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RESUMO

O amido de mandioca fermentado e seco ao sol, asilBé conhecido
como polvilho azedo e é um produto tipico da An@do Sul. Durante o
processo de fermentacdo, tanques preenchidos codo @@ mandioca
ficam submersos por uma lamina de agua (aproximewizn®?0 cm), onde
ocorrem inimeras reagdes quimicas, impulsionadaspesenca de varios
micro-organismos, principalmente bactérias acidiodd e leveduras.
Durante este processo, ha a formacao de diversogostos como: acidos
organicos de cadeia curta, aromaticos, vitamineptigeos, entre outros.
Porém, ao final do processo, esta agua € consaernad residuo com
elevada carga orgéanica, sendo geralmente descarta@mbiente, o que
vai de encontro aos preceitos das tecnologias §mgaste contexto, este
estudo objetivou encontrar alternativas para agregdor a cadeia
produtiva do polvilho azedo, buscando informacGesspeito das aguas
sobrenadantes da fermentagdo do amido de mandi&s&A(M) quanto ao
potencial antimicrobiano. Para isso, dividiu-sestuéo em quatro etapas.
No primeiro momento, a ASFAM foi caracterizada doaaos acidos
organicos presentes (acidos latico, acético, pni@d butirico),
relacionando-os com a atividade antibacterina sabreepas d8. aureuse
E. coli, utilizando os padrdes dos acidos organicos pampamcdo. Na
segunda etapa, ASFAMs de trés fontes diferentemmfotaracterizadas
guanto ao perfil de acidos organicos e quantovidatie antifingica sobre
cepas da. cinerea, M. fructicolae C. gloeosporioidesutilizando padrdes
dos é&cidos encontrados na amostra para comparbigiderceira etapa,
realizou-se a concentracdo de trés ASFAMs gmay drying,utilizando
como encapsulante duas maltodextrinas com DEs % e cbmparou-se a
morfologia das microparticulas obtidas com as rp@articulas envolvidas
no processo de fermentag¢do e com as particulasliedextrinas que lhes
deram origem. Na quarta e Ultima etapa, trés ASFAdvlsm concentradas
por spray drying utilizando trés maltodextrinas (DEs 5, 15 e 2@ndo as
microparticulas obtidas, avaliadas quanto a magfaloe quanto as
propriedades antimicrobianas sobre o fuig@loeosporioidesObservou-



se que os testes antibacterianos realizados cor8FAM resultaram na
reducdo do crescimento bacteriano, ndo sendo possivisualizacdo de
colbnias deE. coliapds 1,5 h e d8. aureusapos 24 h de incubagéo, em
teste de crescimento em caldo nutriente. Quandpa&@da com a acdo dos
acidos organicos, de forma isolada, a ASFAM teveeteito mais rapido e
eficaz sobree. coli, enquanto que, para aureugerificou-se que a agao
antimicrobiana € dependente do tempo de contatos Nestes
antimicrobianos realizados sobre os fungos, obseseoque as trés
ASFAMs tiveram efeito significativo sobre os trémdos, sobretudo na
andlise de germinacdo conidial, podendo-se atribuilguns acidos esta
acao, visto que os acidos acético, propiénico &iboit assim como 0 mix
de &cidos, também obteve efeito significativo nducdo da germinagéo
dos trés fungos testados. No entanto, quando dis@anas resultados de
crescimento micelial, concluiu-se que as ASFAMs tém efeito mais
amplo e eficaz, quando comparadas aos padrdesciftus.dAnalisando a
estrutura das microparticulas, observou-se umeaéimia a formacéo de
uma rede regular envolvendo as particulas de neadtodas com
caracteristicas diferentes dos granulos de amidmaledioca nativos ou
fermentados e secos ao sol e das particulas dedmetitinas, mostrando-se
como um novo material que deve ser considerado @ivaedes como
biofilmes ativos, por exemplo. Avaliando o potehcémtifingico das
microparticulas sobre €. gloeosporioidesverificou-se que a agédo da
microparticula é dependente da origem da ASFAMestenestudo, somente
os solidos obtidos da ASFAM 1, reduziram a gernéinagpnidial. Tanto na
andlise de crescimento micelial como na andlisgateinacdo conidial,
houve diminuigdo na eficacia das microparticulamngo comparadas as
ASFAMs. Os resultados deste estudo indicam parabssililidade da
utilizacdo destes compostos naturais como alteagtiara o controle da
deterioracdo bacteriana e fangica. Outros traballmsdem ser
desenvolvidos para aperfeigoar as técnicas de gimatos sélidos, focando
principalmente na cinética de liberacdo dos aaidg&nicos.

Palavras-chave: Mandioca. Polvilho Azedo. Aguas Residuais. Acidos
Organicos. Atividade Antimicrobiana
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ABSTRACT

Sundried fermented cassava starch is known ascagsava starch in Brazil
and it is a typical product of South America. Dgrithe fermentation
process, tanks filled with cassava starch are kaptnersed by a water
blade (approximately 20 cm), where numberless efribal reactions take
place, boosted by the presence of various microosges, mainly lactic
acid bacteria and yeast. During this process, trendtion of several
compounds such as: short chain organic acids, diasnavitamins,
peptides, among others take place. However, iretiteof the process, this
water is considered a waste with elevated orgaméd,| being usually
discarded in the environment, which contradicts fhiecepts of clean
technologies. In this context, this study aimeéirating alternatives to add
value to the production chain of sour cassava fstasearching for
information about the supernatant waters of thenéertation of cassava
starch (ASFAM) in relation to antimicrobial poteadti This study was
divided into four stages. At first, the ASFAM wdsacacterized in terms of
organic acids (lactic acid, acetic, propionic, bigy relating them with the
antibacterial activity on strains & aureusndE. coliusing the patterns of
organic acids for comparison. In the second st&gFAMs from three
different sources were characterized in terms ofilprof organic acids and
in relation to antifungal activity on the straind &. cinerea, M.
fructicolaandand C. gloeosporioidesusing patterns of acids found in the
sample for comparison. In the third stage, it wasried out the
concentration of three ASFAMSs Igpray drying,using as encapsulant two
maltodextrines with DEs 5 and 15 and it was congb#éine morphology of
microparticles obtained with the microparticlesdlwed in the process of
fermentation and with the particles of maltodexsn which were
originated. In the fourth and last stage, three Al8E were concentrated
by goray drying using three maltodextrines (DEs 5, 15 and 20pdothe
microparticles obtained, evaluated in terms of rholpgy and in relation
to antimicrobial properties on the Fung@s gloeosporioide#f. was
observed that the antibacterial tests carried attit ttve ASFAM resulted in



the reduction of bacterial growth, not being pdssiihe visualization of
colonies ofE. coliafter 1,5 h and®. aureusafter 24 h of incubation, in the
nutrient stock test. When compared with the aabibarganic acids, singly,
the ASFAM had a faster and more efficient effecttorcoli, on the other
hand, it was verifiedfor tt®& aureus that the antimicrobial action is
dependent on the contact time. In the antimicrotgisi carried out on the
fungi was observed that the three ASFAMs had digmit effect on the
three fungi, mainly in the germination analysisingepossible to attribute
this action to some acids, since the acetic, propiand butyric acids, as
well as, with the mix acids, also had significaffeet in the reduction of
germination of three fungi tested. However, whaa itesults of mycelial
growth were analyzed, it was concluded that the M8§& have a wider and
efficient effect, when compared to patterns of scidnalyzing the
microstructure of microparticles, it was observeadralency for a formation
of a regular net involving the particles of maltetimes with different
characteristics of granules of native or fermerdaslsava starch and dried
under the sun and the particularities of maltodiest; showing itself as a
new material that must be considered in applicatiwiih active biofilms,
for example. Evaluating the potential of antifung&imicroparticles orC.
gloeosporioides It was verified that the action of microparticlés
dependent of the origin of ASFAM and, in this studgly solids obtained
from ASFAM 1, reduced the conidial germinationwiis observed that in
the analysis of mycelial growth as in the analydigonidial germination,
there was a decreasing in the efficiency of micrtigias, when compared
to ASFAMSs. The results of this study indicate fbe tpossibility of using
these natural compounds as alternatives to agracakfor bacterial and
fungi control. Other studies can be developedrfgrroving the techniques
of solid obtaining, focused mainly in the kinetiokliberation of organic
acids.

Key-words: Cassava. Sour Cassava Starch. Residual WateraniOrg
Acids. Antimicrobial Activity.
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INTRODUCAO

A valorizacdo e a minimizacdo de residuos tém caqmiocipio
basico, o conhecimento das caracteristicas quimi@s mesmos,
sustentando aplicacBes que venham a converté-losagémias primas para
novos produtos. Dentro dos conceitos das techadigigas, a composicao
dos residuos representa importante informacao,adéx o sistema de
tratamento de residuos liquidos, sélidos e gasosos 0 minimo do
balanco de massa das empresas, maximizando aac¢éphc para novos
produtos e processos (AMANTE, 1997)

O Brasil é um importante produtor tanto de maténmsnas
amilaceas, quanto de amidos de diferentes fontegprbducdo de amidos
0s processos empregados s&o por via Umida, o greseata a geracao de
milhares de litros de aguas residuais por tonetlaamido produzido.
Tradicionalmente estas adguas s&o tratadas em aidentratamento de
efluentes, pelas chamadas tecnologias corretivas “end-of-pipe
technologie} o que atende as exigéncias da legislacdo anathienas ndo
se enquadram nas exigéncias das tecnologias pragerg tecnologias
limpas.

A producdo de mandioca no Brasil esta entre asrewmio mundo
ocupando a terceira posicdo mundial. Em 2010, aiBpaoduziu 24,35
milhdes de toneladas desta raiz (FAO, 2010), sesdprincipais Estados
produtores o Pard, o Parana e a Bahia. A fracéta dqeeducdo de
mandioca que foi destinada a extracdo do amidanesmo ano, somou
583,85 mil toneladas, sendo o Parana responsavellfé da producdo no
Pais.

As aguas da producdo do amido de mandioca e ddhmokzedo
tém sido estudadas com énfase na poluicdo, coasileros solidos
sollveis e suspensos com elevada carga organigae @ontribui para a
demanda quimica e bioquimica de oxigénio, nestkgergés. Estudos
visando a caracterizacdo destas dguas em seu emtadal e também
fermentadas, para a utilizacdo em novos compoptaem representar a
geracdo de solugbes a outros setores industriaimmeamo para o de
alimentos.

Comparativamente aos estudos existentes com a nednaip(dgua
residual da producdo do amido de mandioca), popesguisadores tém
dado atencéo as aguas da fermentacao do amidondiog®, na producéo
do polvilho azedo. A justificativa para estes pauestudos é devido ao
incomparavel volume de 4gua residual na producdantido. De acordo
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com Sriroth et al. (1999), a producédo do amido dadioca consome de 6
a 10 mil litros de agua por tonelada de raiz, entfuaio processo
fermentativo, de acordo com Avancini et al. (20@penas 120 litros por
tonelada de amido.

Apesar do volume, as aplicacdes para as aguasrdarfiacio do
polvilho azedo, inexistem. Outro motivo para esgtalidade reside no fato
de algumas empresas ndo disporem do processo @geauimdicacao de
manter uma lamina de agua de aproximadamente ZB¢ANCINI et al.,
2007). No entanto, o setor vem sofrendo a concciaéde amidos
modificados quimicamente, o que requer maioresaciaisl com a qualidade
do produto, mantendo as suas tradi¢cdes, bem comecessidade de uma
re-engenharia do processo para buscar a valorizdesias aguas, que
segundo Avancini et al. (2007), podem ser impoetatiernativa de renda
para o setor.

Um exemplo de provavel aplicacdo para estas agode per a
protecao de frutas frescas, uma vez que algunalli@bja demonstraram
(DEMIATE et al., 1999; CE, 2009; REGINATTO et aRp09) que da
fermentacdo predominantemente acido latica, algurmmpostos
antimicrobianos, além dos acidos organicos sdaugrdds.

O Brasil é um importante produtor e exportadoifrdeas, sendo o
terceiro maior polo produtor mundial, com uma pigEduanual de cerca de
39,29 milhdes de toneladas (FAO 2012), e sofredgmuprejuizos devido
as perdas tanto por danos mecanicos quanto porcamerausadas por
micro-organismos (RINALDI, 2011). A preocupacao carsalde e com o
meio ambiente leva a novas demandas por mater@isrigem natural
como protetores destas culturas.

Artigos cientificos e patentes registradas solmeef bioativos com
base polimérica sintética ou com base biodegradéwelo matriz para
agentes de defesa sintéticos sdo abundantes. Blat@nmenhum trabalho
foi encontrado usando as aguas residuais da feag@ntdo amido de
mandioca, como fonte de compostos antimicrobianGsracterizar
guimicamente estas aguas, avaliar a capacidaduieiutbiana e estudar a
sua viabilidade de aplicacdo representa uma imperteontribuicdo para
estudos sobre protecédo de frutas.

Tendo em vista este cenario, 0 presente trabalfapdpr a
valorizagdo das aguas residuais da producdo dadlhmolazedo, com
propriedades antimicrobianas que podem ser apBcada protecdo de
alimentos
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar as propriedades funcionais e aplicacfesd@mms sollveis
e suspensos das aguas sobrenadantes da fermatuaga@o de mandioca
(ASFAM).

Objetivos especificos

. Caracterizar a ASFAM, quanto aos acidos organicesemtes e
avaliar a sua atividade antimicrobiana sdbreolie S. aureus
. Caracterizar as ASFAMs de diferentes origens quant® acidos

organicos presentes e avaliar a atividade antié@ngsobre C.
gloeosporioides, M. fructicola B. cinérea

. Obter e caracterizar microscopicamente os cona®¥ralaborados

a partir da ASFAM de diferentes polvilharias dodfst de Santa Catarina,
através do uso de maltodextrinas como carga e setggray dryer

. Verificar o efeito dos concentrados de ASFAMs déerdntes
origens obtidos enspray dryer através do uso de maltodextrinas, com
diferentes DEs, sobi@. gloeosporioidesin vitro.






CAPITULO 1

Revisao Bibliogréfica
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1.1 A cultura da mandioca

A Manihot esculent&rantz, conhecida como mandioca, macaxeira,
aipim ou tapioca no Brasil, connassavaem paises que falam ingl&@&mo
yuca na América Latina (espanhol) e commanioc em paises africanos
(francés), é uma planta perene, arbustiva, pemémca familia das
Euforbiaceas (Figura 1). A parte mais importantepldata € a raiz. Rica
em amido, utilizada na alimentacdo humana e anouatomo matéria
prima para diversas indastrias. Originaria da Ao#rido Sul,
provavelmente do Brasil, a mandioca ja era culdvaelos indios, por
ocasido da descoberta do pais. E considerada umpridegpais alimentos
energéticos, para cerca de 500 milhdes de pesssasiudo nos paises em
desenvolvimento, onde é cultivada em terras masgipar agricultores
carentes, muitos deles, mulheres, em pequenas @easolos pobres e
com baixo nivel tecnolégico. E para estas pessgascacido de mandioca
é vital garantindo a seguranca alimentar das aaraflifs e a geragéo de
renda (FAO, 2016, EMBRAPA, 2013; FILHO; BAHIA, 2013

Figura 1 - Mandioca — A: raizes da cultivar BRS Tapioqueiral.-8soura

Fonte: EMBRAPA (2013).

De facil adaptacdo, a mandioca é cultivada em tadogstados
brasileiros, situando-se entre 0s nove primeiroslytos agricolas do Pais,
em termos de area cultivada, sendo o sexto em \ddomproducao
(EMBRAPA, 2013).

A producdo mundial de mandioca foi de 280 milhSesaheladas
em 2013. O continente africano foi responsavel5iot % desta producao,
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seguido pelo asiatico (32,5 %) e pelo sul ameri¢aid %). A Nigéria € o
pais com a maior producdo mundial (19,5 %), segpéda Tailandia (10,9
%) e Indonésia (8,6 %) enquanto o Brasil € o quartor produtor
mundial respondendo por 7,7 % da produ¢do munefsD( 2014).

A produtividade média mundial cresceu a taxa de%,8.a. entre
1990 e 2008. No mesmo periodo, a Tailandia tevéinaremento de 3,0 %
a.a., enquanto que no Brasil o crescimento foi,8&®a.a. (FAO, 2010). A
Tailandia, principal produtor e exportador de ami® mandioca tem
investido nos Ultimos anos para elevar os niveigrddutividade (FELIPE;
ALVES; CAMARGO, 2010).

Diferentemente da Asia, que possui uma producdoaimalidade
industrial, da Africa e de paises da América do Guho a Bolivia,
Coldmbia e Paraguai, onde a mandioca tem comadade a subsisténcia,
no Brasil, além de o produto ser base alimentarswmido na forman
natura ou processado, também é uma importante matéria aprim
agroindustrial para a industria de amido e farirdea mandioca se
destacando a industrializacdo em grande escalacigmlmente com as
fecularias do Centro-Sul do pais (FELIPE; ALVES;MIARGO, 2010).

Em 2015 a producdo brasileira foi estimada em a®i22,7 milhGes
de toneladas (Tabela 1) e em 2016 estima-se umeepageducéo (0,2%),
devido aos estoques elevados de farinha e amidGemtro-Sul do pais
(IBGE, 2016). Esta raiz é explorada comercialmgraea diversos fins,
dentre os quais a extracdo de amido ou féculagppraducao de amido de
mandioca fermentado (polvilho azedo).A distribuic@a producédo
brasileira com a cultura da mandioca nos estadesiléros se da
principalmente no Para (18,74 %), no Parana (1%;8@ na Bahia (13,09
%). A fracdo desta producdo que foi destinada eagkd do amido, no
mesmo ano, somou 583,85 mil toneladas (IBGE, 2E$)ma-se que, no
Brasil, s&o gerados um milh&o de empregos diretrssiderando-se a fase
de producéo priméria e o processamento das raézesuddioca.

A industria de amido de mandioca tem como caratiesia grande
concentracédo da producdo em poucos estados, cpossivel observar na
Figura 2. No ano de 2011, o Estado do Parana pro@0z% do amido da
producdo brasileira, seguido por Mato Grosso do(&ubs), Sao Paulo (9
%) e Santa Catarina (1%).
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Figura 2 - Producéo de amido de mandioca por estados no Bras2013.

1%

9%

20% B Parana

B Mato Grosso do Sul
Sao Paulo

m Santa Catarina

70%

Fonte: CEPEA (2015).

No Estado de Santa Catarina o cultivo de mandiaealézado em,
aproximadamente, 32.000 ha distribuidos em 235%dos 293 municipios
(Figura 3). A agricultura familiar abrange 90 % deoducdo, que é
beneficiada em aproximadamente 400 unidades ingigstlistribuidas por
53 municipios. Essas unidades produzem, por an60@3oneladas de
farinha, 12.500 toneladas de amido fermentado 60R6toneladas de
fécula. Esse setor gera 8 mil empregos diretos stadB. Com uma
producéo no valor de 200 milhdes de reais, pro@umithdes de reais em
impostos, somente na venda de raizes e no benaficia primario (IBGE,
2008; EPAGRI, 2009).

Inimeros sao os produtos fabricados a partir dadime&. Marcon
(2009) citou alguns: farinha de mesa, farinha jpaitl, polvilho doce e
azedo (matéria prima para pées de queijo), bis;ailassas alimenticias e
panificaveis (macarrdo, pdo, bolachas e bolos)esssmtes em sopas,
pudins, alimentos infantis, sagu, tapioca, indastde carne e embutidos
(presunto, salame e mortadela), xaropes de glicdseyinas, maltose,
maltodextrinas, amidos pré-gelatinizados, oxidadossterificados,
glutamato de soddio, lisina, acido citrico, acidtic manitol, sorbitol
produtos de cervejarias, bebidas fermentadas,iquabtodegradavel, na
indUstria de papel (dar corpo, acabamento, gomameZa do papel),
téxteis (engomagem estamparia, espessante de exramtabamento,
firmeza dos tecidos, lavanderia), ligas ceramidasdicdes, mineracao,



adesivos, tintas, cosméticos, medicamentos, explasi industrias
petroliferas, producéo de alcool.

