outros determinam este período, a partir do aparecimento de bolhas na água sobrenadante, 

decorrente da produção de CO2 (MARCON et al., 2009).  

Na polvilharia avaliada, o momento final da fermentação foi determinado pelo período 

em dias, dependendo da época do ano. No verão, a fermentação era concluída em torno de 20 

dias e no inverno 30 dias. Esta forma de avaliação pode não garantir a concentração desejada 

dos ácidos orgânicos, compostos voláteis e propriedade de expansão, para o desenvolvimento 

de um produto final de qualidade, com aroma e sabor típicos. Portanto, o controle da acidez, 

até atingir 5,0 mL de NaOH/100g, é importante para obtenção do polvilho fermentado e seco 

ao sol (polvilho azedo) com características tecnológicas 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 Tanzânia, feito a partir de milho e sorgo, 

usaram BAL e leveduras como culturas puras e também em associação. 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 fermentação, mas o pH foi pouco reduzido 

e pequeno aumento da acidez do meio após 24 h. Em associação 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 produção de etanol pelas mesmas, ou ainda a presença de outras 

bactérias, além das BAL, o que poderiam ter contribuído com o aumento da acidez e a 

redução no valor do pH das amostras ao final da fermentação. A presença do etanol pode ser 

resultado da fermentação de açúcares a partir de substrato fermentescível e as leveduras são 

os microrganismos predominantes deste tipo de fermentação (alcoólica) (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 fermentação para 
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fabricação do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), o presente trabalho pode 

sugerir a hipótese de ter ocorrido outro tipo de fermentação, além da lática, já que houve 

redução da contagem das BAL e aumento das leveduras.  

 

6.2.4 Caracterização dos ácidos orgânicos em polvilhos doce e fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) 

 

Entre os ácidos orgânicos analisados, apenas os ácidos acético, lático e succínico 

foram produzidos durante a fermentação e após a secagem do produto fermentado ao sol. 

Todos eles foram detectados por HPLC (Figura 7), com exceção do ácido acético, o qual foi 

avaliado por HS-SPMS / CG-qMS. As concentrações de ácido lático encontradas nas 

amostras de polvilho doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), foram de 0,15 

g.L
-1 

e 0,96 g.L
-1

, respectivamente. Na amostra de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho 

azedo) também foi observada a presença de ácido succínico na concentração de 0,084 g.L
-1

. O 

ácido lático e succínico foram detectados por HPLC. O ácido acético compreendeu 

aproximadamente 51,2% dos compostos voláteis no headspace do polvilho fermentado e seco 

ao sol (polvilho azedo) (Tabela 8 e Figura 8B).  

 

Figura 7. Cromatograma dos padrões de ácidos orgânicos obtido por HPLC. Picos: 1 = ácido cítrico, 2 = ácido 

succínico, 3 = ácido láctico, 4 = ácido acético, 5 = ácido propiónico e 6 = ácido butírico. 
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A acidez titulável do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) não poderia 

ser devida a grupos carboxil resultantes de ácidos residuais devido à degradação de amilose e 

amilopectina (SILVA et al., 2006), uma vez que os ácidos orgânicos de elevado peso 

molecular não foram detectados, nem os de cadeia curta e ácidos graxos de cadeia longa por 

HS-SPME / CG-qMS. 

Em estudos anteriores, o aumento na acidez total foi atribuído à produção de ácidos 

orgânicos, principalmente ácido láctico e quantidades substanciais de ácidos acético e butírico 

(ADEGUNWA et al., 2011); o polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) pode ter 

traços de ácido propiônico, sem a presença de ácido butírico ou propiônico (AQUINO et al., 

2013). 

Em regiões com temperaturas médias em torno de 18 °C, a fermentação é lenta, com o 

predomínio da microbiota lática, principalmente L. plantarum, enquanto que nas regiões 

quentes, com temperaturas em torno de 35 °C, a fermentação é mais rápida e a microbiota 

butírica é predominante, principalmente C. butyricum (LACERDA et al., 2005). 