Apesar de serem abundantes os trabalhos realizadoglerivados
da mandioca, trabalhos buscando a valorizacdo glaasautilizadas no
processamento do amido de mandioca fermentadoasio

Figura 3 - Mapa de distribuicdo da producdo de mandioca nadBstle Santa
Catarina — area plantada (ha).

Fonte: IBGE (2008).

1.2 Processo fermentativo do amido de mandioca

Na legislagéo brasileira, polvilho ou fécula de diaoa é tido como
o produto amilaceo extraido de mandioca, sendaifitaglo em doce ou
azedo, de acordo com a acidez titulavel. A acidaz der de no maximo
1,0 mL de NaOH mol £/100g para polvilho doce e de 5,0 mL de NaOH
mol L/100g para polvilho azedo (BRASIL, 1978).

O amido de mandioca fermentado (conhecido no Bresiho
polvilho azedo, em paises Latinos coalmiddn agrioe em paises de
lingua inglesa comeour cassava star¢té produzido a partir do amido de
mandioca.

O processo de extracdo do amido, qualquer que asdicnica
empregada, consiste na colheita ou recebimento ralass, lavagem,
descascamento, cominuicdo e/ou ralacdo e prensdgemassa sob agua
corrente. Deste modo, ocorre a liberacdo dos grandé amido, sendo
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entdo extraidos com agua, separando-se as fibsapattculas soluveis
(EL-DASH; MAZZARI; GERMANI, 1994).

Para isso é muito importante que as fecularias atanh
disponibilidade de 4gua com qualidade. A agua devgotavel e isenta de
minerais, principalmente sais de ferro, para quamido produzido seja
claro e livre de contaminagéo (EL-DASH; MAZZARI; BEIANI, 1994).

O amido de mandioca submetido a fermentagcdo natuigiha o
polvilho azedo (Figura 4). Este processo ocorrdamues de fermentacao
(aproximadamente 10 a 2¢)nonde o amido é imerso em &gua deixando-
se uma camada superficial de aproximadamente 2@decmdtura por um
periodo que pode variar de 30 a 90 dias (AVANCIA0Q7). O final do
processo € empirico e da-se pelo aparecimento mlenese bolhas no
interior da massa. Apoés a etapa de fermentacéolvidhp € colocado para
secar ao sol.

Devido ao empirismo adotado na producdo deste fwo@omes,
Silva e Ricardo (2005) indicam para a existénciairdmularidades nas
caracteristicas do amido fermentado que podem aesadas pelos
diferentes periodos de fermentac¢éao utilizados.

O processo fermentativo inicia com a producao deagpor micro-
organismos a partir da hidrélise do amido, estpaef@ode ser acelerada
com a adicao de glicose (MARCON, 2004; MARCON gt2006).

Dentre 0s micro-organismos presentes no procesgergentacao
do polvilho azedo predominam as bactérias acidcakiit sobretudo o
género Lactobacillus (L. plantarum, L. fermentum, L. delbruecldilL.
manihotvoran} seguido porStreptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus Lactococcu§MORLON-GUYOT et al., 1998; SILVEIRA et
al., 2003; LACERDA et al., 2005).

Estes micro-organismos sdo conhecidos pela proddeddcidos
organicos e compostos aromaticos, vitaminas enttea® substancias
durante o processd.. plantarumé conhecido por produzir substancias
antimicrobianas (plantaricina) que séo ativas eod&terminados agentes
patogénicos e algumas cepas que atualmente saac@ipadas como
probidticos (DE VRIES et al., 2006).
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Figura 4 - Processo de producédo de amido de mandioca feaden

(adaptado de Marder et al., 1996)
............. Rota alternativa durante a entressafra da mandioca.
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Material estudado neste trabalho.
Fonte: Avancini (2007).
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Durante a fase de fermentacdo do amido as suadterésticas séo
modificadas (GOMES; SILVA; RICARDO, 2005). Nestadaé comum 0s
produtores utilizarem o amido da safra anterioapaioduzir o polvilho
azedo na entressafra. (CEREDA, 1987; WESTBY; CEREDA94;
CARVALHO et al., 1996). Ap6s a fermentacdo, ocaareliminuicdo da
temperatura de pasta e do pico de viscosidadeglagéo ao polvilho doce
(CEREDA, 1983).

Para Nakamura e Park (1975), citados por Gomeg SilRicardo
(2005) os objetivos principais da fermentacdo s&oesaentar valor
nutricional, diminuir a toxicidade e dar ao prodpi@priedades e aroma
caracteristico. Este produto tem servido de mat#iima para a producéo
de pées e biscoitos sem gliten em varios estud&STRES; ROUAU,
1997; DEMIATE et al, 1999; GUYOT; MORLON-GUYOT, QuQ;
BALAGOPALAN, 2002), sendo indispenséavel na fabriéaglo biscoito de
polvilho e do pédo de queijo (BIAZOTTO, 2008).

O “polvilho azedo” é o amido modificado mais utiito para a
fabricacdo de alimentos no Brasil e de suas innagicacdes. A
expansdo do consumo se deve a uma de suas psnepkéacdes, a
elaboragdo do pao de queijo, que obteve granddérpeée no segmento de
fast foode vem conquistando espacos em mercados internacidha
entanto, o processo de producdo ainda é “artesanalito, o que o torna
um produto caro, porém possui caracteristicas sixels, apesar de
irregulares. Neste contexto, o setor polvilheirtd enfrentando uma nova
dificuldade que é a competicdo com amidos modifisaguimicamente.
Por isso, a importancia de estudar os processasntativa de encontrar
alternativas que possam gerar novos produtos edaspara este setor.

Poucos séo os trabalhos envolvendo a agua da fexgdendo
polvilho azedo. Até a realizacdo dos trabalhos d@naini (2007), Biazotto
(2008), Kurtz (2009) e Reginatto (2009) as pro@ues deste material
eram desconsideradas, sendo tido como um efluasitistrial com elevada
carga organica.

No entanto, sob os conceitos das Tecnologias Lintpds o
potencial das matérias primas e intermediarios emeegsos industriais
deve ser valorizado visando a minimizacdo de residista visdo vem
mudando a realidade dos residuos agroindustriargjosconvertidos em
matérias primas ou em produtos, segundo a suate@zacdo quimica
(LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003).

Segundo Biazotto (2008) a agua da fermentacdo didoanhe
mandioca constitui-se em um liquido transparertte aparéncia similar a
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agua de coco. Os solidos solaveis e em suspensé@enpes neste residuo
agroindustrial sdo provenientes do processo deefgagdo do amido,
hidrélise enzimética e utilizacéo dos produtosidedtise.

Oyewole (2001) estudou as leveduras que se enoom@sagua de
fermentacdo durante todo o processo. Constatounguetapa inicial ha
predominancia das seguintes cepaandida krusei, C. tropicalis, Pichia
saitoi, Saccharomyces cerevisiae, P. anon&lggosaccharomyces bailii.
Mais tarde, no final da fermentacéo, ha predomiisdde trés cepa€.
krusei, C. tropicalise Z. bailii. O autor verificou que as leveduras tém um
papel importante na sobrevivéncia e na atividadebda&térias produtoras
de Acido latico durante o processo de fermentagdmahdioca, uma vez
gue estdo envolvidas na hidrolise do amido, transfodo em acUcares
simples, os quais sdo convertidos em &cidos organpelas bactérias
acido-laticas.

Demiate et al. (1999) estudaram o amido de mandierraentado
comercial verificando que os acidos organicos @reédantes, neste
produto, sdo os acidos latico, butirico, acétigrapidnico. O acido latico
corresponde a cerca de 60 a 80 % do total de addggnatto et al. (2009)
analisaram a presenca de acidos na agua, encantragdicidos acético,
latico e propibnico.

Avancini (2007) estudou a agua residual da ferngdiota obtida
através de processo realizado em laboratério e @wilharia, quanto as
caracteristicas quimicas, microbiolégicas e to¥igwmias. Verificou que
esta dgua possui uma baixa quantidade de sélidais,twvariando entre
1.700 a 6.000 mgi) e consequentemente de nutrientes, apresentando as
seguintes caracteristicas quimicas: pH entre 30 ;eindice de acidez de
21 a 68 mL de NaOH mol L-1100n1L.0,19 a 0,62 g de acido latico.100
mL?. Caracterizou, microbiologicamente, ao final dogesso obtendo
uma contagem de bactérias laticas de 5,27 a 7@4URC.mL*, de
bactérias mesdfilas totais de 6,39 a 8,02 log UEC.mne bolores e
leveduras de 5,92 a 6,99 log UFC.flVerificou uma baixa toxicidade
aguda em camundongos, que alimentados durante a% dom
concentracfes de até 100 % das aguas da fermentdgaapresentaram
sinais de alteracao clinica e nem hematolégicosfwigtivos.

Kurtz (2009) estudando a agua de fermentacdo daloarde
mandioca, através da analise IR-FTIR, identificquresenca de diferentes
radicais comparados aqueles contidos nas cadeiasmi®se e de
amilopectina. Grupamentos carbonilicos e carbaslforam identificados,
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comprovando o efeito da fermentag&o nos solidass/sid e suspensos da
agua residual da fermentacao.

Apesar do provavel valor agregado que os sélid@stpresentes
nestas aguas, em torno de 0,2 %, podem vir a apaesS6a0 necessarios
gue os processos de evaporacdo sejam estudadosloviadequar este
material para novas aplicagcbes. Uma alternativae g&tl 0 uso de cargas,
para além de incrementar o teor de solidos na &uysaar a protecao destas
particulas e a valorizacéo deste material.

1.3 Antimicrobianos naturais

O controle de patégenos em pés-colheita de frukestalicas, sem o
uso de agrotéxicos, tem sido estudado como umaafalternativa ao uso
dos mesmos. O interesse por métodos de controlieatalinente seguros e
biodegradaveis, estd aumentando e ganhando atecgasideravel
(TRIPATHI; DUBEY, 2004).

As substancias antimicrobianas naturais constitugm grupo
especial de agentes terapéuticos, produzidos edosbta partir de
organismos vivos. As plantas produzem um amplo ndrde substancias
com potencial antimicrobiano, podendo ser eleslagohoides, indois,
fitoesterdis, polissacarideos, acidos, sesquitemealcaldides, glucanas,
taninos, vitaminas e minerais. Estas substancias gequenas
concentracBes, devem possuir atividade letal ohitdmia, prevenir o
desenvolvimento de micro-organismos resistentesapéesentarem efeitos
indesejaveis ao hospedeiro e devem ser estaverscamiente (COWAN,
1999).

Um método que tem obtido sucesso no controle dedibgenos, em
diferentes frutas e hortalicas aumentando a vidadéstes produtos, é a
aplicacdo de revestimentos biodegradaveis com ag@onicrobiana
(GUERRA, 2005; PRANOTO; SALOKHE; RAKSHIT, 2005; CE09;
RITA et al., 2011)

Os revestimentos podem atuar nos alimentos conmeachres de
agentes com funcéo especifica como antioxidanteniarobiana, corante,
aromatica, entre outras. InUmeras sdo as pesqgisastém gerado
informacdes a respeito do potencial de uso dosstieventos incorporados
de agentes ativos para a manutencdo e prolongandentdda util de
alimentos, podendo ser, estes agentes, de divergms, tanto vegetal
como animal (PENA; TORRES, 1991; NATRAJAN; SHELDORDOO;
OUSSALAH et al., 2004; GUERRA et al., 2005; PRANQTEALOKHE;
RAKSHIT, 2005; SATHIVEL, 2005; SINGH et al, 2006MIN;
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KROCHTA, 2007; GERALDINE et al., 2008; JOFRE; AYMEE;
GARRIGA, 2008; ROJAS-GRAU; TAPIA; MARTIN-BELLOSO, GD8;
SOARES et al., 2008).

Os revestimentos antimicrobianos estdo divididosdeis grupos:
sistémicos e de contato. No primeiro, 0 agente anfiara o interior do
produto, enquanto no segundo eles sdo efetivosacantcrescimento
microbiano superficial. Em ambos, o contato entreraduto e o agente
antimicrobiano é essencial (VERMEIREN; DEVLIEGHERBEBEVERE,
2002).

Diversos estudos ja foram realizados com filmegemgestimentos
incluidos de acidos organicos e seus sais, sylfitistos, antibioticos,
alcodis, enzimas e compostos naturais como Oleaeneigis e
bacteriocinas, especialmente a nisina (NATRAJAN;EEBION, 2000;
GUERRA et al., 2005; PRANOTO; SALOKHE; RAKSHIT, 2B0SINGH
et al., 2006; JOFRE; AYMERICH; GARRIGA, 2008; CEH(®).

Estudos de derivados do amido de mandioca, confquidcado
por Avancini et al. (2007) e estudado por KurtzO@0e Aquino (2015)
podem ser promissores para a protecdo de frutesgtidsita. No ambiente
de fermentacdo do amido de mandioca predominandleas e bactérias
acido-laticas, sendo que estas exercem atividatilmiarobiana, que estdo
ligadas a producéo de acidos organicos, peroxidoditegénio, dioxido de
carbono, diacetil e antimicrobianos como reuterirasbacteriocinas
(ADAMS, 1999; CAPLICE; FITZGERALD, 1999; O’'SULLIVANROSS;
HILL, 2002).

Segundo Reginatto et al. (2009), os &cidos orgénicue
predominam na agua residual da fermentagcédo dolpwmlazedo séo os
acidos latico, acético e propibnico. Outros &cidk® comuns nas
fermentacdes acido-laticas como o acido butirideMIATE et al., 1999).
Cereda e Giaj—Lavra (1987) e Silveira et al. (2008)ificaram que a
predominancia de determinado acido organico é diepge de fatores
climéticos, entre eles a temperatura. Em regidas & fermentacdo é mais
lenta e predomina a microbiota latica, enquantoajueegibes quentes, a
fermentacdo € mais rapida e predomina a butirica.

O antagonismo dos acidos orgénicos, incluindo icdafcético e
propidnico, produzidos pelas bactérias durante rendistacdo, pode ser
resultado da acdo destes &cidos sobre a membrapdasinatica das
bactérias, inibindo o transporte ativo. O aciddiac& mais inibidor que o
latico podendo inibir leveduras, fungos e bactérisquanto o &cido
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propidnico pode inibir fungos e bactérias (CAPLICEHTZGERALD,
1999).

Cia (2005) estudou o efeito do acido acético nemleslvimento de
C. Gloeosporioideg verificou através de andlisesvivoein vitro que este
acido inibe o crescimento micelial e a germinagg®abnidios, reduzindo a
incidéncia e a severidade da antracnose em fretosagn&o.

Segundo Caplice e Fitzgerald (1999) a acdo antiiana exercida
pelos acetaldeido, diacetil e pelo etanol pode cemisiderada minima
devido as suas baixas concentracdes nestes probist@ntanto, atribuem
a falta de catalase, nestes sistemas, que é réaspbnela quebra do
peréxido de hidrogénio ao acumulo desta substango@ é gerada na
presenca de oxigénio, 0 que poderia inibir alguitga¥organismos pelo
forte efeito oxidante nas membranas lipidicas etefmas celulares
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999).

O diéxido de carbono formado nas fermentacdes diéteas pode
criar um ambiente anaerdbio, tdxico para micro-oigaos aerobios,
através da acgdo sobre a membrana celular e a cedocH (CAPLICE;
FITZGERALD, 1999).

As reuterinas, que ndo sdo autorizadas para us@rasil, sdo
produzidas na fase estacionaria durante o crestimanaerobio do
Lactobacillus reutetem uma mistura de glicose e glicerol ou glicerade
afetando virus, fungos, protozodrios e bactériasyavelmente pela
inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase (CAM;IEITZGERALD,
1999).

As bacteriocinas sé@o consideradas peptideos hialoginte ativos,
sendo consideradas como substancias priméariaadiagextracelularmente
ou como produtos modificados da sintese ribossalasal bactérias, que
apresentam atividade antimicrobiana. O alvo dasteliacinas é a
membrana citoplasmatica das bactérias, onde sen ligareceptores
especificos (TAAG; DAJANI; WANNAMAKER, 1976; CAPLIE;
FITZGERALD, 1999).

Levando em consideracdo as substancias produzidemntd a
fermentacdo do amido de mandioca e a importanciauttara e de sua
industrializacdo no Brasil, mais pesquisas envaluars seus derivados sédo
necessarias para o desenvolvimento da ciéncialeg@eodo setor.
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1.4Perdas pds-colheita de frutas

Produtos agricolas pereciveis, a exemplo das fiigpais, tém sua
vida util reduzida quando comparados aos durdgedo$ e cereais), por
apresentarem elevado teor de umidade, textura mémidmente
deterioravel e altas taxas respiratérias e de gémlwe calor. Essas
caracteristicas geram desvantagens quanto ao seiseiaapos a colheita,
resultando em perdas decorrentes da falta de calimacdo ou de
consumo do produto em tempo habil. Essas perdasrpodorrer em todas
as etapas da cadeia e dependem, principalmenpereeibilidade, técnicas
de cultivo, tipo de embalagem utilizada, meio é@dporte e o mercado no
qual o produto serd comercializado. Perdas apemdase de pos-colheita
para produtos com mais durabilidade estdo na tiex& a 30 %, enquanto
gue para produtos horticolas esse nimero se eacemntre 15 e 100 %
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). As perdas na pdés-coliaeitambém
podem ser atribuidas a baixa qualificacdo da maobda dos operadores
envolvidos na recep¢ao, movimentacao e consengasprodutos.

No Brasil, estima-se que, entre a colheita e aafe@ mesa do
consumidor, ocorram perdas de até 40 % das frutastalicas produzidas.
Essas perdas podem ser de natureza quantitatiyaatitativa, ocasionando
assim reducao no seu valor comercial (RINALDI, 2011

Segundo Chitarra e Chitarra (2005), perda signifieducdo na
disponibilidade do alimento para o consumo, o0 queesponde a reducao
na quantidade fisica do produto alimenticio deariganimal ou vegetal. O
conceito de “perda de alimento” pode estar assocadiferentes fatores,
tais como: perda por peso, devido a transpiracdoraiduto vegetal; perda
da qualidade, o que acarreta rejeicdo tanto dojistarequanto do
consumidor no momento da compra; e perda de valdricional do
produto devido a técnicas inadequadas de armazet@re/du manuseio
incorreto.

De acordo com Chitarra e Chitarra (2005) as caysesarias,
aquelas que afetam diretamente o alimento, podenclassificadas nos
seguintes grupos:

a) bioldgicas - consumo do alimento por animaisndéor porte, o
gue causa o desaparecimento direto do alimento;

b) microbiolégicas - danos por fungos e bactérias alimentos
armazenados.
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C) quimicas - produtos utilizados na producédo, fiaemento ou
processamento que venham a alterar o sabor do tpradlou a sua
constituicao.

d) mecanicas - corte, amassado e abrasoées.

e) fisicas - causadas por excesso de calor ou efriomidade
inadequada.

f) fisiolégicas - perdas naturais causadas peloalbaiismo do
produto vegetal.

O controle das alteracdes pés-colheita é importpata 0 mercado
interno e também para exportacdo. Jacomino e2@02) relataram que os
principais fatores que depreciam a qualidade pteita do mamao, por
exemplo, sdo o rapido amolecimento e a elevaddéncia de podriddes,
por serem produto altamente pereciveis e delicados.

Frutos com baixo pH na polpa, elevada umidade epositio
nutricional, sdo muito susceptiveis ao ataque poigds, que causam
podrid6es e, em muitos casos, a producdo de micamMOSS, 2002).

Em frutas, como o morango, que séo altamente peiecas perdas
na pos-colheita podem ser superiores a 50 %. Aksnperdas devido ao
metabolismo acelerado, que este possui, e aos figicas por ser uma
fruta muito delicada, o morango é muito suscetaeelataque de fungos,
bactérias, virus e micoplasmas (CENCI, 2008).

Cappellini, Ceponis e Lightner (1988) realizaram lgwvantamento
em terminais de comercializagdo em Nova York eagr@nos de 1972 e
1985 a respeito das causas de perdas de mamaoasadar®bservaram
gque as perdas estavam associadas a injurias mazarestadio de
amadurecimento avancado e doencas. Estes autarBsak@m que em
mamdes comercializados, 62 % foram afetados porridiss por
antracnose (olletotrichum gloeosporioidgs 22 % continham danos na
superficie e 48 % estavam em estadio avancado a@éumetimento. Outras
causas de perdas incluiram danos causados pel2 féig), amolecimento
do fruto (17 %) e outras doengas como a podrid@ormilar causada por
Rhyzopusem 35 % dos frutos comercializados que foram rispados.
Em damasco, a podridao peduncular Rbizopusatingiu 14 % das frutas
estudadas, 62 % sofreram descoloracdo, 40 % fofetadas por danos
fisicos e, em 30 % ocorreu 0 amolecimento.

Devido as doencas causadas por fitopatégenos ¢ms fuhortalicas
apresentarem grande importancia, por serem, agrdades responsaveis
pela deterioragéo destes produtos é que é de extngy@ncia e importancia



0 estudo de métodos que reduzam as perdas deesrr@otataque de
fungos.

1.4.1Fungos Fitopatogénicos

Dentre as causas de perdas de frutas, as doemgasafimerecem
atencao devido aos danos que podem causar nalpégacO crescimento
microbiano em superficies é a causa mais comuneidgiaracédo de frutas
processadas (TORRES; KAREL, 1985). Os fungos Iingi®rtantes em
frutas tropicais sdo:Monilinia fructicola,Botryodiplodia theobromae
Colletotrichum gloeosporioidesGliocladium roseum Sclerotium rolfsii
Cladosporiumspp., Rhizopussp., Mucor, Alternaria, Botrytis Phomae
Penicillium (SILVEIRA et al., 2005).

O Colletotrichum gloeosporioidescausa a doenca chamada
antracnose em frutiferas, Forma micélio aéreo, colmracdo quevaria do
cinza claro ao cinza escuro. Os conidios sdo fasma&dn massas de cor
salméo, sdo retos, cilindricos, de apice obtusee brmncada e dimensdes
de 12-17 x 3,5-6 mm. Esta espécie € muito heteeagém meio de cultura,
especialmente quanto as caracteristicas miceltaseguem sobreviver
em peciolos e folhas velhas, de onde se dissenmp@danchuva ou pelo
vento para as flores e frutos novos e permanecemtds até a maturacéo
dos frutos (TAVARES, 2004).

Dantas et al. (2003) estudaram as perdas pés-‘zotheimamao e de
laranja causadas por doencas fungicas na Centrélbdstecimento de
Recife, PE. Os autores verificaram que os prinsipatégenos foram ©.
gloeosporioides,causador da antracnose e da podriddo peduncular em
mamao e d.asiodiplodia,causador da podriddo peduncular em laranja. Os
autores concluiram que a grande diversidade decdeepds-colheita
provenientes de infec¢Bes latentes e/ou ativas tatadss, sugere a
necessidade do emprego de medidas de controleefedigas durante as
fases de producéo e pds-colheita. Incluindo pmitida sanitizacdo e
métodos que induzam resisténcia dos frutos aoggads, visando reduzir
essas perdas, que podem ser superiores a 75 %enddfacomercializacéo
do mamao e 50 % na de laranja.

O fungo Monilinia fructicola, caracteriza-se pela formacdo de
esporos sexuais denominados ascésporos, dentralesirutura chamada
asco. Este fungo é o causador da podriddo pardwigal doenca das
frutas de caroco, sendo o patdgeno que causa mgerdas a cultura do
pessegueiro.
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A podriddo parda enquadra-se no grupo das doergasotheita
quiescentes sendo extremamente destrutivo, prinoipde por causar a
morte de flores, atacando também folhas e brotém de podriddes em
frutos tanto no pomar quanto durante a comercig@izg CAMPOS et al.,
1995). Ocorre em praticamente todos os pomaressanda lesdes
circulares, marrons e encharcadas com a colonizdgsidecidos vizinhos
pelo fungo. Com o passar do tempo, os frutos iafkx ficam recobertos
por esporos de coloragdo parda acizentada, mansendos pomares em
frutos mumificados, tanto em ramos como no soloNIBAS et al., 2005;
MARTINS et al., 2005).

O fungoBotrytis cinéreacausador da podriddo cinzenta em diversos
frutos € um dos principais problemas na pés-caltagt morango e uvas no
Brasil. Este fungo coloniza as folhas e calices @womm organismo
endofitico e, quando, em condi¢des ideais de uraidadtemperatura
esporula nos tecidos infectando flores e frutosndts drastico em frutos
maduros, pois este patdégeno apresenta uma fasgfedgdo quiescente,
fazendo com que frutos aparentemente sadios naitolfesenvolvam a
podridao durante o periodo de pés-colheita (EMBRAFN 2).

Em frutos verdes, os sintomas sdo caracterizadlasppesenca de
pequenas lesdes marrons levemente depressivasutes fhaduros, essas
lesBes tornam-se recobertas por um crescimentaemtado constituido
por estruturas do patdgeno, que rapidamente toroaia $uperficie do
fruto. Com a evolugdo dos sintomas, os frutos podaspodrecer
completamente ou ainda assumir a forma de mumidkad@OFOLI e
DOMINGUES, 2005).

A busca por alternativas para controlaBaotrytis cinereaem pés-
colheita vai ao encontro das necessidades atuais pdodutores de
morango, Visto que ndo existem produtos registradosMinistério da
Agricultura para o controle do mofo cinzento em-pdkheita de morango,
0 que culmina no uso indevido de agrotdxicos nacpléeita, gerando
pseudofrutos com uma alta concentracdo de resichaosetapa de
comercializagcdo. Como métodos alternativos estadatsso de compostos
naturais ou biodegradaveis, derivados de animaiglantas, que possuem
poder de indugéo a resisténcia natural ou podeidtatico. Estes métodos
alternativos vém ganhando destaque e importandie en comunidade
cientifica e os fitopatologistas (ZAICOVSKI et &2006; MAZARO et al.,
2008b).

1.5A utilizacdo de maltodextrina como agente encapsutae
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A procura por materiais de facil solubilidade par@ontencdo de
compostos funcionais coloca os carboidratos commais utilizados para
encapsulagdo, gracas a sua capacidade de se ligarcampostos
aromaticos, além de sua diversidade e baixo cARIBREDO, 2005).

A maltodextrina, [(GH120s), H,0], consiste em um sacarideo, ndo
doce, constituido de uma cadeia de unidades deicBsgl unidas por
ligagbesa, 1-4, possuindo dextrose equivalente (DE) entee2B. Pode ser
obtida de diferentes fontes botanicas de amiday@dérda hidrélise parcial
(ALEXANDER, 1992).

Valores de DE menores do que 20 sdo mais adequaadasa
formulacdo de microcépsulas, jA& que sdo menosdugpicas evitando a
aglomeracao das particulas (REINECCIUS, 1988). Estama medida
essencialmente empirica da quantidade de acUcatoreg@gresente no
produto e é expressa em base seca (ALEXANDER, 19223 medir a DE
de uma maltodextrina sdo usados como padrédo o gikeke0) e a glicose
(DE=100) (STORTZ; STEFFENS, 2004). A DE indica aeode reducéo,
a estabilidade e a funcionalidade da molécula.

Uma importante caracteristica das maltodextrinasa ébaixa
viscosidade mesmo em concentracdes elevadas. (Quatrasteristicas a
serem ressaltadas sédo a propriedade de barreiwdg@mio e a estabilidade
oxidativa, que segundo Anandaraman e Reinecciu®6j1® melhorada
conforme o aumento do DE da molécula.

As maltodextrinas sdo encontradas na forma deatcbrou solucéo
concentrada de sacarideos com uma ampla distridbud# massas
moleculares entre poli e oligossacarideos. N&o upogsopriedade
emulsificante (hidrofilica e lipofilica). Como emsalante, forma uma
pelicula que protege o material volatil, possuiitefeantioxidante, por
proteger fisicamente e, retém volateis na faix@de 80 % (ASCHERI;
MARQUEZ; MARTUCCI, 2003).

Genericamente, uma mistura da maltodextrina indiad material
a encapsular é seca em sistema de atomizacgwraydryer.

1.6 Secagem por atomizagao

O termo atomizacéo relacionado ao processo de esacamspray
drier é devido a divisdo da solucéo ou suspensédo emasilti particulas
individuais formando uma névoa ou “spray” dentrccédenara de secagem.
Durante o contato entre as goticulas e o ar aquemitdrre um rapido
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processo de evaporacéo a partir das superficiegadisulas (MASTERS,
1979).

A secagem pospray dryingé a técnica mais empregada para a
obtencdo de microparticulas. Consiste em um procasstinuo onde, em
um unico ciclo de operacgédo, ocorrem diferentesastapmo: a alimentacéo
da solugdo ou suspensao no atomizador; a atomizagédcstura despray
com o ar de secagem; a evaporacdo do solvente éltipao a separacdo
do produto seco (POPPLEWELL et al., 1995; BRAGA)20

Os parametros do processo de secagem que afetaropgiedades
dos produtos e que podem ser modulados sdo: a v@adbomba
peristaltica, didmetro do bico atomizador, vazd@adde secagem, pressao
do ar comprimido, temperatura de entrada e de séddade diferencas nas
propriedades fisicas e quimicas do material de estiatdo (DUFFIE;
MARSHALL Jr., 1953; BRAGA, 2005).

A atomizacdo, em pequenas gotas, resulta na seassnbstancia
em poucos segundos, com temperatura de entradaddoaaé 200 °C. No
entanto, com o resfriamento evaporativo e com stgreas corretamente
projetados para rapidamente removerem as parti@daas das zonas
aguecidas, raramente as particulas adquirem tetapesasuperiores a 80
°C nédo chegando a comprometer a qualidade do mreggb. Este método
de desidratacéo pode originar produtos de altaidpgd, mesmo aqueles
altamente sensiveis ao calor como leite, ovosée (E&LLOWS, 2006).

Este processo apresenta como principais vantag@ossibilidade
de transformar liquidos em sdlidos; a secagem dgostos sensiveis ao
calor com uma baixa degradacéo e alteracdo deemigisi, aroma, sabor e
cor, além de insumos bioldgicos e farmacéuticosy atta produtividade e
capacidade permitindo produzir em larga escala;etetivo controle das
variaveis; a producdo de materiais diretamenteomad de pé com forma,
tamanho e densidades controlados pelas condi¢cOeprat®sso, com
uniformidade; um baixo custo comparado a outrosgs®os e capacidade
de microencapsulacdo de aromas e corantes (ROSAJKABA;
FREITAS, 2006).

No processo dspray-dryingocorre um grande consumo de energia,
sendo este a maior desvantagem deste método dgesec® grande
consumo de energia € devido a necessidade de dormator para a
evaporagdo, em um curto espaco de tempo, além cherpgrande
guantidade de calor no ar de exaustdo. Uma edtasimples para
economizar energia estd em aumentar a concentdecadlidos dispersos
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na solucdo ou suspensdao, até o limite em querada @ossa ser bombeada
(BRAGA, 2005).

Conhecer o material de interesse, bem como o rabtEricobertura
sdo fatores determinantes para a eficiéncia noepsoc Reineccius e
Anandaraman (1986) empregaram maltodextrinas céenedies nameros
de equivalentes de dextrose e observaram um aumanttencao de éleo
essencial de laranja quanto maior o nimero de a&lgmites contidos no
polimero.

Rosenberg, Kopelman e Talmon (1990) atomizaramretfifes
ésteres utilizando goma ardbica, em diferentes uiagbes, para a
encapsulagéo e observaram que a retencédo daqasipestos depende da
composicdo da capsula e das condi¢des de secagem.

A protecdo que o material de parede oferece aoealdas
microparticulas depende das propriedades intereageenas da estrutura e
da distribuicdo do nucleo. Para estudar as sujeerfiEe estruturas destes
materiais, tém sido empregadas, com sucesso, @sagae microscopia
Optica, eletrdnica de varredura e confocal (LAMPREC SCHAEFER,;
LEHR, 2000; BRAGA, 2005).
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Agua de fermentag&do do amido de mandioca como antionobiano
natural

Resumo

O amido de mandioca quando submetido a fermentagiiwal resulta em
dois produtos: o primeiro € o amido fermentado eegundo €, até o
momento, um residuo, aqui denominado de &agua <udmete da
fermentacdo do amido de mandioca (ASFAM). Ap6s apatde
fermentacao, o amido fermentado é seco ao sol,ndeando-se polvilho
azedo, sendo este processo de fermentacdo muitdadet No entanto, a
agua residual, rica em compostos organicos, ragagnr investigacao, pois
sdo raros os estudos considerando a valorizacdasdaéguas como um
novo material. O objetivo deste estudo foi quardifios acidos organicos
presentes neste efluente e avaliar a atividadeni@ntibiana, visando uma
possivel aplicagdo deste residuo. O estudo avaliefeito da ASFAM e
dos padrbes dos acidos organicos (acidos laticéticag propibnico e
butirico) de forma isolada e em conjunto sobre sedeolvimento de
Staphylococcus aurewes deEscherichia colipelos métodos de difusédo em
agar, cultivo em meio liquido e pela curva de dmento microbiano. Os
resultados indicaram a existéncia de efeito antohieno para as duas
bactérias em ambos os testes realizados, tantmsgadroes puros como
com a ASFAM. Apés 1,5 h e 24 h de incubagdo conS&AM néo foi
possivel realizar a contagem Becoli e S. aureusyespectivamente, pelas
técnicas empregadas. A ASFAM tem um efeito maiglcap mais eficiente
sobreE. coli, quando comparada aos acidos testados de fortadase este
efeito é relacionado com o aumento da concentrdgd@cidos organicos.
Por outro lado, par8. aureusp aumento da concentracdo ndo acelerou a
acao antimicrobiana que se mostrou ser dependententpo de contato.
Sugere-se que os efeitos apresentados também psmtedecorrentes da
existéncia de sinergismo entre os acidos ou pdi@ ag algum outro
composto ou molécula na ASFAM que potencialize a ac¢ao
antimicrobiana, uma vez que esta ndo foi ainda tsapente
caracterizada.

Palavras-chave Aguas residuais. Atividade antimicrobiana. Acidos
organicos. Polvilho azedo.
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Cassava starch fermentation water as a natural antiicrobial

Abstract

Cassava starch when submitted to natural fermentadriginates two
products: the first one is fermented starch andsét®nd one is, until now,
a waste, here named supernatant water of fermamtafi cassava starch
(ASFAM). After the fermentation stage, the fermehs¢arch is dried under
the sun, named sour cassava starch, being the sgrafefermentation
associated to this product widely studied. Howewesjdual water of this
process, rich in organic compounds, requires funtesearch, because the
studies involving this raw material are scarce.sTkiudy aimed at
evaluating the antimicrobial activity of this watand the organic acids
present in it, aiming at a possible applicatioméw materials. This study
evaluated the effect of ASFAM and the present doyanids (lactic acid,
acetic, propionic and butyric) singly or group dme tdevelopment of
Staphylococcus aurewd Escherichia coli.The antimicrobial activity of
residual water was investigated by the method &figion in agar and
through the growing test. The results indicateekistence of antimicrobial
effect of residual water for both tests carried with both bacteria. Thus,
the studies were continued using the acids singhe tests of Minimum
Inhibitory Concentration (CMI) and Minimum Bacteadal Concentration
(CMB) and Survival Bacterial Curve were carried.othe results indicate
that ASFAM has a faster and more destructive effeciE.coli, when
compared to acids tested singly or group. The ASFAiMinatedE. coliin
1.5 h andS. aureusn 24 h incubation.

Keywords: Residual waters. Antimicrobial activity. Organicids. Sour
cassava starch.
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1 INTRODUCAO

O amido de mandioca fermentado (polvilho azedo)mépuoduto
tipico do Brasil e de outros paises da AméricanBatiomo a Argentina,
Coldmbia e Equador. E obtido através da fermentaefioral do amido de
mandioca nativo. O processo de fermentagcdo ocametanques de
aproximadamente 10 a 20 nonde o amido é imerso em agua, deixando-se
uma camada superficial de pelo menos 20 cm deaajtor um periodo que
pode variar de 30 a 90 dias (AVANCINI, 2007). Oafirdo processo é
empirico e da-se pelo aparecimento de espuma eshalb interior da
massa. Entdo, o amido fermentado é colocado paea ae sol e a agua
sobrenadante da fermentacdo do amido de mandio&rAM) que
atualmente tem como destino o descarte no ambi@pteestas industrias,
geralmente de pequeno ou médio porte com carditarfamiliar, terem a
tendéncia a se aglomerarem em microrregides, agraslume do efluente
descartado nos rios e mananciais é considerad@otansinante ambiental
com uma elevada demanda bioquimica e quimica dgixi. No entanto,
este residuo apresenta uma composicado muito iséerescom potencial
para uso em novos produtos (AQUINO et al., 2015).

Neste processo, a microbiota selvagem se deserw@vesponsavel
pela producéo de enzimas amiloliticas e de acidg&n@os que atacam as
superficies dos granulos (CEREDA, 1987). Dois gsumte micro-
organismos sdo predominantes no processo de feagdendo polvilho
azedo. O primeiro grupo é constituido de algumaxeras com&andida.
krusei, Candida. tropicalis, Pichia. saitoi, Sacobayces cerevisiae,
Pichia. anbémala e Zygosaccharomyces bajliuma vez que estdo
envolvidas na hidrélise do amido (OYEWOLE, 2001)s€yundo grupo é
formado por bactérias acido-laticas, destacandm-génerolLactobacillus
(L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueekli. manihotvorang seguido
por Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pedias@dcactococcus
(MORLON-GUYOT et al.,, 1998; GUYOT; MORLON-GUYOT, 2@;
SILVEIRA et al., 2003; LACERDA et al., 2005). Estésctérias séo
conhecidas pela producdo de &cidos organicos, @ioyp@romaticos e
vitaminas, entre outras substancias durante o gsocOE VRIES et al.,
2006). Dessa forma, os acidos organicos estédoafrmtmte presentes na
composi¢do dos alimentos oriundos de fermentacacswamforma néo
dissociada, apresentando elevada atividade antibigora (LINDSAY,
2010), sendo uma forma natural de manter os alosergeguros
(DAVIDSON, 1997; NAZER, 2015).



O residuo deste processo, a ASFAM, tem sido estugad alguns
pesquisadores (AVANCINI et al., 2007; BIAZOTTO, 3)0AQUINO et
al., 2015; AQUINO, 2015), porém nenhum estudo erarmdo a capacidade
antimicrobiana deste material foi encontrado nardiura, tornando-se
importante a realizagdo de novas pesquisas em blasentificagcdo dos
compostos presentes e com potencial antimicrobibegies para verificar a
efichcia de cada composto contido na ASFAM podemtribwir para
atribuir uma finalidade a este residuo que futurdengpodera melhorar a
realidade de toda a cadeia produtiva do polvillezlaz

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a congdosde acidos
organicos na ASFAM, determinar sua concentracdotebeida e
bacteriostatica, frente a duas cepas bacterianasmgertancia em
intoxicagbes alimentaresStaphylococcus aureus Eschechia coli
utilizando como comparativo 0 comportamento degt@&so-organismos
frente a solu¢des padrées de &cidos organicos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Neste estudo, foi utilizada uma amostra de ASFAktida pelo
processo de fermentacéo tradicional (225 dias mecftacao), coletada em
polvilharia localizada na regido Sul do Estado det& Catarina, Brasil.
Esta foi transportada para o laboratdério, filtrasa pano dessorador logo
apos a chegada, acondicionada em frascos estoiiza armazenada em
freezer a -18 °C.

No dia anterior a realizacdo dos testes antimiarais, a 4gua foi
micro-filtrada em membrana de politetrafluoretilef®TFE) de 0,22 um
(Allcrom, Sao Paulo, Brasil) em ambiente asséptigarantindo a
esterilizacdo da amostra sem a perda dos comperesiteeis.

Para a determinacdo dos é&cidos orgénicos preseatesnostra e
para a elaboracdo das solucdes de &cidos utilizzatasa realizacdo das
analises microbioldgicas, foram utilizados os é&sidatico (pureza 90%) e
butirico (pureza 99,5%) da marca Fluka (Buchs, Suica), acéticoe@ar
99,8%) e propidnico (pureza99,8%) da marca Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). O metanol com grau HPLC foi adquirido daT. Barker
(Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ, EUA. A 4gua utiida para todas as
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andlises foi destilada e purificada em equipam&nuplicity (resitividade
18,2 MQ cm, Millipore, EUA).