Analisados em conjunto, os dados relativos ao pH, acidez titulável, conteúdo de ácido 

acético, láctico e teor de ácido succínico e baixa temperatura ambiente indica que a 

fermentação foi interrompida antes da conclusão da fabricação do polvilho fermentado e seco 

ao sol (polvilho azedo). Além disso, C. butyricum não foi encontrado entre os microrganismos 

da microbiota natural. 

O ácido succínico é um ácido dicarboxílico produzido como um intermediário do ciclo 

dos ácidos tricarboxílicos (TCA) ou como produto principal da fermentação anaeróbica por 

alguns microrganismos (LEE et al., 2000). Várias espécies de leveduras encontradas na 

microbiota do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) devem contribuir para a 

produção de ácido succínico durante o metabolismo oxidativo do amido (CHAVES-LOPEZ 

et al., 2014).  

 

 6.2.5 Caracterização dos compostos voláteis em polvilhos doce e azedo 

 

Um número superior de compostos voláteis 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 voláteis (Tabela 7). 

 Hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos e compostos terpenóides 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 ácido acético 

compreendendo 51,2% (Tabela 8) dos compostos voláteis, e parece proteger contra a 

contaminação da fermentação por microrganismos deterioradores. Foi observada uma redução 

da diversidade do perfil de terpenos e hidrocarbonetos aromáticos. 

Os terpenóides foram a principal classe representativa nos compostos voláteis em 

ambos os amidos (Tabela 8). Eles podem ser liberados pelas α-glicosidases de leveduras 

durante o processo de fermentação, o que contribui para o aroma do produto final (CALLEJA 

& FALQUÉ, 2005). O limoneno confere sabor e odor fresco, cítrico, agradável e penetrante; o 

composto β-damascenona garante um acentuado odor de frutas doces e floral; α-ionona, 

permite odor tropical e cheiro floral que estão presentes em quantidades consideráveis no 

produto final (COLBERT, 2014), contribuindo para sabores únicos,um aroma e sabor 

agradável de polvilho fermentado. 

Hidrocarbonetos aromáticos tiveram seus teores relativos diminuídos 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 benzaldeído foram removidos pela 

fermentação (Tabela 8). 

As bactérias ácido-láticas e leveduras presentes no processo de fermentação do 

polvilho são capazes de produzir compostos voláteis através do metabolismo primário e 

secundário (MVOCs). Além disso, a umidade e temperatura influenciam a emissão de 

MVOCs, e uma fase de crescimento prolongada devido a uma temperatura inferior pode 

influenciar a produção de certos compostos e estender o tempo de produção máxima 

(SUNESSON et al., 1997). Outros fatores ambientais tais como o pH do substrato, luz e 

níveis de CO2 ou O2, provavelmente, também pode influenciar o padrão MVOC. Além disso, 

já foi descrito que os compostos de aroma voláteis foram produzidos em amostras 

fermentadas por L. plantarum em co-cultura com Issatchenkia orientalis. Na indústria de 

alimentos, os ácidos orgânicos voláteis são 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-qEM via identificação por 

espectrometria de massas 

 

Composto 
Número do 

pico 

Polvilho doce (t=1) 

Area relativa (%) 

Polvilho fermentado e 

seco ao sol (polvilho 

azedo) 

Relative area (%) 

Ácidos Orgânicos Acido acético  1 - 51,2 

Hidrocarbonetos Alifáticos n-Nonano 

n-Decano  

n-Dodecano 

n-Tridecano 

n-Tetradecano 

n-Pentadecano 

Di- N-octil eter 

2,5-dimetil-nonano 

Octacosano 

8-metil-heptadecano 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

0,7 

3,5 

1,8 

0,1 

0,5 

0,3 

0,3 

0,6 

- 

0,8 

2,5 

9,3 

6,6 

- 

- 

- 

- 

2,0 

2,0 

- 

Cetona 2,6-di-terc-butilciclohexa -2,5-dieno -1,4 -diona 12 0,2 - 

Hidrocarbonetos aromáticos e aldeídos Tolueno 

m-Xileno 

1,3,5-Trimetilbenzeno   

1,2,3-Trimetilbenzeno 

1,2-Diclorobenzeno 

1-Metil-3-(1-metiletil)benzeno 

1-Metil-2-prop-1-en-2-ylbenzeno 

1-Etil-3-metilbenzeno  

1,2,4-Trimetilbenzeno   

1-Ethyl-2,3-dimetilbenzeno  

2-(4-Metilfenill)propan-2-ol  

Estireno 

Benzaldeído 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21  

22  

23 

24 

25 

 