Para a realizagdo das analises microbiol6gicasmfoetaboradas
solucdes estoques de todos os acidos com uma t@gEnde 10%. A
solucdomix foi elaborada a partir dos padrbes de acido latwetico,
propibnico e butirico na propor¢do de 1:1:1:1, tmbcom uma
concentracéo final de 10%, sendo composta por 2i&%ada acido em
questdo. A partir destas solucbes foram elabordoidas as solucdes
avaliadas.

2.2Métodos

2.2.1Caracterizacéo fisico-quimica da amostra

O pH foi determinado através da leitura em um pidenetro da
marca Quimis modelo Q 400 A (Diadema, Sao PaulasiBy em triplicata.
A acidez total titulavel (ATT) foi determinada atés do método oficial
950.07 da AOAC (2010).

Os sodlidos totais (ST) foram determinados por gnatiia, em
triplicata, com a pesagem de 10 mL da amostra eanapl de Petri,
previamente secas e taradas, que foram mantidastefia com circulacéo
forcada de ar (Marca Fabbe, Sdo Paulo) a 60 °@eaté constante

Os solidos sollveis totais (°Brix) foram determioswditilizando-se
um refratdmetro digital portatil (Quick-BriX 90, Columbus, Ohio, Estados
Unidos).

A identificacdo e a quantificagdo dos acidos omg@mpresentes no
residuo foram realizadas conforme o método despotoAquino et al.
(2015) utilizando-se um sistema de cromatogradfjaidia de alta eficiéncia
(CLAE) equipado com uma bomba quaternéria e umadesiicador (LC-
20AT), um injetor automatico (SIL-10A), com um loge 20 pL, um
detector de arranjos de diodo (SPD-M20A) operama@amprimento de
onda de 220 nm, controlados por uma estacdo dellimlifCBM-20-A),
com sistema de aquisi¢cdo de dados LC Solutionsv8adt todos fabricados
pela Shimadzu Corporation (Kyoto, Japao).

Como fase estacionaria, foi utilizada uma colun8,&ichrom (150
X 4,6 mm - Berkshire, UK). As fases moveis utiliazad com fluxo
isocratico de 0,6 mL.mih foram constituidas por solucéao de 4, 0,02
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mol.L'™t com pH 2,88 £ 0,2 (ajustado com acido fosféricajeemetanol,
98:2 para os &acidos latico, acético e propibnic@T@U; LOUKOU;
KARAVA, 2004), e 60:40 para o acido butirico.

2.2.2Atividade antimicrobiana

O efeito antimicrobiano foi estudado nas cepag&stgherichia coli
(ATCC 25922) eStaphylococcus aureyTCC 25923).As bactérias foram
ativadas em 5 mL de caldo BHI (infusdo de cérebooracdo), mantidas
em estufa bacterioldgica (Marca Edutec) a 35 °C2doh antes do inicio
dos testes. Para tanto, foram realizados dois iexpetos. No primeiro
experimento foi estudado o comportamento dos nocganismos frente
aos padrdes dos acidos organicos presentes na ASEaMificaram-se a
concentragdo minima inibitéria (CMI) e a conceréiagninima bactericida
(CMB) destes acidos. A partir dos resultados obtidealizou-se a curva de
crescimento microbiana destas bactérias submetgl&s1l e CMB de cada
acido. No segundo experimento foram realizados sigs de inibicdo de
crescimento focados no potencial bacteriostaticactericida da ASFAM.

2.2.2.1 Experimento 1: CMI, CMB e Curva de CrescitoaleE. coli e S.
aureusfrente a diferentes acidos orgéanicos

Para a determinacdo da CMI e da CMB dos acidoso|aticético,
propidnico e butirico sobre as cepasSleaureuse E. coli, uma algcada
destas bactérias foram inoculadas em tubos conténdoL de caldo
nutriente sendo incubados em estufa bacteriolégaral,5 h a 35 °C,
resultando em uma turvacédo correspondente a (eSodda de McFarland,
ou seja, em uma concentracdo inicial dé¢ LFC mL®, conforme é
recomendado na metodologia descrita para os TdsteSensibilidade a
Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéridzs Crescimento
Aerbébio (Norma M7-A6, NATIONAL COMMITTEE FOR CLINIBL
LABORATORY STANDARDS).

Aos tubos foram adicionados 100 pL da solucdo dagog
organicos em estudo. As concentracdes finais degms dos acidos
foram preparadas levando-se em consideragédo gatilmio caldo nutriente.
Foram testadas 12 concentra¢ées (0,01; 0,025; ©08; 0,10; 0,15; 0,20;
0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 2,00%) de todos os acidomo controle positivo
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e negativo foram utilizados ciprofloxacino (0,05 mg™) e agua Milli-Q,
respectivamente. Os tubos foram mantidos em eladterioldgica (marca
TECNAL, Modelo TE820) com agitacdo horizontal a°85 As avaliacoes
foram realizadas logo ap6s a inoculagéo e ap6s4Bihede incubacao, em
duplicatas, contando-se o0 numero de colbnias fasadtravés do
espalhamento em superficie no meio PCA e mantitlasstufa por 24 h a
35 °C. O experimento foi repetido trés vezes.

Neste estudo, considerou-se como a CMB a auséaaredcimento
de colénias bacterianas, apds 48 h de incubacéiuigio 10", e a CMI
caracterizou-se pela estabilizagdo da contagenrilogea de col6nias
bacterianas apds 48 h de incubacéo.

O comportamento da curva de crescimento microbianestudado
em frascos com 50 mL de Caldo Nutriente inoculacto® as bactérias
teste na concentracdo inicial de®10FC mL'. Aos frascos foram
adicionados concentra¢gfes dos &cidos organicosspmmdentes as CIM e
CBM e ciprofloxacino (0,05mg.mt) e &gua Milli-Q como controle
positivo e negativo, respectivamente e incubadoestufa bacteriolégica
com agitacdo (Marca TECNAL, Modelo TE820) a 35 A3. contagens
microbianas foram realizadas no momento da adig@@thostras e apoés 1,
2,4, 6,12, 24 e 48 h de incubacédo, em duplicatassuperficie no meio
PCA e mantidos em estufa por 24 h a 35 °C.

2.2.2.2 Experimento 2: Identificacdo do potencatimicrobiano da
ASFAM

- Método de difusdo em Agar

Foram realizadas as semeaduras das cepas pelo oméed
plagueamento em profundidade com meio de culturdieMdinton na
densidade de 2QUFC mL™. Apés a solidificacdo dos meios, através da
técnica de perfuracdo em Agar, foram feitos trésopocom 5 mm de
didmetro em cada placa, onde foram depositadosaela goco 32 pL da
ASFAM, do controle negativo (dgua Milli-Q) e do ¢abe positivo
(antibiético ciprofloxacino 0,05 mg mf). Em duplicatas, as placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica com temperati@a35 °C e as
avaliacdes foram realizadas ap6s 24 h, medindo-$@l®@ de inibicédo
formado em cada poco com paquimetro digital, maeeaTools, China.
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- Método de crescimento em caldo

Com este teste comparou-se o desenvolvimento nicrobdas
cepas em estudo, quando inoculadas em caldo rtatdentendo ASFAM.

Foram preparados trés frascos com caldo nutriesdeforme a
indicacdo do fabricante, o primeiro com agua Mjll{controle negativo), o
segundo com adicéo de ciprofloxacino (0,05 mg*nicontrole positivo),
no terceiro, a agua Milli-Q foi substituida pela M. Todos os caldos
foram filtrados através de membrana de PTFE de 024 Allcrom, Séo
Paulo, Brasil) em ambiente asséptico. Em seguida,meios foram
inoculados com as cepas 8eaureus E. colina concentracéo de lOFC
mL™? e os frascos foram mantidos em banho-maria a 380f€ agitacdo
constante por 24 h. No instante da inoculacdo s @ 1; 1,5; 2; 4; 6; 12
e 24 h foi realizada a inoculacdo das amostraséstrala técnica de
plagueamento em superficie em placas de Petri mdmtd®CA, em
duplicata. Ap6s 24 h a 35 °C, as placas foram adafi contando-se o
ndmero de colbnias formadas. O experimento foitidpdérés vezes.

3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo das aguas sobrenadantes da femtecdo do amido
de mandioca

A amostra de agua sobrenadante da fermentacdo o ade
mandioca utilizada para a realizacdo dos test@siargbianos apresentou
?H igual a 3,49 + 0,01, ATT igual a 13,53 + 0,06 d&.NaOH 0,1 mol L
/10mL, sdlidos totais somando 0,49 + 0,02 g 100'reLsolidos solGveis
totais de 1,40 + 0,00 °Brix.

Avancini (2007) avaliou a agua residual da fermgima obtida
através de processo realizado em laboratério e @wilharia, quanto as
caracteristicas quimicas, microbiologicas e to¥igimlas. Verificou-se que
esta agua possui uma baixa quantidade de sélits, teariando entre 1,7
a 6,0 g [Y) e, consequentemente de nutrientes, apresentansegaintes
caracteristicas quimicas: pH entre 3,0 e 3,7; éndecacidez de 21 a 68 mL
de NaOH N.100mt; 0,19 a 0,62 g de &cido latico.100ML

Na ASFAM estudada, as concentracdes dos acidosiocoga foram
determinadas em mg'lLsendo a de 4cido latico igual a 1332,78 £ 6,86 mg
L™ de &cido acético igual a 1764,04 + 9,51 mg tle acido propibnico
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igual a 1572,16 + 5,36 mg'll;e de &cido butirico igual a 4836,22 + 6,95,
totalizando 9505,2 mg't

Assim, a composicdo dos acidos organicos na amdstiaSFAM
utilizada neste estudo foi percentualmente de 0,d8%cido latico, 0,18%
de acido acético, 0,16 % de acido propibnico e 08e acido butirico,
sendo a concentracao total destes acidos de 0,95 %.

Aquino (2015) realizou um estudo detalhado em &sla@s
concentracdes de 4cidos organicos presentes dgstas e concluiu que as
concentragdes dos acidos podem variar principabmeain o periodo de
fermentacdo. Outros fatores como: local, tempesataurante a
fermentacao, tipos de tanques, uso de inoculoe entiras praticas podem
influenciar na composicao final de acidos organi@sautor, analisando
diferentes aguas de fermentacdo de amido de manaiacontrou valores
de acido latico entre <LOD a 2922,11 m'@ de acido acético entre 147,70
e 1764,04 mg T, de &cido propidnico entre <LOD e 1572,16 mgeLde
acido butirico entre 15,92 e 4836,22 my L

Demiate et al. (1999) estudaram o amido de mandtaentado
comercial verificando que os acidos orgéanicos gmeédantes neste
produto sdo os acidos latico, butirico, acéticaapipnico. O acido latico
correspondeu a cerca de 60 a 80% do total de a&eggnatto et al. (2009)
analisaram a presenca de acidos no mesmo tipo agtramencontrando os
acidos acético, latico e propiénico como os massgentes.

3.2 Experimento 1: CMI, CMB e Curva de Crescimentale S.aureus e
E. coli frente a diferentes acidos organicos

Os resultados dos estudos das CMIs e CMBs dasdeslute padrédo
dos acidos organicos latico, acético, propibniadgirito emix de todos os
acidos, podem ser observados na Tabela 1.

Analisando os resultados apresentados na Tabeld Agssivel
verificar que todos os acidos encontrados na ASFAMesentaram
atividade antimicrobiana sobi. coli e S. aureus quando testados de
forma isolada ou em conjunto. Pode-se observar ajlecoli € mais
sensivel aos &cidos acético, propibnico, butiricoae mix quando
comparado a&. aureus este, por sua vez, € mais sensivel ao 4cido,latic
quando comparadoE coli.
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Tabela 1 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concenfia¢ Minima
Bactericida (CMB) dos acidos organicos latico, imeétpropionico, butirico éix
(solugdo composta pelos quatro acidos em estudmesaa concentracéo) sobre
S.aureu E.coli, ap6s 48 h de incubacéo a 35 °C.

CMI e CMB (%)

Acidos S. aureus E. coli
CMI CMB CMI CMB

Latico 0,050 0,150 0,100 0,200
Acético 0,100 0,150 0,050 0,075
Propi6nico 0,100 0,250 0,050 0,075
Butirico 0,100 0,250 0,050 0,100
Mix 0,100 0,250 0,050 0,100
Controle negativo* Resistente Resistente ResistentdResistente

*Controle negativo: agua Milli-Q.

A maior resisténcia aos acidos organicos apresemedS. aureus
guando comparadda coli pode ser relacionada a constituicdo quimica da
parede celular destes micro-organismos. De acadp@oering (2014), o
principal componente da parede celular das bastériam polimero misto
de acglcares e aminoacidos, um peptideoglicano (na)reNas bactérias
Gram positivas, com&. aureusa mureina forma uma camada espessa,
podendo variar de 20 a 80 nm, tornando a pareddacaiais rigida,
suportando maiores pressdes quando comparada déridsacGram
negativas, como &.coli, onde a camada de mureina é mais fina, variando
de 5 a 10 nm, e mais complexa, pois apresenta amada externa de
lipopolissacarideos e lipoproteinas, proteinadolipddeos e porina, que as
tornam mais vulneraveis ao meio.

Tem-se assumido que a forma n&o dissociada dogsacidanicos
contribui de modo significativo para o seu efeitiraicrobiano, pois nesta
forma estes podem, facilmente, penetrar na membipitica da célula
bacteriana, e uma vez dentro do citoplasma celdam pH neutro,
dissociam em anions e prétons, causando problearasgs bactérias, as
quais devem manter o pH do citoplasma proximo arakdade para
sustentar as macromoléculas funcionais. E compar@acédo de prétons
ocorre o consumo de adenosina trifosfato (ATP)laelem excesso que
resulta no esgotamento da energia celular (RICKIB32 DAVIDSON,
2001). No entanto, os mecanismos de acdo dos agoidésicos ndo séo
totalmente compreendidos e ndo devem ser atribsidoente a acdo do
pH, pois estéo relacionados, também, com a natuiezacidos (BACK et
al., 2009; EDELSON-MAMMEL et al., 2006; LEE et &2002; BARKER,
PARKER, 2001.)
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No presente estudo foi verificado que a concentralgi0,15% de
acido latico teve acao bactericida p&aaureusapds 12 h de incubacéao
(Figura 1 A) e pard&. coli apés 4 h (Figura 2 A). Wang et al. (2015)
pesquisaram 0 mecanismo de acdo do &cido laticee 96b coli, S.
enteritidise L. monocytogenes encontraram uma CMB de 0,25 % para a
E. coli. Estes autores relacionaram a agédo do acido Edicompimento da
membrana citoplasmética e ao dano da estrutur@célitiar das bactérias
comprometendo a atividade das proteinas bacteriaaasando mudancas
morfologicas e fisioldgicas a estas células. Olavet al. (2010) verificaram
as CMIs de 0,6 pL mt e de 2,5 uL mt de &cido latico e de acido
acético, respectivamente, par&.caureus.

Back et al. (2009) estudaram a acao antimicrobienalguns acidos
organicos, entre eles os 4&cidos latico, acético repigmico, em
concentracdes de 1 mol*LsobreE. sakazakiie verificaram que os trés
acidos apresentaram um forte efeito de inibicadaesenvolvimento desta
bactéria. Nazer et al. (2005) observaram a ac&erizda dos acidos latico
a 60 m mol [* (0,54 %) e acético a 50 m mof (0,3 %) sobr&Salmonella
sv. Typhimurium respectivamente. No estudo realizado por OH et al
(1993) foi evidenciada a acdo do acido latico a50% sobrel.
monocytogenes.

Fraise et al. (2013) observaram que a sensibilidad®. aureusao
acido acético é dependente da cepa e constatozoquentracdes de 0,312
e 0,625% podem ser consideradas como CMI, depead@adcepa em
teste. Utyama (2003) relatou que a CMB do &cidti@réobreE. colie S.
aureusfoi de 0,25%. Benassatti et al. (1994) concluiu quicido acético
foi eficaz contra as mesmas bactérias em concéesaguperiores a 0,5%.
No presente estudo, ndo foi observado o crescimantdinal de 48 h de
incubacao, de colbnias d& coli com a concentracdo de 0,075% eSde
aureuscom 0,15% de &cido acético (Tabela 1).

Com o &cido propibnico houve a reducéo da contatgeoolbnias de
S. aureugjuando adicionado a 0,10 % e, as mesmas, nao fdraenvadas
ao final de 48 h de incubacdo quando a concentrfac@le 0,25 % (Figura
1 C). AE. coli foi mais sensivel a este acido, ndo sendo visaddiz
crescimento de colbnias quando utilizada a coraefidr de 0,075 %
(Figura 2 C). Concentragdes proximas as encontraésie estudo foram
descritas por Wang et al. (2014), onde a adi¢cdbda mol L* (0,18 %) de
acido propibnico resultou em um decréscimo de 1, ey concentracdo de
S. aureu® a inibicdo completa ocorreu com 100 m mol(D,74 %). Este
autor também encontrou uma sensibilidade maior pamali, que teve seu
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crescimento diminuido com 10 m mof (0,07 %) e foi eliminada com 50
m mol L! (0,37 %) deste acido. BASF Corporation (1998)adkit por
Haque et al. (2009), atribui a concentracédo de 932%e acido propidnico
como a CMI para as bactéri@saureug E. coli.

O acido propidnico na forma nao dissociada é sbEwelipideos e,
por isso, possui facilidade para penetrar as chalarobianas (HAQUE et
al.,, 2009). Wang et al. (2014) estudaram o mecanidenacédo do 4cido
propibnico e concluiram que o mecanismo letal dpstie ser atribuido a
reducdo do pH citoplasmatico.

Estudos envolvendo o &cido butirico sdo mais essass
provavelmente, o interesse em pesquisar este &xfip menor em
comparagao com outros acidos orgéanicos devido moder desagradavel.
Neste trabalho verificamos que a concentracaod@&s0jo acido butirico é
a concentracéo bacteriostaticaleaureugFigura 1 D) e bactericida para a
E.coli (Figura 2 D). A concentracdo de 0,25 % apresdpitbdetal pares.
aureus Sun et al. (1998) pesquisaram a acao antimianaldaste acido em
varias bactérias, entre elagacoli e constataram que a concentracdo de 5
m mol L* (0,04 %) diminuiu o crescimento e a de 10 m mbdl(Q,09 %)
foi considerada bactericida para esta bactériasEmttores revelaram uma
grande dependéncia da eficacia do &cido butiricopbo do meio,
observando que em pH maior que 5,5 h& inibicdo mesconento das
bactérias, no entanto é substancialmente menoekagéo ao pH 5,0. Em
pH 6,0 as cepas foram pouco afetadas, mesmo nardoagdo de 40 m
mol L™ (0,35 %).

O mecanismo de agdo do &cido butirico em céluletetianas pode
ser explicado pela sua difusdo para o interior éala quando o meio
ionizado excede 2-3 mM, podendo resultar: (a) nalifmacdo do
citoplasma, (b) na dissociacdo da forca motrizdtewo direcionamento da
sintese de ATP e formagdo de prétons a partir danieacdo do acido
butirico e (c) em efeitos tdxicos desconhecidosres@nzimas ou na
regulacao génica (SUN et al. 1998).
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Figura 1 - Dados experimentais para o crescimento microbian&.daureus na
presenca de diferentes acidos organicos nas paméih e durante 48 h. A: Acido
latico; B: Acido acético; C: Acido propidnico; D:cilo butirico e E: Mix (solugéio
composta pelos quatro acidos em estudo, ha mesmarntoacio.

* CMI: Concentracdo Minima Inibitéria; CMB: Concea¢do Minima
Bactericida; C. negativo: agua Milli-Q; C. positiolugdo de ciprofloxacino (0,05
mg mL?)
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Figura 2 - Dados experimentais para o crescimento micrabida E. coli na
presenca de diferentes acidos organicos nas pasnéih e durante 48 A: 4cido
latico; B: acido acético; C: acido propibnico; ido butirico e Emix (solucéo
composta pelos quatro acidos em estudo, na mesmardoacao).

* CMI: Concentracdo Minima Inibitéria; CMB: Concea¢do Minima Bactericida;
C. negativo: &gua Milli-Q; C. positivo: ciprofloxao (0,05 mg mL)
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3.3 Experimento 2: Identificagdo do potencialantimicrobiano da
ASFAM.

Assim como a composi¢do dos acidos organicos nasteande
ASFAM, outro fator importante que deve ser considerpara a eficacia
ASFAM é o pH do meio, uma vez que este é um dosdatdeterminante
para o desenvolvimento microbiano. No teste dectmnemto microbiano
valor do pH no tubo com o caldo nutriente e ASFAde 5,0, ja que nc
controles negativos e positivos, o valor do pH @® 9,0 e 7,C
respectivamente.

A partir do teste de difusdo em &gar, pedepredizer que
ASFAM apresenta acdantimicrobiana sobre as cepas estudadas (T
2). Observowse a presenca de um halo de inibicdo ao redor dpss
preenchidos com o residuo em estudo, indicando guatividade
antimicrobiana sobre 8. aureuqFigura 3 A) ocorreu com a formacéo
halo no periodo de até 48 h de incubacaoe p&radd ocorreu em 24 h
aumentou durante as 48 h de incubacéao (Figura 3 B).

Figura 3 - Teste de difusdo em agar p&aaureuqA) e E. coli (B) apds 48 h d
incubacgéo a 35 °C

T: ASFAM em teste;
+: controle positivo (ciprofloxacino 0,05 mg M.
-: controle negativo (agua Milli-Q).
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Tabela 1- Atividade antimicrobiana da ASFAM sob®e aureu® E. coli
Halo de inibicdo (mm)

S. aureus E. coli
24 h 48 h 24 h 48 h
ASFAM 0,0 3,5 3,0 4,5
Controle positivo 17,0 9,0 35 3,0
Controle negativo 0,0 0,0 0,0 0,0

Controle positivo (ciprofloxacino 0,05 mg f);
Controle negativo (agua Milli-Q).

Assim como no teste de difusdo em 4gar, os testesedcimento
em caldo, também demonstraram a atividade antibigmma da ASFAM.
Os testes de crescimento microbiano em caldo sésidevados mais
precisos quando comparados aos de difusdo em @marnestes ocorre
uma maior interacdo entre 0 agente antimicrobias® leactérias.

O S. aureus(Figura 4) apresentou uma resisténcia maior aos
agentes antimicrobianos da ASFAM em relac@ ali (Figura 5). Neste
estudo o desenvolvimento da. coli foi totalmente cessado com a
incubacao por 1,5 h e® aureuem 24 h.

Pode-se explicar a acdo da ASFAM exercendo unoefaiis lento,
porém ndo menos intenso sobr&.caureusguando comparado B. coli,
observando o efeito individual dos &cidos sobra espa. OS. aureus
apesar de ser sensivel a concentragfes baixagddéico (CMI a 0,05 %

e CMB a 0,15 %), somente apés 48 h nao foi possaiddterminacdo de
colbnias visiveis (Figura 1 A). As solu¢bes doglésiacético (CMB 0,15
%), butirico (CMB 0,25 %) e mix foram as que, isoladamente, exercem o0s
efeitos mais rapidos sobreso aureug12 h)

Com a ASFAM ocorreu a formacao de halo em 48 hS aureus
ndo foi quantificado no teste de crescimento endocalom 24 h de
incubacdo. Apesar da concentracdo total de aciddy3b % na ASFAM
ser bastante superior aquela testadanno(0,1 %), o tempo de incubagéo
para a inibicdo do crescimento ndo diminuiu, og,sefempo de contato na
solucdo antimicrobiana é mais relevante para acémbdo crescimento do
S. aureuslo que a concentragéo total de acidos.
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Figura 4 - Dados experimentais do crescimento microbianoSdeaureusna
ASFAM nas primeiras 6 h e durante 24 h.

Controle positivo: ciprofloxacino (0,05 mg m); Controle negativo: agua Milli-Q.
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Figura 5 - Dados experimentais do crescimento microbian&.deoli na ASFAM
nas primeiras 6 h e durante 24 h.

Controle positivo: ciprofloxacino (0,05 mg m); Controle negativo: 4gua Milli-Q.
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Tendo em vista estes resultados podemos atribuiefato
antimicrobiano mais lento da ASFAM a composicao écgos organicos
desta amostra e a estrutura mais resistente dedesacelulares da bactéria
S. aureus Provavelmente o residuo tenha levado um maiopdepara
permeé-la, explicando o maior tempo para cessauodssenvolvimento
em relagéo &. coli

Verificamos a atividade antimicrobiana da ASFAM rgoh E.coli
como o melhor agente antimicrobiano estudado neatmalho, sendo
superior inclusive ao controle positivo para esjgac Observando os acidos
isoladamente, pode-se verificar queeacoli foi mais sensivel ao acido
latico (CMB 0,2 %), ndo sendo possivel a contageas & h de incubacéo.
Os demais acidos tiveram acgéo antimicrobiana setaente em incubacgéo
por 48 h, no entanto as concentracfes de CMI e @btBacidos acético,
propidnico, butirico enix foram muito mais baixas do que a encontrada na
ASFAM.

Com base no exposto pode ser afirmado que a coac@atdos
acidos tem influéncia direta no tempo de inibicdo Ed coli. Quanto
maiores as concentracdes mais rapida se da a bamtieriana. No entanto,
devido a intensidade da atividade antimicrobianASBAM acredita-se ser
possivel que ocorra alguma interacdo entre esigssaocu com algum outro
agente antimicrobiano presente nestas aguas derfexgdo do amido de
mandioca.

4 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, neste estudo, roumiise a
atividade antimicrobiana da ASFAM frent&SaaureugATCC 25923)eE.
coli (ATCC 25922). Pode-se atribuir esta propriedadeaa@os organicos
presentes neste material, levando em consideragéotaglos os acidos
estudados possuem atividade antimicrobiana, mesmacancentracdes
inferiores as encontradas na ASFAM. No entantojsttegi-se que a
ASFAM tem um efeito inibitério mais rapido sobie coli quando
comparado aos acidos testados e que, possivelmestie, efeito esta
diretamente relacionado a concentracdo dos aciésenes ou a um efeito
sinérgico entre os 4cidos ou ainda a existéncalglen outro composto ou
molécula na ASFAM que potencializa esta agdo, urea gue sua
composi¢do ndo foi completamente caracterizada. detno lado, este
estudo revelou que pafa aureuso aumento da concentracdo dos acidos
presentes na ASFAM néo foi determinante para acago do efeito
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antimicrobiano e que este efeito se mostrou depe@ddo tempo de
contato. Estas informacdes podem servir como barsegstudos visando a
aplicacdo das aguas obtidas da fermentacdo do ameidmandioca em
produtos como biofilmes ou coberturas para proteedalimentos.
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CAPITULO 3

INIBICAO IN VITRO DE Botrytis cinerea, Monilinia fructicola E
Colletotrichum gloeosporioides PELAS AGUAS SOBRENADANTES
DA FERMENTACAO DO AMIDO DE MANDIOCA E SEUS
ACIDOS ORGANICOS
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Inibicdo in vitro de Botrytis cinerea, Monilinia fructicola e
Colletotrichum gloeosporioides pelas dguas sobrenadantes da
fermentacdo do amido de mandioca e seus acidos anigZbs

Resumo

Durante a etapa de fermentacdo do amido de mandiwoaesso que
origina o polvilho azedo, é gerado um residuo tiguineste estudo
denominado &gua sobrenadante da fermentacdo dm afmidnandioca
(ASFAM), que possui uma elevada carga de compostbéveis e
suspensos. Este residuo é descartado no ambieptelee gerar danos
ambientais. Alternativas para transformar esteeafftl da agroinddstria do
polvilho azedo em uma matéria prima estdo de acoodo a necessidade
de substancias naturais e nao téxicas para uscemangdo de doencas na
pos-colheita de frutas. O objetivo deste estudogf@ntificar os acidos
organicos presentes em ASFAMs com diferentes asig&&SFAM 1,
ASFAM 2 e ASFAM 3) e avaliar a atividade antimiciania, visando uma
possivel aplicacdo deste residuo. Foi estudadeito efe trés ASFAMs e
dos padrbes dos acidos organicos (acidos laticéticag propibnico e
butirico) de forma isolada ou em conjunto sobreesedvolvimento e
crescimento deBotrytis cinerea, Monilinia fructicolae Colletotrichum
gloeosporioidesavaliando-se: 1- a germinacdo conidial, onde pensfio
conidial foi feita com o residuo ou com as solugii@das; 2- 0 crescimento
micelial, avaliado em placa de Petri contendo BDWey sobre o meio, 200
uL do residuo foram espalhados com uma alca de IBkig&- a inibicdo
do crescimento micelial sobre a area da placa coesiduo, onde 100L
do residuo foram espalhados com uma alca de Dkigats meia placa.
Através dos resultados obtidos, verificou-se qUASISAMS tiveram efeito
antimicrobiano sobre os trés fungos estudados. ttamentos com a
ASFAM 2, nenhum conidio germinado foi visualizadesultado igual ao
controle positivo. Nos tratamentos com as ASFAMs3, para os conidios
de B. cinereae C. gloeosporioidestambém nao foi visualizada nenhuma
germinacdo. Os acidos acético, propibnico, butiei@omix também foram
efetivos na reducdo da germinacdo conidial. Natisaséde crescimento
micelial observou-se que o crescimento foi estatistente menor, em
relacdo ao controle negativo, para todos os funggstratamentos com as
ASFAMs e com a solucdo padrdo de acido butiricoo J&rescimento
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micelial lateral foi afetado em todos os tratamerpiara as trés espécies
estudadas.

Palavras-chave Polvilho azedo. Aguas residuais. Atividade amifiza.
Botrytis cinérea. Monilinia fructicola.Colletotriehm gloeosporioides
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In vitro inhibition of Botrytis cinerea, Monilinia fructicola and
Colletotrichum gloeosporioides by cassava starch fermentation
wastewater and its organic acids

Abstract

During the stage of fermentation of cassava stgmatess which originates
the sour cassava starch, it is generated a liqastey in this study named
supernatant water of fermentation of cassava stgk&8frAM), which has
an elevated charge of molecules in suspensionlobisped. This waste is
rejectedin the environmentand can generate envieatah damages.
Alternatives to transform this effluent of agroisthy of sour cassava starch
into a raw material meet the necessity of natunal @on-toxic substances
for use in the prevention of diseases in the pastdst of fruit. This study
aimed at quantifying the organic acids present ia ASFAMs with
different origins (ASFAM 1, ASFAM 2 and ASFAM 3) drevaluate the
antimicrobial activity, aiming at a possible apption of this waste. It has
been studied the effect of three ASFAMs and padtexhorganic acids
(lactic, acetic, propionic and butyric acids) singdr together on the
development and growing dBotrytis cinerea, Monilinia fructicola and
Colletotrichum gloeosporiodesvaluating: 1- conidial germination, where
the conidial suspension was carried out with thetevar with the acid
solutions; 2- the mycelial growth, evaluated inrPeish containing BDA
where, upon the environment 200 of waste was spread with a Drigalski
handle; 3- the inhibition of mycelial growth onethlldish area with the
waste, where 10QL of waste were spread with Drigalski handle infhal
dish. Through the results obtained, it has beeifiie@rthat the ASFAMs
had antimicrobial effect on the three fungi studikdthe treatments with
ASFAM 2 none germinated conidia were visualizedjadgesult to positive
control. In the treatments with the ASFAMs 1 andds,the conidia oB.
cinerea and C. gloeosporiodeis has not also visualized any germination.
The acetic, propionic, butyric and the mix acidgevalso effective in the
reduction of conidial germination. In the analysfsmycelia growth, it has
been observed that the growing was statically ®maih relation to
negative control, for all fungi in the treatmentiéhathe ASFAMs and with
the pattern solution of butyric acid. On the othand, the lateral mycelial
growth was affected in all treatments for the trspecies studied.
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1 INTRODUCAO

O processo de producdo do polvilho azedo envolierraentagao
natural do amido de mandioca e produz um residwidid, rico em acidos
organicos, tradicionalmente empregados na cons@valg alimentos,
sendo o principal deles, o &cido propiénico, pooSnécidos latico, acético
e butirico também podem exercer acdo protetoraliemergos. No entanto,
este residuo ainda pouco estudado €, até o montent@ado diretamente
no ambiente contribuindo para aumentar o riscoat®sl ambientais.

Muitas propriedades funcionais, ja evidenciadasenmentacao do
polvilho azedo, podem estar relacionadas aos addynicos presentes
nas aguas residuais da fermentagcdo. Apesar desexienestudos do
polvilho azedo e suas propriedades (CARDENAS; BUEKIL1980;
CEREDA; BONASSI, 1985, ASCHERI, 1992; CEREDA, 1993;
ASCHERI; VILELA, 1995; CARVALHO; CANHOS; VILELA, 195;
PLATA-OVIEDO; CAMARGO, 1995; 1998; MESTRES; ROUAU997;
DEMIATE et al., 1999; LACERDA et al., 2005; MARCO®#L al., 2006;
MARCON, 2009; MARCON et al., 2009) ndo foram encadbs trabalhos
considerando a agua residual da fermentacdo ddlhmolazedo com
potencial antifingico.

O “setor polvilheiro” € composto, em sua maioriay pequenas
unidades familiares muito rudimentares. No entamias tecnologias tém
sido ansiadas pelas pessoas envolvidas neste logio, alternativas para
transformar o residuo desta agroindustria em umariagprima estdo de
acordo com a necessidade de substancias naturagstéxicas para uso na
prevencédo de doengas na pos-colheita de frutas.

As pesquisas e o0 desenvolvimento de produtos lgfpaaa serem
utilizados como agrotéxicos no controle da detagéo de frutos por
fungos na pés colheita deve ser encorajada ja godcdade, pelo menos
em niveis de administracéo oral, é comprovada édrde consumo destes
por milhares de anos. Pela seguranca que os psodatorais representam
para os animais e para 0 ambiente, a pesquisaesemvblvimento de um
novo produto representam um custo e um periodemded muito menor
para o registro e disponibilizacdo no mercado, elacéo a um produto
sintético.

Os fungosB. cinerea, M. fructicolae C. gloeosporioides sdo
responsaveis pelas perdas de uma grande variegaffetas e possuem
importancia em varias culturas da regido Sul dsiBrastes fungoscausam



100

doencas como o mofo cinzento em morango, a podfdéta em péssego
€ a antracnose em mamao, respectivamente.

Visando formular uma fundamentacao tedrica paraesanismos
de protecdo de frutos pds-colheita, este trabalhmoda objetivo de verificar
como trés espécies de fungos se comportam quabdwetdos a diferentes
testes antimicrobianos com as 4guas sobrenadaatdsrmientacdo do
amido de mandioca (ASFAM) de diferentes origenssfigar se a acao
antimicrobiana tem relagdo com os acidos orgarioafidos nesta matéria
prima, uma vez que nao ha relatos publicados dedasopropriedades
antimicrobianas deste material.

2 MATERIAL E METODOS

Para estudar a capacidade antifungida, vitro, das &guas
sobrenadantes da fermentacdo do amido de mandi&®BAM), foram
medidos o indice de velocidade de crescimento ic@VCM) e a
germinacédo conidial de trés espécies de fungosrtamges na pds-colheita
de frutas e hortalicas. O experimento foi realizawo Laboratério de
Interacédo Planta-Patdgeno do Departamento de &itinssle da Faculdade
de Agronomia ‘Eliseu Maciel’ da Universidade Fedleta Pelotas, Rio
Grande do Sul.

2.1 Material

Foram estudadas trés amostras de aguas residupiodizcdo do
amido de mandioca obtidas de trés empresas dodedta&anta Catarina,
denominadas: ASFAM 1 — amostra oriunda da cidad8&teJoéo do Sul,
ASFAM 2 — amostra oriunda da cidade de lbirama M8 3 — amostra
oriunda da cidade de Agronémica. A coleta seguiu plemejamento
considerando a representatividade das empresasad@peo que foi
avaliado mediante visitas e coleta de dados qa#iutis da producéo destes
residuos. As ASFAMs foram acondicionadas em embakbigienizadas e
transportadas para o Laboratério de Tecnologiardéas e Hortalicas —
UFSC no mesmo dia da coleta. Foram realizadasdisemfisico-quimicas
(pH, acidez titulavel e solidos sollveis totais)ah@gada das amostras, as
guais foram armazenadas em freezer a -18+1 °C.
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Antes da realizacdo dos testes antimicrobiano®SEAMs foram
microfiltradas em membranas de politetrafluoretldRTFE) de 0,22 pm
(Allcrom, S&o Paulo, Brasil).

Para a elaboragdo das solucdes padrbes dos adilirsdos na
determinacdo dos Acidos organicos presentes nastrame na realizac&o
das andlises microbiolégicas, foram utilizados @das: latico (pureza 90
%) e butirico (pureza 99,5 %) da marca Fluka (Buchs, Suica), acético
(pureza> 99,8 %) e propidnico (pureza99,8 %) da marca Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). O metanol com grau HPLC faigairido da J. T.
Barker (Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ, EUA. A 4guailizada para todas
as analises foi destilada e purificada em equiptoneBimplicity
(resistividade 18,2 K2 cm, Millipore, EUA).

2.2Métodos

2.2.1Caracterizacéao fisico-quimica das ASFAMs

O pH das amostras foi determinado através da deieam um
potencidmetro da marca Quimis modelo Q 400 A (DisleSao Paulo,
Brasil), em triplicata. A acidez total titulavelifdeterminada através do
método oficial 950.07 da AOAC (2010).

Os soélidos totais (ST) foram determinados por gnatiia, em
triplicata, com a pesagem de 10 mL da amostra eanagl de Petri,
previamente secas e taradas, que foram mantid&stefa com circulagédo
forcada de ar (Marca Fabbe, Sdo Paulo) a 60 °Qest# constante

A identificacdo e a quantificacdo dos acidos omg@npresentes nas
ASFAMs foram realizadas conforme o método desgrip Aquino et al.
(2015) utilizando-se um sistema de cromatografjaidia de alta eficiéncia
(CLAE) equipado com uma bomba quaternaria e umadesijcador (LC-
20AT), um injetor automético (SIL-10A), com um loa® 20 pL, um
detector de arranjos de diodo (SPD-M20A) operamal@amprimento de
onda de 220 nm, controlados por uma estacdo dallhmifCBM-20-A),
com sistema de aquisi¢do de dados LC Solutionsvait todos fabricados
pela Shimadzu Corporation (Kyoto, Japéo).

Como fase estacionaria, foi utilizada uma colun8,Eichrom (150
X 4,6 mm - Berkshire, UK). As fases moveis utiliaad com fluxo
isocratico de 0,6 mL mih foram constituidas por solucéo de R, 0,02
mol L™ com pH 2,88 + 0,2 (ajustado com &cido fosféricajeemetanol,
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98:2 para os &acidos latico, acético e propibnic@TR@U; LOUKOU;
KARAVA, 2004), e 60:40 para o &cido butirico.

2.2.2 Preparo Das Solugdes Com Os Padrdes Dos Asiddrganicos
Para Os Testes Antifungicos

Para comparar o efeito das ASFAMs com os padrdeécitios,
foram elaboradas as solugbes dos acidos laticdicacéoropidnico e
butirico nas mesmas concentracdes encontradasPaM\Sitilizando-se a
maior concentracdo de cada acido entre as ASFAMIadas (Tabela 3).
Para a realizacdo das andlises microbiolégicaanfalaboradas solucdes
estoques de todos os acidos com uma concentrac%eA solucao mix
foi elaborada a partir dos padrdes de acido laagoetico, propibnico e
butirico na proporcao de 1:1:1:1, também com umeeatracdo final de
10 %. A partir destas solucdes, foram elaboradiestas soluctes testadas.

2.2.30btencao e isolamento dos patdgenos

A atividade antimicrobiana das ASFAMs foi estudadbre as cepas
de Botrytis cinerea, Monilinia fructicola e Colletotfium gloeosporioides,
isoladas de frutos de morango, péssego e mam@ectemmente, em fase
inicial de desenvolvimento das lesdes. Os frutosmiwango foram
adquiridos diretamente do produtor no municipidvitero Redondo (RS),
no dia em que foram colhidos, e foram acondiciosadn cAmara Umida a
25 °C para o desenvolvimento flngico. Os péssegos as lesfes
caracteristicas foram colhidos na estacdo expet@nela EMBRAPA
Clima Temperado localizada na cidade de Pelotas #utos de mamaéao
com as lesBes ja desenvolvidas foram adquiridosuemsupermercado
também na cidade de Pelotas (RS).