1,5 

0,3 

1,5 

0,6 

0,3 

15,9 

2,2 

- 

- 

- 

0,7 

1,1 

0,9 

 

- 

- 

- 

1,4 

- 

- 

- 

2,1 

3,4 

0,7 

- 

- 

- 

Terpenos Sabineno 

2-β-Pineno 

β-Mirceno 

δ-Careno 

Llimoneno 

α-Terpinoleno 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

0,4 

1,0 

3,1 

0,2 

44,6 

1,1 

- 

- 

- 

- 

8,6 

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

α-Terpineol  

Dihydrocarvone 

Trans-2-caren-4-ol 

Carvotanacetone  

p-Mentha-1,8-dien-7-al 

Carvacrol 

Neril acetato  

Geranil acetato 

α-Bergamoteno 

β-Bisaboleno 

β-Damascenona 

Cariofileno 

α-Ionona 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

0,4 

0,7 

0,8 

1,3 

2,2 

0,3 

0,3 

1,0 

0,3 

1,2 

1,2 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

1,5 

6,6 

2,1 

Álcool 2-Etil-1-hexanol 46 5,1 - 

 

Aldeído Decanal 47 1,0 - 

TOTAL   100,0 100,0 
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Figura 8. Perfil cromatográfico obtido no headspace das amostras (a) polvilho doce (t=1) e (b) polvilho 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) através da análise por CG-qEM. 

 

Na indústria de alimentos, os ácidos orgânicos voláteis são utilizados como 

flavorizantes, conservantes e inibidores do crescimento microbiano. Podem ser úteis também 

como quelantes, reduzindo a oxidação de metais (REGINATTO et al., 2009). Os ésteres são 

geralmente encontrados em pequenas quantidades e muitas vezes difíceis de serem 

determinados e quantificados, apesar de extremamente potentes quanto à contribuição para o 

aroma e sabor (FERREIRA et al., 2002). 
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6.2.6 Avaliação da Relaxometria por RMN de 
1
H em polvilho doce e polvilho 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 

 

A relaxometria por RMN no estado sólido permitiu o monitoramento das mudanças no 

polvilho durante a fermentação e no processamento de secagem ao sol, onde o parâmetro de 

tempo de relaxamento longitudinal (T1H) forneceu informações sobre a dinâmica molecular 

do polvilho antes e após a fermentação (Figura 9). O parâmetro T1H mostrou uma grande 

variação nos tempos de relaxação 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 

relaxação spin-rede T1H (p <0,001) sugere que o produto fermentado e seco ao sol é mais 

propenso para expansão, uma vez que existe uma população de átomos de hidrogênio 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 domínios e a intensidade de pico que 

alteraram durante o processamento (Figura 9). 

As medidas de tempo de relaxação longitudinal (T1H) obtidas forneceram 

informações quanto à dinâmica molecular dos componentes dos polvilhos. O T1 mede o 

tempo de relaxação do componente da magnetização paralela ao campo magnético externo, 

sendo este tempo sensível a movimentos rápidos (BATHISTA, 2005). 
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Figura 9.  Curvas de distribuição de domínios para os polvilhos doce (t=1) e fermentado e seco ao sol (polvilho 

azedo) obtidas por RMN-BC. 

 

6.3 APLICAÇÕES TECNOLÓGICAS DO POLVILHO DOCE E POLVILHO 

FERMENTADO E SECO AO SOL (POLVILHO AZEDO)  

 

6.3.1 Propriedade de pasta  

 

O processo de fermentação alterou significativamente (p <0,001) o perfil de 

viscosidade do polvilho (Tabela 9). A curva de viscosidade representa o comportamento 

durante o aquecimento e permite avaliar as características da pasta formada, devido às 

modificações 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 à agitação 

(maior quebra de viscosidade) e menor tendência à retrogradação que o polvilho doce (Tabela 

8). Esta alteração 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). Modificações fotoquímicas e enzimáticas ocorrem durante a 

fabricação de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (MARCON et al., 2007). 