Por meio de isolamento direto, as estruturas fasg@aracteristicas
das lesdes causadas pelos fungos em estudo faasfetidas para placas
de Petri contendo o meio de cultura BDA (Batataifese-Agar), com
auxilio de estilete, em camara de fluxo em condicéesépticas. Em
seguida, as placas foram acondicionadas em esfifd@ com fotoperiodo
de 12 h.
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2.2.4 ldentificagdo do potencial antimicrobiano das ASFAM e dos
padrdes dos &acidos organicos encontrados neste &tk

Para medir o efeito antimicrobiano das ASFAMs e piadroes dos
acidos organicos, foi elaborado um delineamentem@xgntal conforme a
Tabela 1.

Os dados foram analisados através do software tAissis/ Beta
(2015). Os quais foram submetidos a analise dénad (ANOVA) e teste
de comparacédo de médias de Tukey, com significatec&% < 0,05).

Tabela 1- Delineamento experimental para verificar a acAtimacrobiana das
ASFAMs e dos padrdes dos acidos organicos estudados

Variaveis independentes

Tratamento Variaveis
Suspensodes/solucdes C dependentes
epa
testadas
P1 *ASFAM P1 Crescimento
P2 ASFAM P2 microbiano
P3 ASFAM P3 B. cinerea
Al A Ati . *%
AC' Ial'fx.) AC' Iat,lc.o C. gloeosporioides IVCM
Ac. acético Ac. acético .
P . P o M. fructicola .
Ac. propionico Ac. propionico Crescimento
Ac. butirico Ac. butirico microbiano lateral
Mix Mix
Controle negativo — Agua mineral Germ_ln.a(;ao
conidial

Controle positivo — Estreptomicina

*ASFAM: Agua sobrenadante da fermentac&o do am@mandioca
**[VCM: Indice de velocidade de crescimento micklia

2.2.5Analises

2.2.5.1 Germinacéo conidial

Para cada tratamento foi utilizada uma placa dei Betm uma
cultura fangica com 10 a 15 dias de crescimento. €&da placa,
depositaram-se 5 mL de amostra em estudo e 10 [liwden 20 e, com
uma alca de Drigauski, obteve-se uma suspensaondiéias e micélio. As
suspensbes foram filtradas em gaze e a quantidadeodidios foi
determinada pela contagem em uma camara de Newlsanelo ajustadas
para a concentracdo de’I®nidios mL’. Placas de Petri de polietileno de
90 mm foram divididas em quatro quadrantes e, eta cpuadrante, se



104

depositou uma gota de 40 pL da suspensdo condialfriplicata. Em
seguida, cada placa foi acondicionada aberta detdgrama caixa tipo
gebox desinfectada, forrada com papel umedecido @gua esterilizada
formando uma camara umida. As suspensoes forarhddes a 27 °C, 100
% de UR e fotoperiodo de 12 horas luz. O crescimdangico foi
paralisado pela adicdo deub de lactofenol e L de Azul de Amann. A
geminacdo conidial foi avaliada apés o periodo mmubacdo (tempo
determinado através de testes preliminares). Raeandinar a germinacao
conidial, avaliou-se microscopicamente (200x) 5Midims por gota.
Conidios germinados foram considerados aqueles apresentavam
apressorio séssil ou um tubo germinativo maioru ajlargura do préprio
conidio. O experimento foi realizado duas vezesa paada fungo em
estudo.

2.2.5.2 Crescimento micelial

O teste foi implantado em placas de Petri de pleliet, de 60 mm
de diametro, contendo meio de cultura nutritiveaparescimento de micro-
organismos BDA (Barata-dextrose-agar). Sobre o mleicultura foram
depositados 200 pL de cada solucdo em estudo sesdalhados
uniformemente com uma al¢a de Drigauski. Para tre¢ele cada placa foi
transferido um disco com 8 mm de diametro de nacéBpicado de uma
colénia com 10 dias de crescimento em meio BDA.sA@Gepicagem, as
placas, vedadas com filme PVC, foram alocadas éandsacrescimento e
mantidas a 24 °C, com fotoperiodo de 12 horaszleabé o micélio atingir
mais de 2/3 da placa. Foram utilizadas 3 repetigiestratamento e o
experimento foi repetido duas vezes.

A avaliagdo do crescimento micelial foi verificgaiela quantificacdo
diaria da coldnia, obtida pela média de duas mediiametralmente
opostas, utilizando-se paquimetro digital, em nathos (mm) e o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM) foi cdimlp segundo férmula
adaptada por (ARAUJO et al., 2008) (Equacio 1).

IVCM3 (D-DA)/N Q)
Onde:
IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial
D= diametro micelial médio atual;
Da = diametro médio anterior;
N = nuamero de dias apds a repicagem.
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2.2.5.3 Crescimento micelial lateral

O teste de crescimento micelial lateral foi realizado mediante
utilizacdo de placas de Petri de polietiieno, de 60 mm de diametro,
contendo meio de cultura nutritivo para crescimento de micro-organismos
BDA (barata-dextrose-agar), as quais foram divididas ao meio. Foram
espalhados uniformemente, com al¢a de Drigauski, 100 uL de cada solucao
em um dos lados da placa. Para o centro do hemisfério da placa sem
solucéo, foi transferido um disco de micélio com 8 mm de didmetro,
repicado de uma colbnias com 10 dias de crescimento em meio BDA. Apds
a repicagem, as placas foram vedadas com filme PVC e mantidas em sala
de crescimento, a 24 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas 3
repeticbes por tratamento e o experimento foi repetido duas vezes. O
crescimento lateral foi avaliado visualmente a cada 24 horas observando-se
a érea do hemisfério da placa, contendo as solugbes em estudo, atingida
pelos micélios (0; 12,5; 37,5; 62,5 e 87,5 %).

3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo das aguas sobrenadantes da fermentacdo do amido
de mandioca

Na Tabela 2 podem ser observados os resultados de pH, acidez
titulavel, solidos totais e de sélidos solUveis das aguas sobrenadantes da
fermentacdo do amido de mandioca, oriundas de trés produtores do Estado
de Santa Catarina, as quais foram utilizadas para a realizacdo dos testes
antimicrobianos.
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Tabela 2 - Acidez, pH, sélidos totais e sélidos soluveis dguas de fermentacéo
dos amidos de mandioca (ASFAM) oriundas de tréduyiomes do Estado de Santa
Catarina.

Acidez titulavel Sélidos totais Sélidos
Amostra pH (mL de NaOH 0,1 (g 100mL?) solluveis
Mol L™Y10mL) 9 ( Brix)
ASFAM 1 3,40+0,00 15,02+0,00 0,17+0,0% 0,4
ASFAM 2 3,50+0,01 9,50+0,08 0,15+0,00 0,8
ASFAM 3 3,61+0,01 9,69+0,05 0,16+0,0%" 1,0

* Para cada analise realizada os valores compasamexias dos diferentes
produtores de amido de mandioca fermentado, médigsidas da mesma letra na
coluna nao diferem significativamente (p<0,05) pedste de Tukey.

ASFAM 1 — Origem: S&o Joao do Sul; ASFAM 2 — Origébirama; ASFAM 3 —
Origem: Agronémica

Os amidos de mandioca apresentam caracteristiodarsis, porém
diferencas ocorrem devido as condicbes edafocliamitiem que séo
produzidos, resultando em granulos com grandesedifas de tamanho, o
gue pode afetar a acdo enzimatica durante a feag@mtEsta pode ser uma
das causas que modificam as caracteristicas daodososolluveis e
suspensos da agua de fermentacdo, de acordo caocrloein que séo
produzidos.

Outra diferenca entre as regifes séo as espécmiaeorganismos
recorrentes, que podem contribuir para a variagi@lguns parametros,
especialmente a acidez, que corresponde ao pKaikspedos acidos
organicos desenvolvidos na fermentacdo do amidoatlioca.

Os sdlidos totais contidos na agua de fermentagh@amido de
mandioca, provavelmente sdo constituidos por fratwsede moléculas de
amilose e de amilopectina, além de acidos orgamates células residuais
de micro-organismos.

Avancini (2007) estudou a agua residual da ferng@iota obtida
através de processo realizado em laboratério e @wilharia, quanto as
caracteristicas quimicas, microbiolégicas e to¥igwmias. Verificou que
esta 4gua possui uma baixa quantidade de soliths, teariando entre 0,17
a 0,6 g 100 mt) e, consequentemente de nutrientes, apresentando a
seguintes caracteristicas quimicas: pH entre 3(;eindice de acidez de
21 a 68 mL de NaOH mol L 100mL*; 0,19 a 0,62 g de Acido latico
100mL*".

Os acidos orgéanicos foram identificados e quaatifis nas
amostras com base nos seus tempos de retencaotodons® mostrou
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linear (R>0,99) nas concentracdes de 12,5; 25,0; 300,0; 200,0; e 400,0
mg L* para as solucbes padrées de acido latico, Acidticacéicido
propibénico e &cido butirico. A taxa de recuperaigiale 101,5 % para o
acido latico, 100,3 % para o acido acético, 97 886 o acido propidnico e
de 92,6% para o acido butirico. Os valores de LQ® foram 1,9 e 6,3
mg L™ para o &cido latico, 1,9 e 6,5 mg para o &cido acético, 3,7 e 12,2
mg L* para o acido propidnico e 1,0 e 3,1 m{ para o &cido butirico,
respectivamente, nas condicdes de trabalho apticada

As concentragbes dos acidos organicos determinzaRASFAMSs
coletadas e utilizadas nos ensaios podem ser @lolserwna Tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdo (mg™) de Acidos organicos em amostras de Agua de
fermentacdo de amido de mandioca coletadas emlhgoiais do Estado de Santa
Catarina.

o mg L*
Polvilharias

Acido latico Acido acético Acido propiénico  Acido butirico
ASFAM1 3654+5,7 2046,7+1,9 499,1+2,8 2483t/564,2
ASFAM 2 1859+5,8 832,7+5,3 900,8 £ 3,7 32724246,8

ASFAM 3 86,3+1,0 1205,3+1,3 6775+272 2754672,0
% média * desvio padrio.

3.2 ldentificacdo do potencial antimicrobiano da ABAM

A partir dos testes de germinagdo, de crescimentelial e de
crescimento micelial em direcdo ao composto antahiano (crescimento
lateral), & possivel confirmar que as ASFAMs estadapresentaram acéo
antimicrobiana sobre todas as cepas analisadas.

Através da andlise dos resultados apresentadoab®al4, verifica-
se gue nos ensaios de germinacdo estudando aASFSMs houve a
inibicdo total da germinacdo dos conidios dos fsngo cinereae C.
gloeosporioides.Sobre aM. fructicola a ASFAM 2 também inibiu a
germinacdo de 100 % dos conidios, enquanto noanteamtos com as
ASFAMs 1 e 3 houve 5 e 2 % de germinacao, reseutnte.

Observando a acéo dos padrdes dos acidos de feviada sobre as
trés cepas estudas (Tabela 4), verifica-se queidssaacético, butirico e o
mix foram os que tiveram maior eficacia no contrdée germinacao dos
conidios. A ASFAM 2 possui maior quantidade do adidtirico, quando
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comparada as demais aguas, podendo-se atribuiteadeglo a acéo
inibitoria sobre a germinacao d& fructicolapor esta ASFAM.

Nos tratamentos com &cido latico houve maior dangergdo deB.
cinerea.No entanto, sobre as demais cepas, tanto o adido uanto o
acido propibnico reduziram significativamente angieacao.

Nas Figuras 1, 2 e 3 pode-se observar o crescinmaitgelial, o
IVCM e o crescimento lateral, respectivamenteBdainereaem meios de
cultura contendo as ASFAMs e os 4cidos organiadadss. Verificou-se
gue as trés aguas estudadas reduziram o crescirdestanicélios, a
velocidade de crescimento, bem como o avango destedirecao a area
das placas contendo os residuos, nas primeirasde6ificubacéo, quando
comparadas ao controle negativo.

Quando estudados isoladamente os tratamentos émmm butirico
e com o mix, foram verificadas respostas semelbaats tratamentos com
as aguas residuais para a andlise de cresciméi@ive

Na Figura 3 foi observado que as solugdes de &eitinco e de mix
diminuiram o avanco do micélio durante as 192 lindebac&o e o 4cido
propibnico, até as 144h. Os acidos latico e acéti&o apresentaram
diferencas significativas em relagcéo ao controgatieo.

Nas Figuras 4, 5 e 6 estdo apresentados os resilladcrescimento
micelial, o IVCM e o crescimento lateral, respemthente, daM.
fructicola. Foi possivel verificar que o crescimento micelRig@ra 4) foi
mais influenciado pela ASFAM 1 e pelo &cido butirisendo que, ao
calcular o IVCM (Figura 5), foi verificado que, paros mesmos
tratamentos, houve uma diminuicdo na velocidade cdescimento,
principalmente nas primeiras horas de incubagéao.

Para o crescimento micelial lateral Bl fructicola em direcdo aos
tratamentos com as ASFAMs ou ao 4cido butiricoui@gs) houve uma
diminuicéo significativa, no mesmo nivel, em retagd controle negativo.
Embora menos intensas, também ocorreram quedasresxsmentos, em
relacdo ao controle negativo, nos tratamentos codcmos acético, latico
e propidnico.

Nas Figuras 7, 8 e 9 estdo apresentados os remutiadcrecimento
micelial doC. gloeosporioidesPara este micro-organismo, os tratamentos
tiveram efeitos semelhantes aos causadd. rinerea.Com excecao dos
acidos butirico e mix que demonstraram um efeitmaneo controle do
crescimento lateral deste fungo quando comparasizagacdo sobre B.
cinerea
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Vérias abordagens tém sido realizadas para estuddicacia dos
efeitos antimicrobianos dos acidos sobre as célHlsies efeitos tém sido
comparados levando em consideragéo o pH, a coagéntro comprimento
da cadeia, o tipo e o grau de ramificacdo pararioib matar uma grande
variedade de micro-organismos, ja que estes saaodmetros que
influenciam no crescimento ou na inibicdo de muitdsro-organismos.
Com a adicdo de &cidos aos alimentos ocorre o abaixto do pH e,
embora os fungos em geral sejam 0s micro-organisnais resistentes a
pHs baixos, a agdo antimicrobiana depende da espétas caracteristicas
do acido como concentracdo, tipo e efeito tampaotdd tem-se
considerado que a acéo dos acidos organicos sohged € mais efetiva
como microbiostéatica do que como microbiocida (D@&3R2005).

Segundo ADAMS (1999), os acidos orgéanicos tém smsiderados
como responsaveis pela quebra no metabolismo deanidos, sintese do
DNA e metabolismo energético dos micro-organism@s 4acidos
diminuem o pH intracelular e podem causar alteragpermeabilidade da
membrana, com o0 bloqueio do substrato do sistemdraesporte de
elétrons. Os 4cidos lipofilicos fracos como lactiaoético ou propiénico
sdo capazes de permear a membrana celular de onganismos em seu
estado nao dissociado e dissociam-se no intericéllda, produzindo ions
H+ gque diminuem o pH da célula. As células reagimreando os protons
tentando manter o pH constante e esse mecanismocofazque o gasto
energético seja maior, reduzindo o crescimentdaretnicrobiano. Por sua
vez, 0s anions dos acidos impedem a sintese de fakéhdo com que a
proteina néo se replique (CHOCT, 2004).

O efeito téxico do acido acético sobre micro-orgamis ndo esta
relacionado somente a diminuicdo do pH, mas tamBéforma né&o
dissociada deste que pode atravessar a membranardd®s e penetrar na
célula microbiana e exercer o seu efeito toxicopnatoplasma celular
(SHOLBERG et al., 2000). Vérios trabalhos tiverasultados positivos na
utilizacdo de &cido acético no controle de doemgaspés—colheita. Cia
(2005) verificou que a concentracdo de 2,5 pL.nde acido acético
suprimiu totalmente a germinacdo@egloeosporioidesin vitraSholberg e
Gauce (1995) observaram que baixas concentrac@és @edo no ar sdo
eficazes no controle d&. cinerea sem causar efeito fitotoxico em macas.
Shouberg, Cliff e Moyls (2001) observaram que al@&cético controla a
P. expansunem frutos de macé sem causar danos aos frutosshowyll.
(1996) relataram que este acido pode ser uma alteanpara estender a
vida util de uvas, pelo controle & cinerea O uso na forma de vinagre
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também é efetivo para reduzir a contaminacaoBoatinereaem cerejas
(SHOLBERG et al., 1998) e uvas (SHOLBERG; REYNOLZERUNCE,
1996) e porM. fructicola em damasco e ameixas (LIU; CHU; ZHOU,
2002).

Luchese e Harrigan (1990) e El-Gazzar, Rusul e iM#1t987)
verificaram que em meios de cultura contendo adédico ocorreu a
intensificacdo da producdo de aflatoxina porparasiticus sendo que o
nivel desta micotoxina foi dependente do pH do m#ioolford (1975)
relatou que o &cido latico € um excelente inibidordesenvolvimento de
esporos bacterianos em pH 5,0. No entanto, naeti®#etontra leveduras e
fungos.

Ghosh e Haggblom (1985) estudaram a ac¢éo do acigadpico e
do acido butirico sobré\. flavus e sobre a producdo de aflatoxinae
verificaram uma reducdo no crescimento deste fumgoaralizacdo na
producéo da aflatoxina. Verificaram também queiddapropiénico € mais
eficiente no controle deste fungo quando compagadacido butirico.
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Tabela 4 - Germinacdo conidial deB. cinerea, M. fructicolae de C.
gloeosporioideg%) incubados nas ASFAMs ou nos acidos organicos.

Micro-organismo analisado (tempo de incubacéo)

Tratamento

B. cinerea M. fructicola  C. gloeosporioides

(24 h) (48 h) (24 h)
P1 0,0° 5,0¢ 0,0°
P2 0,0° 0,0° 0,0¢
P3 0,0° 2,0° 0,0°
Ac. latico 86,7 74,5° 74,5°
Ac. acético 0,6 5,8¢ 5,83¢
Ac. propiénico 16,3 25,5¢ 25,5°¢
Ac. butirico 0,0f 1,3¢ 0,0°
Mix 0,0° 2,2¢ 0,0¢
Controle negativo 208 100,0% 100,0°
Controle positivo 0,6 0,0¢ 0,0"

* Os valores comparam as médias dos diferentesujps de amido de mandioca
fermentado com as solucdes elaboradas com os padodeacidos organicos nas
concentragdes idénticas as maiores entre as ASFAIMdias seguidas da mesma
letra na coluna nao diferem significativamente (058D pelo Teste de Tukey.

*P1: ASFAM de S&o Jodo do Sul; P2: ASFAM de lbignP3: ASFAM de
Agrondmica; Controle negativo: agua mineral; Cdetpositivo: estreptomicina.

*** Solugbes dos padrBes dos acidos latico, acétmopidnico e butirico nas
concentracdes em mglL365,46; 2046,73; 900,85 e 3272,29, respectivament
**+ Mix: solugdo elaborada com os padrdes de todws acidos, nas mesmas
concentragoes.
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Figura 1 - Dados experimentais para o crescimento miceliaBdeinereana
presenca de diferentes ASFAMs e acidos organicos.

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao
diferem significativamente, entre todos os tratawgnpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.
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Figura 2 - Dados experimentais para o IVCM de cinereana presenca de
diferentes ASFAMs e acidos organicos.

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tem@mvaliacdo ndo diferem
significativamente, entre todos os tratamentosp pebste de Tukey a 5 % de
probabilidade de erro.
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Figura 3 - Dados experimentais para o crescimento miceliakdaideB. cinerea
sobre a area da placa com diferentes ASFAMs e sioidfnicos.
Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao

diferem significativamente, entre todos os tratawgnpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.
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Figura 4 - Dados experimentais para o crescimento miceédl. fructicolasobre

a area da placa com diferentes ASFAMs e acidoshmos
Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao

diferem significativamente, entre todos os tratawgnpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.

60

” V7

I ///

Didmetro (mm)

24 48 72 96 120 144 168 152
Tempo (horas)
——P1 —=—P2 ——P3
Ac. Latico —%— Ac. Acético —a— Ac. Propiénico
—+— Ac. Butirico ——Mix —#— Controle negativo

—+— Controle positivo



Didmetro (mm) Digmetro (mm) Diametro (mm)

Didametro (mim)

60

50 » @00 !
u '
40 bed §
30 : ¢
be g hd d
20 +—ab M e
m¢ -
10 ® ¢
R
0 24 48 72 96 120 144 168 192
¢P1 MControle negativo
60 a @ & 4
] [ ]
. MEEL
j f ab
40 - b
30 L
be g de
20 1 & cde
L.
10 —ed
0 +—F— —
0 24 48 72 96 120144 168 192
AP3 M Controle negativo
60 a a a a
a
50 g i maw
i a a a a
40 a I
ab
30 % ;
a
20 bed
B o
10 s
0 T T T E— T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192
¥ Ac Acético B Controle negativo
60 E: i i a
ab
50 L - ::
I T
40 bed I F o
30 bcg S
20 [ M de
T de
[ ]
10 H#d
o4

0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tempo (horas)

+Ac. Butirico M Controle negativo

60
50
40
30
20
10

60
50
40
30
20
10

60
50
40
30
20
10

119

a W Hn
E 2 u ab
be
bed H b

0 24 48 72 96 120 144 168 192

HWP2 MControle negativo

baaaa
al
T!III
. a a a
ab!
Tab
dU!
ab g bed
B b
ab

0 24 48 72 96 120144 168 192

Ac.Latico M Controle negativo

o HI o
e [l e
w| [l o

;

EE U=

bed
bc

Z HlH g

ElE

0 24 48 72 96 120144 168 192

©Ac. Propidnico M Controle negativo

60
50
40
30
20

&

&

¥

=3

=l @

ab

# HEH
A
o | M

=%

bed .
ed i <
|

cde
¥

ode

0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tempo (horas)

=Mix M Controle negativo



120

Figura 5 - Dados experimentais para o IVCM d&& fructicola na presenca de
diferentes ASFAMs e acidos organicos.

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao
diferem significativamente, entre todos os tratawenpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.

IVCM

15,00
14,00
13,00
12,00
11,00
10,00
9,00
8,00
7.00
6.00

5.00 -

4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

/

/r/\\

//i‘”"

/4

/4

/4

A T * T #

72

—+—P1
Ac. Latico
—— Ac. Butirico

—+— Controle positivo

96 120
Tempo (horas)

—a—P2
—+—Ac. Acético
——Mix

* T * T &

144 168 192

—i—P3
—e— Ac_ Propiénico

—=—Controle negativo




WVCM

WM

WCM

WVCM

121

14 bed
. bcdé a
L
10 g m -
8 8 ab or
6 s - bede i i ] I 1
* b e ab
4 * 4 + i
2 2
0 f‘; - : : 0 kd — —
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
#P1 M Controle negativo HP2 MControle negativo
bed 16
14 bed R ab ‘ ab
12 § a 14 ! .
a 12
° i T " 10— 2 o 0%1 = ; 2
8 i B
b T4 T L4 ! = 8 -!— I 2 [
6 ; o e tde St . 61— bed 2 |
4 L= L i a
d T b
2 < 2 b
0 -J T T T T T 0 T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
AP3  HControle negativo Ac.Latico [DControle negativo
16 — 16 -
14 -.[ T 14 I bed
12 = 2
. 2 ¥y
E I T bed 2 W ., be T [ JE
8 T F ab B
1 i bed a "1 8 E b 2 W m|
6 T 6 T bed a
4 * be z 4 —# 2
2 ah 2 be
1] T T T T T T 0 buc T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
t Ac. Acético  EIControle negativo ©Ac. Propiénico  MControle negativo
14 e 14 bed
12 = é 2 12 b * 2
10 ﬁ L 10 1.
T m B
8 b | | 8 e !+
ab i 't I 4+ !_ 33 i cde cde _[ E | N
L 6 .
[ b an LI o a
4 1 T de de al 4 1 T
2 -1:— 2 -}—. cd
d
[ — —— o+
0 24 48 72 96 120144 168 192 0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (horas) Tempo (horas)

+Ac. Butirico M Controle negativo =Mix MControle negativo



122

Figura 6 - Dados experimentais para o crescimento miceliefdadeM. fructicola
na presenca de diferentes ASFAMs e &cidos orgéanicos

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao
diferem significativamente, entre todos os tratawenpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.
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Figura 7 - Dados experimentais para o crescimento miceéal dgloeosporioides
sobre a &rea da placa com diferentes ASFAMs e foidf@nicos.

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao
diferem significativamente, entre todos os tratawgmelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.
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Figura 8 - Dados experimentais para o IVCM @egloeosporioidena presenca de
diferentes ASFAMs e &acidos organicos.

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempvaliacdo nao
diferem significativamente, entre todos os tratawgnpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.
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Figura 9 - Dados experimentais para o crescimento miceligdrdh de C.
gloeosporioidesa presenca de diferentes ASFAMs e acidos organicos

Os valores seguidos da mesma letra no mesmo tempavaliacdo ndo
diferem significativamente, entre todos os tratawenpelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade de erro.
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4 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, neste estudo, confiseoa-atividade
antifingica das aguas sobrenadantes da fermerdac@imido de mandioca
frente as trés cepas estudadBstrytis cinérea, Monilinia fructicola e
Colletotrichum gloeosporioide®ode-se atribuir esta propriedade, em parte
a alguns &cidos organicos presentes neste matdeahndo em
consideracdo que alguns tiveram uma evidente agfimierobiana. Em
todas as andlises realizadas com o &cido butisichre os trés fungos
testados, houve efeito positivo significativo, ®qode ser atribuido a sua
maior concentracdo nas amostras. O mix teve efeitve o crescimento
micelial, sobre o IVCM e sobre o crescimento ldtdmaB. cinereae doC.
gloeosporioides.Todos os tratamentos, com excecao do acido latico,
reduziram o crescimento lateral.Pelas diferencéatisticas, concluiu-se
gue as ASFAMs tém uma acdo inibitéria mais amplefieaz, quando
comparado aos acidos testados isoladamente e sivgimente este
efeito esta diretamente relacionado a concentrdgfdcidos presentes, ou
a um efeito sinérgico entre os acidos ou, aindjsténcia de algum outro
constituinte na ASFAM que potencializa esta acama wez que tal
composicao ndo foi completamente caracterizada.

Os resultados encontrados neste estudo confirmpotencial deste
residuo como um produto natural com propriedadési@nobianas.
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Characteristics of cassava starch fermentation wastvater based on
structural degradation of starch granules

Abstract

Sour cassava starch is a naturally modified starotuced by fermentation
and sun drying, achieving the property of expansipon baking. Sour
cassava starch’ bakery products can be prepardsbwtithe addition of
yeast and it is gluten free. The fermentation psecassociated with this
product has been well studied, but the wastewatith, high acidity and
richness in other organic compounds derived froarcht degradation,
requires further investigation. In this study, #teicture of solids present in
this residue was studied, seeking to future apiptica for new materials.
The solids of the wastewater were spray dried mitttodextrin (MD) with
dextrose equivalent (DE) of 5 and 15 and the airectf the powder was
evaluated by scanning electron microscopy. A regsteucture with a
network arrangement was observed for the driednmaateith MD of 5 DE,
in contrast to the original and fermented stardiascture, which suggests
a regular organization of this new material, to $tedied in future
applications.

Key words: Sour cassava starch. Fermentation. Water. Miercisire.
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Caracteristicas das aguas residuais da fermentac#@o amido de
mandioca com base na degradacgéo estrutural dos grélos de amido

Resumo

s

O polvilho azedo € um amido naturalmente modificapi@duzido por
fermentacdo e seco ao sol, atingindo a propriedadexpansdo. Produtos
de panificacdo a partir do polvilho azedo podem weparados sem a
adicdo de leveduras e sao livres de gliten. O psoctermentativo tem
sido exaustivamente estudado, mas as aguas resiunielevada acidez e
ricas em compostos organicos derivados da degradiacdmido, requerem
futuros trabalhos. Neste estudo, a estrutura dbdosOpresentes nesse
efluente foi estudada vislumbrando futuras aplieagcpara estes novos
materiais. Os solidos contidos na agua residuahiaecos em spray dryer
com maltodextrina (MD), com equivalente de dextr(i3E) de 5 e 15. A
estrutura das particulas foi observada por micmiaceletrénica de
varredura. Uma estrutura regular com arranjo era feidobservada para o
material seco com MD DE 5, em caracteristicas dfieeetin das estruturas
do amido nativo e do amido fermentado, 0 que suge nova e regular
organizacéo estrutural com futuras aplicacbesearsdeterminadas.

Palavras-chave Amido de mandioca. Fermentacdo. Aguas.
Microestrutura



139

1INTRODUCTION

Studies about the chemical composition of resicioesd be a good
way to change the preconception about how theyffen opportunities for
the creation of a new raw material. Food industodpces a big quantity of
wastewaters some of which have not been studiedS@tir cassava starch’
wastewater can be a good example of this.

Sour cassava starcipalvilho azedp is a well-known product in
Brazil and in other Latin America countries inclogliArgentina, Colombia
and Ecuador. In comparison to native cassava sthprsents significant
differences in pH, acidity, viscosity, density aother physicochemical
properties. An exceptional and the most importanperty of this product
is its expansion. MARCON et al. (2009) proposezhamical explanation
for the expansion of sour cassava starch, i.e.; tesults from
polysaccharide degradation, generation of acidsxtrideand oxidized
products during the fermentative process and syingir

The sour cassava starch production begins withettieaction of
starch, which consists of cleaning, peeling, chogppressing and straining
the cassava roots. Fibber is firstly separated tiwerstarchy water and then
the starch is separated from the water by decantair centrifugation
according to the plant scale. Cassava starch s dhied or submitted to
natural fermentation to produce sour cassava starbis fermentation
process is carried out empirically, based onlylengractical knowledge of
the producer. It is a submerged fermentation pmcedth a superficial
layer of 20 cm of water and involves very long tirperiods. The
fermentative process starts with the productiosugfar by microorganisms
that hydrolyze the starch, a step which can belaeted by the addition of
glucose (MARCON et al., 2006).

The microorganisms typically associated with caasastarch
fermentation are mainly lactic acid bacteria wittp@dominance of the
genusLactobacillus (L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueckind L.
manihotvorany followed by Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcuand Lactococcus(MORLON-GUYOT et al.,, 1998). These
microorganisms are known to be responsible forpttegluction of organic
acids and aromatic compoundkactobacillusplantarumis known to
produce antimicrobial substances (plantaricin) #natactive against certain
pathogens and a variety of strains are marketguicdsotics (De VRIES et
al., 2006).
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Currently, the wastewater from the fermentatiorcpss is discarded
and it is considered an effluent with high chemanadl biochemical oxygen
demand (COD and BOD, respectively). However, tbsidue presents an
interesting composition for potential use in newdurcts, such as probiotic
beverages, or in other applications.

During the cassava starch fermentative processsttreh granules
are submerged in the fermentation tanks, as showigure 1. These tanks
are around 10 to 2Chand starch represents the bulk of the mass: fdr ea
ton of sour cassava starch, around 120L of wastswate obtained.
Wastewater from this process has been studied b&MGINI et al. (2007)
and new studies are underway to identify the comgspresent as soluble
and suspended solids in this fermentation waterANEINI et al., 2007).

Figura 1 - Cassava starch fermentation tank.

Fermentation water
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It can be assumed that this wastewater is compokadids, such as
acetic, butyric, propionic, butyric and lactic agidand the products of
amylose and amylopectin degradation, such as dexttigosaccharides
and monosaccharides (data non published).

MARCON et al. (2006) and several other researcH& SCHERI &
VILELA, 1995; PLATA-OVIEDO & CAMARGO, 1995; MESTRESX
ROUAU, 1997; DEMIATE et al., 2000; MESTRES et aR000)
investigated the effect of fermentation on the aaasstarch granule during
processing and showed that the cassava starch Igrgmesented
perforations as a consequence of the microbiolbglegradation of this
polysaccharide.

Studies on the structure of the solids presertienstastewater of the
cassava starch fermentation process appear tockiedain the literature.
Scanning electronic microscopy can provide an htsigto the effects of
this fermentation processing on the microstructfréhe remaining starch
granules. The aim of this study was to assessttamical composition of
the soluble and suspended solids present in segrea starch” processing
wastewater, based on changes in the cassava gtaralle structure.

2MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

Cassava starch fermentation wastewater was callefcten three
producer regions in the state of Santa CatarinaziB(Sao Jodo do Sul —
P1, Ibirama — P2 and Agrondmica — P3). Due todhetbtal solids content
was adjusted with maltodextrin DE (Dextrose Equawé) 5 and 15 (Lorenz
Co., Quatro Pontes, Parana, Brazil) in a proportbri00% of the total
solids present in the wastewater samples (propattipto the total solids
of the wastewater, 1:1, solid/solid).

The solutions were atomized in a Mini Spray Drye2® (BUCHI)
using the following parameters: inlet temperatug®°C, with a gas flow
rate of 35mM h™* and a feed flow of 10mL mih Dried material was packed
in a polyethylene bag as primary package and a mgastic (PVC)
container as secondary package, providing a t@aldp to moisture, and
stored at ambient temperature until analysis. Mroercial sample of
native cassava starch was also compared to thg dped materials for
electron microscopy.
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2.2Methods

2.2.1 Scanning electron microscopy

The material produced from the drying of the caasatarch
fermentation wastewater, the native starch andnhéodextrins used, were
analyzed by scanning electron microscopy. Thedsadpleswere fixedon
an aluminium stubs withdouble-sticky carbon tape,
coatedwithgold(350Athick) using a sputtering systanodel D2 Diode
(International Scientific Instruments) and subjdtdeSEM analysis on a
JeolJSM-6390LV microscope.

2.2.2 Physicochemical properties

The pH of the fermentation water was determinedguai Quimis pH
meter, model Q 400 A (Diadema, Sao Paulo, Branit) ttratable acidity
was determined with 0.1mol™NaOHsolution. Total solids content was
determined by drying 10mL of the water in a fore@deven until constant
weight. All analyses were carried out in triplicate

2.3 Statistical analysis

The results for the pH, acidity and total solidstemt of the cassava
starch fermentation wastewater were expressed @@ge and standard
deviation. Differences between averages where caedpay applying the
Tukey test at 5% of significance.

3 RESULTS AND DISCUSSION

Cassava starch granules generally have similaracteistics, but
they can present some differences according tchémeesting conditions
and time of harvesting, resulting in several grargizes which can lead to
different enzymatic susceptibility during fermeigat Small, medium and
large granules can be hydrolyzed differently, whidm also result in
different characteristics in the soluble and sudpdn solids in the
fermentation water. Additionally, because of ariaroduction of most
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industriesof sour cassava starch, fermentation,ditons such as
temperature, microorganismsandothers werenot dtatro

Table 1 shows the pH, total solids and titratabt&dity of the
fermentation wastewater obtained from three diffepgroducer regions in
Santa Catarina, Brazil. In addition to the abové&etbnces between
samples, the type of microorganisms was also spewf the different
regions of production, and this can contributeaimé variations in some
parameters, particularly the titratable acidityjshkhis related to the specific
pKa values of several organic acids generated gluhe cassava starch
fermentation.

The average of the titrable acidity was 11.40mL Na®1N 10mL*
of the wastewater. According to DEMIATE et al. (B0 propionic,
butyric, acetic and lactic acids are present irr sagsava starch. Each tank
produces around 120L of this effluent, which med#ms possibility of
producing 480g of organic acids per fermentatiatkta&Considering that
this production is a residual material of the ceasstarch fermentation,
beside the characterization of the structures, tlenposition and
valorization of this new material should be studfed future application
where the property of these acids are required. oked solids in the
cassava starch fermentation wastewater are probabiyprised of
hydrolyzed amylose and amylopectin molecules, lessatganic acids and
residual microorganism cells. AQUINO et al. (2018howed that sour
cassava starch wastewater can be an importantesofiocganic acids.

Tabela 1 - The acidity, pH and total solids of the cassavacktdermentation
wastewater obtained from three producer regior&aima Catarina State.

Samole H Titratable acidity (mL of 0.1 Total solids
P P mol L NaOH 10 mL-1) (g 100 mLY)
P1 3.40+0.00 15.02+0.00 0.17+0.0%
p2 3.50+0.01 9.50+0.08 0.15+0.06
P3 3.61+0.01 9.69+0.08 0.17+0.0%

* Lowercase letters compare averages, in the satneno.

For different letters values differ significantli?€0.05) according to the Tukey’s
test.

P1 — S&o Joéo do Sul; P2 — Ibirama; P3 — AgronGmica

In this study, the fermentation water was driec ispray drier, with
maltodextrin, of different grades of DE (5 and 1&jded to decrease the
energy consumption, minimize the effect of the aoidthe spray drier
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structure and as well as to increase the yielchefdried product and its
storage time for future use.

The microstructure of spray dried native cassawacistgranules,
fermentation damaged granules and total solids hie termentation
wastewater can be observed in figures 2 and 4.r&igu refers to the
wastewater plus maltodextrin (DE 5 and 15), Theatfbf two kinds of
maltodextrins on the structure of sour cassavaemager P1, P2 and P3
from three different industries showed differendetween maltodextin
according to their origin. A more regular structusréth a network covering
the maltodextrin particles was observed in the ddrieamples with
maltodextrin DE 5, which probably could result imrere stable particle
upon storage.

Cassava starch granules were homogeneous and tdlesent any
holes in their native form (Figure 2A). Conversefgrmented cassava
starch granules (Figure 2B), showed perforationslyiced by enzymes that
use the starch as a substrate for sugar produgianticularly during the
first step of the process. The soluble and inselwdalids content of the
fermentation wastewater showed fermentative degjradaf the granules,
as well as some material resulting from microorgars growth during the
processing.
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Figura 2 - Scanning electron micrography of a native casstaalsgranule (A):
- 1000X e Il — 2000X and sour cassava starch geafB)l | and Il -2000X

The maltodextrin, used as a material to improve tthtal solids
content for the spray drying process (Figure 3sented broken structurt
but of a different nature compared to the nativd aaur cassava star
granules. Thus, the structures presented in figyralthough being th
residual solids from the cassava starch fermemtatdhowed differer
structural characteristics from the native stambir cassava starch a
pure maltodextrin (used as a supphrting the drying proces
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Figure 3 - Scanning electron micrography of maltodextrin DEEDOX (A) e DE15
- 450X (B).

X500° 50um

MARCON et al. (2009) showed that the sour cassaweecls
expansion property was due to the compounds oflacmar mass smaller
than amylose and amylopectin, that formed an aeaeqt that supported
water and gases retention during baking. Howeverssava starch
fermentation wastewater, beside lactic, propiobigyric and acetic acids,
most likely contains oligomeric and polymeric corapds. This merits
further study since these compounds could be efevad the development
of new materials from an industrial effluent, chisggwhat is considered as
polluting charge in a probable new raw material.
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Figura 4 - Scanning electron micrography of maltodextrin amdids of the
fermentation wasterwater of P1 - Sdo Joao do Sull(ADE5 (900X) e Il - DE15
(3000X), maltodextrin and solids of the fermentativasterwater of P2 - Ibirama
(B): 1 - DE5 (1000X) e Il - DE15 (500X) and maltoden and solids of the
fermentation wasterwater of P3 - Agrondmica (C):DE5 (1000X) e Il - DE15
(400X). Samples were dried in spray dryer usingodixtrin as support.

(A)

10§V %1,000  10um LCME-UFSC
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4 CONCLUSION

From green chemistry’s stand point, the knowledfeesidues
composition, can contribute to future applicatioasd reduction of
pollution charge. This is problaby the first resdarshowing the
microscopic characteristics of the cassava stamimeéntation solids
wastewater. The structure of the solids presentedcdssava starch
fermentation wastewater dried by spray drying withltodextrin DE 5 and
15 showed a regular network arrangement.