Moléculas de amido (amilose e amilopectina) nas regiões amorfas dos grânulos foram 

parcialmente despolimerizadas pelas enzimas amilolíticas e ácidos orgânicos produzidos por 

microrganismos do ambiente natural e por irradiação UV (principalmente a irradiação de 

UVB e UVC) durante a secagem ao sol (MARCON et al., 2007, VATANASUCHART et al., 

2005). Além da despolimerização, moléculas de amido presente como carbonil e grupos 

carboxilatos, indicam que a oxidação 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. Características tecnológicas (viscosidade) dos polvilhos doce (t=1) e fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) 

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

ao sol (polvilho azedo) 

RVA 

Temperatura de pasta (ºC) 68,6 ± 0,1
ns

 70,2± 0,1
ns

 

Viscosidade máxima (cP) 3399,7±37,5
a
 2597,3±29,1

b
 

Tempo de viscosidade máxima (min) 3,7 ± 0
ns

 3,7 ± 0
ns

 

Viscosidade mínima (cP) 1480± 44,6
a
 447,33±11

b
 

Quebra de viscosidade (cP) 1919,7± 59,9
b
 2150 ± 18,1

a
 

Viscosidade final a 50ºC (cP) 2070±21,65
a
 669,7±2,9

b
 

Tendência à retrogradação (cP) 590 ± 37,3
a
 222,3±8,7

b
 

ns= não significativo; Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferença significativa ao nível de p 

<0,001 pelo teste de Bonferroni  

 

A organização do grânulo, enfraquecida causada por despolimerização oxidativa 

durante a fermentação do polvilho, faz com que os grânulos de amido mostrem um pequeno 

inchaço e, portanto, apresentam menor pico de viscosidade. A organização dos grânulos mais 

enfraquecida também faz com que os grânulos de amido se desintegrem rapidamente, o 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 

tendência à retrogradação (PUTRI et al., 2012). 

 Na Figura 10 pode ser observada a diminuição da viscosidade máxima nas amostras 

de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) (2.597,3 ± 29,1), em relação ao 

polvilho doce (3.399,7 ± 37,5). Isto ocorre devido às alterações causadas pelos ácidos nos 

grânulos de amido durante a fermentação, resultando em grânulos 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 função do tempo (min). 

 

A viscosidade máxima é importante na avaliação de qualidade do polvilho, uma vez 

que a fluidez pode interferir nos equipamentos a serem utilizados e dimensionados numa linha 

de produção, até na formulação do produto a ser fabricado. Alguns estudos com análise de 

viscosidade cinemática em RVA apontam os valores de viscosidade máxima ao redor de 225 

RVU (2700 cp) para polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) e, próximos a 380 

RVU (4560 cp) para o polvilho doce (SANTISOPASRI et al., 2001).Os resultados 

encontrados no presente estudo estão abaixo dos encontrados na literatura possivelmente 

devido ao elevado teores de acidez obtido ao final do processamento. De fato, a viscosidade 

máxima do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) é mais baixa que a do polvilho 

doce, e durante toda a análise a pasta de polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) se 

mantêm menos viscosa, apresentando menor estabilidade à agitação e menor capacidade de 

retrogradação ou geleificação. A quebra de viscosidade, ou breakdown é resultado da 

diferença entre a viscosidade máxima a quente e a viscosidade mínima da pasta. Esta 

propriedade permite avaliar a estabilidade do amido em altas temperaturas, cujos grânulos se 

rompem sob agitação mecânica e está diretamente relacionada com a viscosidade máxima 

(DINIZ, 2006). 

A viscosidade final é uma característica que vai depender das modificações que 

ocorrem nas estruturas do grânulo de amido e das moléculas durante o processamento. A 

tendência à retrogradação mede a diferença entre a viscosidade final e o menor valor de 
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viscosidade após o pico. Esta propriedade permite avaliar o comportamento da pasta durante o 

resfriamento. 

A fécula de mandioca é muito utilizada para a produção dos amidos modificados 

(RIBEIRO & SERAVALLI, 2004). Segundo Whistler e Bemiller (1997), as indústrias 

recorrem à utilização desses amidos devido às suas características, como: modificar as 

características de cozimento, resistir à retrogradação, reduzir a tendência das pastas em 

formarem géis, aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e congelamento, aumentar 

a transparência das pastas ou géis, melhorar a textura das pastas ou géis, melhorar a formação 

de filmes, aumentar a adesividade, adicionar grupamentos hidrofóbicos e introduzir poder 

emulsificante. 

 

6.3.2 Índice de absorção de água (IAA) e índice de solubilidade em água (ISA) 

 

O polvilho doce e polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) apresentaram 

valores semelhantes quanto ao índice de absorção de água e solubilidade em água, indicando 

que não houve efeitos à fermentação e secagem ao sol (Tabela 10).  

 

Tabela 10. Índice de absorção de água (IAA) e índice de solubilidade em água (ISA) dos polvilhos doce (t=1) e 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo). 

Amostra Índice de absorção de água (%) Índice de solubilidade 

em água (%) 

Polvilho doce (t=1) 2,0 ±0,05
ns

 0,2±0,02
a
 

Polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 2,1±0,04
ns

 0,6±0,11
b
 

Médias e desvio padrão de análises feitas em triplicata 

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

Bonferroni  

ns = não significativo 

 

O índice de absorção de água está relacionado com o grau de intumescimento ou 

gelatinização do amido, porque somente grânulos de amido gelatinizados conseguem absorver 

água em temperatura ambiente, aumentando a viscosidade (SILVA et al., 2011). Como o IAA 

foi realizado a 30 ºC, os polvilhos doce e fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) não 

estavam inchados, porque eles não atingiram o mínimo de energia necessário para o processo 

de gelificação (Tabela 9). A despolimerização oxidativa no polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo) não foi eficiente o suficiente para motivar a solubilidade dos grânulos de 

amido em água fria, e nem permitiu a aproximação ao seu estado de pré-gelatinização, uma 

vez que os grânulos de amido apenas pré-gelatinizados podem absorver água à temperatura 

ambiente, aumentando a viscosidade do amido (SILVA et al., 2011). 
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O índice de absorção de água (IAA) é um parâmetro que mede o grau total de 

degradação do grânulo de amido. Entre as mudanças observadas durante o processo de 

fermentação 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 

variação 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). 

Variações na qualidade do produto final de um mesmo produtor são frequentes, devido 

à falta de parâmetros de controle no processamento do polvilho fermentado e seco ao sol 

(polvilho azedo). Portanto, a busca de melhorias no processo tecnológico para obter um 

produto final com melhor qualidade e padronização é 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 à presença de amilose não solubilizada na região cristalina do grânulo nativo, 

enquanto que a amilose do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) já foi 

parcialmente libertada (MARCON et al., 2009; GOMES et al., 2005). 

 

6.3.3 Propriedade de expansão 

 

A capacidade de fabrico de pão para ambos os polvilhos é representada pelos valores 

de expansão da massa indicadas na Tabela 11. Houve um aumento significativo de 3,2 vezes 

na expansão da massa após a fermentação e tratamento de secagem ao sol, embora a produção 

de ácidos orgânicos durante a fermentação tenha sido discreta, como discutidas anteriormente, 

mas ainda suficiente para promover alterações físicas nos grânulos, aumentando a sua 

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

 

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

Polvilho Expansão do volume (mL . g
-1

) 

Doce (t=1) 1,4 ± 0,4
a
 

Azedo (fermentado e seco ao sol) 4,5 ± 0,4
b
 

Médias e desvio padrão de análises 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 ácidos 

orgânicos, principalmente o ácido lático (DIAS et al., 2011) e a produção destes ácidos está 

relacionada com a propriedade de expansão desse amido (DEMIATE & CEREDA, 2000). 
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A hidrólise das ligações glicosídicas na região amorfa dos grânulos por ácidos, 

enzimas e irradiação UV resultou em aumento da mobilidade e uma maior heterogeneidade 

das moléculas de hidrogénio (análise relaxometria), que provavelmente resulta no 

desenvolvimento da propriedade de expansão. 

Ao comparar os volumes específicos obtidos para os índices de expansão da massa 

estabelecidos por Demiate et al., (2000), pode-se observar que ambos os polvilhos mostraram 

baixos índices de expansão da massa, inferiores a 5 mL.g
-1

 (Tabela 11). No entanto, os valores 

de expansão da massa aqui apresentados são semelhantes aos observados para as variedades 

genéticas distintas de mandioca (ALVARADO et al., 2013). Uma expansão da massa superior 

poderia ser obtido, um volume específico entre 5 e 10 mL g
-1

, poderia ser atingido após 83 

dias de fermentação (AQUINO et al., 2013). 

A expansão da massa do polvilho pode ser devido à sua elevada capacidade de 

inchamento e a solubilidade resultante da degradação molecular, após a acidificação e 

irradiação (BERTOLINI et al., 2000). A maximização da expansão pode depender do grau de 

polimerização do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo), número de grupos 

carboxil e hidroxil, pH, densidade dos grânulos e outros parâmetros que mostram correlação 

significativa, positivo ou negativo, com a expansão da massa e as suas características após o 

assamento, assim como no seu armazenamento depois do assamento (MARCON et al., 2009). 

Apesar de não ser totalmente estabelecido, o mecanismo de expansão do polvilho 

fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) pode ser semelhante ao dos produtos extrusados, 

em que a força motriz seria a evaporação da água e a expansão das células seria 

essencialmente governada pela viscosidade da massa (BERTOLINI et al., 2000 ). A 

despolimerização parcial do polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) durante a 

fermentação 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 expansão, 

auxiliando na expansão da bolha. No entanto, outros fenômenos além da despolimerização 

poderiam melhorar a expansão da massa em diferentes estágios de assamento, incluindo as 

transferências de massa, tais como CO2 ou deslocamento de água a partir da matriz 

circundante à expansão bolhas, inércia e tensão superficial (ALVARADO et al., 2013). 
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7 CONCLUSÕES FINAIS 

 Foi detectada a presença de BAL e leveduras no processo de fermentação 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 contaminação por Bacillus sp. no final do processo de fermentação, o que mostra 

a necessidade de melhoria e implementação das boas práticas de fabricação no processo 

de obtenção deste produto; 

 A fermentação natural induziu alteração nas propriedades físico-químicas e tecnológicas, 

resultando em uma fécula modificada como maior expansão que a nativa; 

 Os ácidos produzidos foram ácido lático, acético e succínico, reduzindo pH e consequente 

aumento na acidez titulável após 30 dias de fermentação;  

 Os valores de acidez total titulável e pH indicam que a fermentação deveria ter duração 

superior a 30 dias, considerando as mesmas condições de clima (temperatura e umidade 

do ar) para formação de maior quantidade de ácidos orgânicos, compostos voláteis e 

propriedades tecnológicas que garantissem qualidade ideal de expansão ao produto final; 

 Hidrocarbonetos alifáticos, aromáticos e terpenóides foram encontrados em maior 

quantidade em polvilho doce. O polvilho fermentado e seco ao sol (polvilho azedo) 

apresentou ácido acético compreendendo 51,2 % do composto volátil; 

 Os valores de umidade apresentaram diferença entre o polvilho doce e fermentado e seco 

ao sol (polvilho azedo), mas encontraram-se dentro das normas estabelecidas pela 

legislação brasileira; 

 O processo de fermentação alterou significativamente o perfil de viscosidade do polvilho 

(maior breakdown) e menor tendência à retrogradação (menor setback);  

 A expansão 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 expansão; 
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ANEXO A – ARTIGO: Evaluating physicochemical and technological characteristics 

and microbial community dynamics during the fermentation of cassava starch 
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