The microstructural arrangement of this materiadiifferent of the
native and fermented cassava starch as well frerpuine maltodextrin, and
thus structurally characteristic of this new maerproduced from
wastewater of the cassava starch fermentation ggsoce

In the same manner that the sour cassava starchspedal
properties, the effluent of the cassava starch datation process can be
consider for future researches as a new potemigérial such as active
biofilms, as example of possible application.
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CAPITULO 5

OBTENCAO, CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
POTENCIAL ANTIFUNGICO DE MICROPARTICULAS
ORIUNDAS DA AGUA DE FERMENTACAO DA PRODUCAO DO
POLVILHO AZEDO ATOMIZADAS EM SPRAY DRYER,
UTILIZANDO-SE MALTODEXTRINA COMO CARGA
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Obtencdo, caracterizacdo morfologica e potencial &fingico de
microparticulas oriundas da dgua de fermentacao daroducao do
polvilho azedo atomizadas erspray dryer, utilizando-se maltodextrina
como carga

Resumo

As propriedades funcionais evidenciadas no amido rdendioca
fermentado, conhecido como polvilho azedo, proaagilrante a etapa de
fermentacdo deste sdo muito estudadas, no entd@woha relatos na
literatura de estudos que demonstrem as propriedimesoélidos presentes
nas aguas sobrenadantes da fermentacdo do amidardioca (ASFAM),
assim como ndo ha estudos com métodos de condmteapreservacao
destes. Neste trabalho, foi realizada a desidratdeatrés ASFAMs em
spray dryer utilizando maltodextrina de diferentes DEs (5,6181) como
carga. A partir da obtencdo das microparticulasnfioravaliadas as
caracteristicas morfologicas, através do MEV, @racrtobianas, através de
testes de crescimento micelial e de germinacdodi@dndo fungo C.
gloeosporioides Através dos resultados pode-se observar que as
microparticulas apresentaram diferencas morfolégida acordo com a
origem da ASFAM e com o DE da maltodextrina uttiza com uma
tendéncia a formacdo de uma rede envolvendo asodeattinas e,
também, a uma agloracdo. As ASFAMs antes do pragesy®o térmico
apresentaram atividade antimicrobiana e, apostantemto térmico para a
obtencdo das microparticulas a atividade antimiareb diminuiu, porém
as microparticulas oriundas da ASFAM 1 foram efisazrincipalmente
sobre a germinacgéo conidial.

Palavras-chave Aguas residuais. Atividade antifungic&olletotrichum
gloeosporioidesMicroparticulas. MEV.



154

Obtainment, morphologic characterization and antifungal potential of
micropatrticles originated from fermentation water in the production of
sour cassava starch atomized in spray dryer, usingaltodextrine as
charge

Abstract

The functional features evidenced in the fermentedsava
starch, known as sour starch, produced during thgesof fermentation of
this one are vastly studied, however, there aneoords in the reference of
studies which demonstrate the properties of splidsent in the supernatant
waters of fermentation of cassava starch (ASFAM)wall as, there are no
studies with methods of concentration and preservaif theses ones. It
was carried out, in this study, the dehydratiorthvpée ASFAMs in spray
dryer, using maltodextrine of different DEs (5, drkd 21) as charge. From
the obtainment of microparticles, the morphologidaglatures were
evaluated, through MEV, and antimicrobials, throdlgé mycelial growth
and conidial germination of fun@. gloeosporioidesThrough the results it
was possible to observe that the microparticlesgumeed morphological
differences according to origin of ASFAM and witthet DE of
maltodextrine used, with a tendency to the fornmatiba net involving the
maltodextrines and also, to one agglomeration. ABEAMs before the
thermal procedure presented antimicrobial actiityl, after the thermal
treatment for obtaining the microparticles and wtiéal activity decreased,
however, the microparticles originated from ASFAMwkre efficient,
mainly on the conidial germination.

Key-words: Residual waters. Antifungal activityColletotrichum
gloeosporioidesMicroparticles. MEV.
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1INTRODUCAO

Aguas residuais, ricas em solidos sollveis e insidide efluentes
agroindustriais, tém sido tradicionalmente elimamdem sistemas
corretivos de tratamento de residuos. No entardteseprocedimentos
divergem dos conceitos das Tecnologias Limpas, endes preventivas
direcionam o0s compostos que constituem carga aganpara fins
especificos, como novos materiais.

A tomada de decisdo sobre as aplicacdes de resishlmos,
liqguidos e gasosos requer estudos avancados atoespecomposicao
guimica destes materiais. Conhecimentos profun@oprdcessos tipicos
em paises do hemisfério sul, sdo raros, uma vea quagoria das indUstrias
é familiar, ou de pequeno a médio porte.

A industria do polvilho azedo é tipicamente tramicl, de pequeno
porte, com caracteristicas de agroindustria famil@a que justifica a
inexisténcia de estudos avancados sobre as pakmiles de valorizacéo
dos seus residuos.

Estudos de Avancini (2007) e de Biazotto (2008)al&daram
positivamente quanto a seguranca para o uso fula® aguas da
fermentacdo do amido de mandioca da producdo ddhmhzedo. Aquino
(2015) caracterizou os acidos orgéanicos presemgaiguas sobrenadantes
da fermentacdo do amido de mandioca e diversosuigespres tém
estudado o emprego do amido de mandioca na eldoorde filmes
biodegradaveis (VIEITES, ARRUDA, GODOY, 1996; OLNAA;
CEREDA, 1999; HENRIQUE; CEREDA, 1999; DAMASCENO at,
2003; CASTRICINI, 2009). No entanto, at¢é o moment®enhum
pesquisador aventou a aplicacdo dos compostososolidsiduais da
ASFAM em revestimentos ou mesmo como material agepdo contra
fitopatologias economicamente importantes.

O que indica a possibilidade destes compostos teatwidade
antimicrobiana sdo os resultados obtidos quantaedepca de acidos
organicos (butirico, propibnico, latico e acéti¢DEMIATE et al., 1999;
REGINATTO et al.,, 2009), além de outros compostosnacrobianos
gerados pela microbiota responséavel pela fermemtdg® como a nisina
(CLEVELAND et al. 2001) e natamicina (WELSCHER é&t 2007). Os
ensaiosin vitro contra cepas dos micro-organismos economicamente
importantes para a fruticultura servirdo como lpesa futuros estudos com
frutas.
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Considerando que estas aguas de fermentagéo centéD,2 e 0,6
% de solidos (AVANCINI, 2007), que estes sdlidossqem algum
potencial antimicrobiano e que para a protecaoeggetais a concentragédo
deve ser maior do que a naturalmente presente gass.Atorna-se
necessario estudar um processo que incorpore egygateja estes solidos.
A aplicacdo de maltodextrina e a secagem goray drying podem
contribuir para facilitar o emprego destes novotenss.

Neste trabalho, foi realizada a desidratacdo ddsANMS emspray
dryer, utlizando maltodextrina de diferentes DEs comarga. Esta
alternativa visou diminuir o consumo de energiaigimizar os efeitos do
calor, gerado no processo, sobre os Acidos preseate amostras para,
entdo, obter os sdlidos de forma estavel. A pattr obtencdo das
microparticulas, objetivou-se avaliar as caradtess fisico-quimicas e
antimicrobianas das mesmas. Para verificar as ipdgafes antimicrobianas
escolheu-se trabalhar com o fungolletotrichum gloeosporioideslevido
a grande disseminacao e perdas que ocasiona easuias.

2 MATERIAL E METODOS

Foram estudadas trés amostras de aguas residugi®diacdo do
amido de mandioca obtidas de trés empresas dodegea&anta Catarina,
denominadas: ASFAML1 - a amostra oriunda da cidad8ab Jodo do Sul,
ASFAM2 - a amostra oriunda da cidade de Ibirams&&MVI3 — a amostra
oriunda da cidade de Agronémica. A coleta seguiu planejamento
considerando a representatividade das empresasad@peo que foi
avaliado mediante visitas e coleta de dados ga#ntis da producdo destes
residuos. As ASFAMs foram acondicionadas em embakagigienizadas e
transportadas para o Laboratorio de Tecnologiardea$ e Hortalicas no
mesmo dia da coleta. Foram realizadas as anaisies-fluimicas (pH,
acidez titulavel e sélidos sollveis totais) na @uggdas amostras, as quais
foram armazenadas em freezer a -18+1 °C.

As maltodextrinas utilizadas como carga, foram ijaahte cedidas
pela empresa Lorenz, Quatro Pontes, PR, Brasil.
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2.1 Obtencéao das microparticulas

Para a obtencdo das microparticulas foram dissdvid
maltodextrinas com diferentes DE (5, 15 e 20) masséras de ASFAM na
proporcéo de 1:1 (p/p), em relacdo aos solidosstetacontrados em cada
amostra. Para isso pesou-se, em balanca anatitigaantidade exata de
maltodextrina e dissolveu-se a amostra de ASFAM wem agitador
magnético por 10 minutos.

A evaporacdo da agua, contida nas amostras, ldada através de
Mini Spray Dryer B-290 BUCHI, Suica) onde a partir de testes
preliminares foram definidos os parametros de sw@oagO melhor
rendimento no equipamento foi verificado quandat8zou a temperatura
da camara de secagem a 130 °C e temperatura de daid5 °C+3,
capacidade de aspiracdo de 100% e a capacidadendzalde 20%. As
amostras desidratadas foram acondicionadas em sacg®lietieno de
média densidade e armazenadas em frascos delpobteale alta densidade.

2.2 Analises fisico-quimicas das ASFAMs

As andlises fisico-quimicas, incluindo a determfimaglos acidos
organicos das amostras das ASFAMs estudadas nepitulg, estao
descritas no Capitulo 4.

2.3 Andlise de microscopia eletrbnica de varreduraas microparticulas

As microparticulas, obtidas através da atomizacdoadua de
producdo do polvilho azedo, foram estudadas quaatéamanho e seu
arranjo, por microscopia eletrénica de varredur&\Y As amostras foram
fixadas com fita dupla face, em suportes de alunmetalizadas com uma
camada de ouro de 350 A de espessura, através deetatizador modelo
D2 Diode Sputtering System fabricado pela IBitgrnational Scientific
Instrumenty e, em seguida, submetidas a analise no MEV (JESN-
6390LV microscopio).
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2.4 Andlises antimicrobianas

A atividade antimicrobiana das ASFAMs foi estudadare as cepas
de Colletotrichum gloeosporioiddsolado de frutos mamao, em fase inicial
de desenvolvimento das les6es. Os frutos com asdga desenvolvidas
foram adquiridos em um supermercado na cidade l0e6aB€RS).

Por isolamento direto, as estruturas fangicas teriaticas das
lesGes causadas pelos fungos em estudo foramebnalasf para placas de
Petri contendo o meio de cultura BDA (Batata-Desdrégar), com auxilio
de estilete, em camara de fluxo em condi¢Bes asagpEm seguida, as
placas foram acondicionadas em estufa a 25 °C otopdriodo de 12 h.

Para verificar a capacidade antimicrobiana vitro das
microparticulas obtidas pela atomizacdo das ASFAIemM elaborados
dois delineamentos experimentais. O primeiro visoalisar o crescimento
das col6nias d€olletotrichum gloeosporioides o segundo, a germinacéo
conidial do mesmo.

2.4.1 Delineamento experimental: crescimento de Gloeosporioides

Para este estudo foi elaborado um experimentoidai@x3x4) em
blocos ao acaso, onde variou-se a origem da aguam gi#encdo das
microparticulas; o DE da maltodextrina utlizadameco carga e a
concentracdo de solidos na suspensdo. Ainda forastadgs,
concomitantemente, as trés ASFAMs que deram or@gEmicroparticulas
e os dois controles positivo (Agua) e negativodiitida: estreptomicina),
totalizando 53 tratamentos com 4 repeti¢cdes (Tabel® experimento foi
realizado duas vezes.
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Tabela 1 - Efeito de diferentes microparticulas, produzidagartir da agua
sobrenadante da fermentacdo do amido de mandi&®BAM) e maltodextrina no
crescimento micelial e indice de velocidade decomeznto micelial (IVCM) deC.
gloeosporioides.

Variaveis independentes Variavel
Tratamento dependente
Origemdas Encapsulante [] sélidos
microcapsulas Maltodextrina  sollveis
1
ASFAM 1 5
2 ASFAM 2 DE S 10 .
3 DE 15 Crescimento
ASFAM 3 15 S
- DE 21 micelial
48 Encapsulante 20
49 ASFAM 1 IVCM
50 ASFAM 2
51 ASFAM 3
52 ®Controle +
53 "Controle -

*Encapsulante: Maltodextrina
aI':ungicida estreptomicina (3 mL).
*Agua Milli-Q
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2.4.2 delineamento experimental: germinacao de C. gloeosporioides

Para este estudo foi elaborado um experimento fatorial (4x3),
inteiramente casualizado, onde variou-se a origem da agua para obtencéo
das microparticulas e o DE da maltodextrina, utilizada como carga. Para
este teste, fixou-se a concentracdo de 10 vezes a concentracdo de soélidos
encontrados na ASFAM de origem. Ainda foram testadas,
concomitantemente, as trés aguas que deram origem as microparticulas e os
dois controles positivo (agua) e negativo (fungicida: estreptomicina).
Totalizando 17 tratamentos, com 3 repeticdes (Tabela 2). O experimento foi
realizado duas vezes.

Tabela 2 - Efeito de diferentes microparticulas, produzidas a partir da agua
sobrenadante da fermentacdo do amido de mandioca (ASFAM) e maltodextrina na
germinacgao conidial déolletotrichum gloeosporioides
Variaveis independentes .
Variavel

Tratamento Origem das DE da maltodextrina  gependente
Microcépsulas

1A

1B

1C

2A

2B ASFAM1 5

2C ASFAM 2 15

3A ASFAM 3 21

3B *Encapsulante S
3C Germinacéo
A conidial
B

C

P1 ASFAM 1

P2 ASFAM 2

P3 ASFAM 3

C+ ®Controle +

C- ®Controle -

*Encapsulante: Maltodextrina
aIfungicida estreptomicina (3 mLi)L
® Agua Milli-Q
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2.4.3 Preparo das suspensodes

Para avaliar a capacidade que os sélidos obtidderaeentacéo do
amido de mandioca possuem em inibir o crescimenicelim e a
germinacdo conidial d€olletotrichum gloeosporioidegpram preparadas
as suspensodes conforme detalhadas nas Tabelas A eoncentracéo dos
solidos em cada suspensdo foi calculada levandocamsideracdo a
percentagem de sdlidos totais presentes na agiemndentacéo a qual deu
origem a cada tratamento. Para o preparo das siigseforam pesadas, em
balanca analitica (BEL M214Ai), as quantidadesaxade solidos oriundos
das ASFAMs requeridas para cada tratamento. Asopacticulas foram
colocadas em Eppendorfs, adicionados de &gua rimstarilizada,
agitadas em vortex (Certomat M) por 5 minutos e, em ultrason
(UltraCleaner 1400A) por 30 minutos, em temperatambiente. As
suspensfes foram preparadas um dia antes do uslp, gee durante este
periodo foram armazenadas sob refrigeracao.

2.4.4 Analises

2.4.4.1 indice de velocidade de crescimento micelia

O teste foi montado em placas de Petri de poltjlele 60 mm de
diametro, contendo meio de cultura nutritivo pamscimento de micro-
organismos BDA (Barata — dextrose — agar). Parantr@ de cada placa
com meio de cultura, foi transferido um disco cormf de diametro de
micélio, repicado de uma colénia @elletotrichum gloeosporioidegpds
10 dias de crescimento em meio BDA. Em torno doodite micélio, foram
dispostos, em forma de triangulo trés discos, queani produzidos
utilizando papel filtro, com 5 mm de diametro. Calisco foi impregnado
com 10uL da suspensao de microparticulas (Tabela 1). Apd®ntagem
as placas, vedadas com filme PVC, foram alocadasatarde crescimento,
mantidas a 24 °C, com fotoperiodo de 12 horaspoiz8 dias.

A avaliacdo do crescimento micelial foi verificapkela mensuracao
diaria da coldnia, obtida pela média de duas mediiametralmente
opostas, utilizando-se um paquimetro digital, effrmetros (mm). O indice
de velocidade de crescimento micelial (IVCM) foilczdado segundo
formula adaptada por (ARAUJO et al., 2008) (Equalgzo
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IVCM =3 (D-DA)/N (Eacdo 1)
Onde:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micglial
D= diametro micelial médio atual;

Da = diametro médio anterior;

N = nimero de dias apds a repicagem.

2.4.4.2 Germinacéo conidial

Para o preparo das suspensoes foi utilizada unca dia Petri com
uma cultura fangica com 10 a 15 dias de crescimefto cada placa,
depositaram-se 5 mL de agua e 10 pL de Tween 20ne,uma alca de
Drigauski, obteve-se uma suspensédo de conidiox@imiAs suspensdes
foram filtradas em gaze e a quantidade de confdiodeterminada pela
contagem em uma camara de Newbauer, sendo ajusialas a
concentracdo de 1@onidios m* A concentracéo de conidios foi ajustada
utilizando-se as suspensdes preparadas conforrmeedal?2, de forma que a
concentracdo final de sélidos totais foi ajustada fdrma que a
concentracéo final de sdlidos ficou 10 vezes sapg@ando comparada a
agua que Ihe deu origem, em todos os tratamentos.

Placas de Petri de polietileno de 90 mm forandalas em quatro
quadrantes e, em cada quadrante, se depositou atmadg 40 pL da
suspenséo conidial, em triplicata. Em seguida, péataa foi acondicionada
aberta dentro de uma caixa tipo gebox desinfestadeda com papel
umedecido com agua esterilizada formando uma camarma. As
suspensdes foram incubadas a 27 °C, 100 % de Woeefiodo de 12
horas luz. O crescimento fungico foi paralisadcapaticao de L de
lactofenol e 5uL de Azul de Amann. A geminacgdo conidial foi avdia
apos 24 horas de incubacéo, tempo determinado éatrale testes
preliminares. Para determinar a germinacdo conidiavaliou-se
microscopicamente (200x) 50 conidios por gota. €iosi germinados
foram considerados aqueles que apresentavam aqwessssil ou um tubo
germinativo maior do que a largura do proprio cami@® experimento foi
realizado duas vezes.
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2.4.5 Estatistica

As analises foram realizadas em quadriplicata (rpada IVCM e
em triplicata para a analise de germinacdo con{@iaB). Os resultados
estdo apresentados como médias e desvios padrao.

Os dados foram analisados através do software tAissis/ Beta
(2015). Os quais foram submetidos a analise dénaid (ANOVA) e teste
de comparacdo de médias de Tukey, com signific@lec&a% < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacgéao fisico-quimica da ASFAM

Os dados obtidos podem ser visualizados no Capftulieste
trabalho.

3.2 Caracterizacdo morfolégica das microparticuladas ASFAM

A analise de microscopia eletrbnica de varreduragE\(M foi
realizada para observar a microestrutura apresenedbs compostos
naturais das ASFAMs em funcéo dos tratamentos somadtodextrinas de
diferentes DEs utilizadas. O presente trabalhdzatil a maltodextrina
porque esta é estavel e pouco higroscopica (REINBSC?2005) e
segundo Shahidi e Han (1993) pode oferecer umaalatida Gtil sem
oxidagéo.

Os aspectos das microparticulas obtidas e dasduattmas estéo
apresentados nas micrografias que podem ser atzdisaa Figura 1.
Observa-se que o material obtido formou uma estawta rede, que cobre
as microparticulas de maltodextrinas que apresantésrmatos de esferas
irregulares e tamanhos variados com tendénciaagacfio (Figura 1). Nos
tratamentos com a ASFAM 3 tratadas com as maltadestde DE 15 e 21
observou-se uma agregacdo quase total das pasticAlaagregacéo
observada pode ser atribuida ao processo de secapeim esta
caracteristica é recorrente em processos de secagémnogéneos e
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incompletos onde pode ocorrer a unificacdo dadcpéas pela perda de
umidade em funcdo da rapida secagem e o resfriament secador
(ARBUTO et al. 1998).

O emprego de temperaturas elevadas causa meltdimerio na
retencdo de volateis, mas os mesmos autores auvgtte a elevacdo da
temperatura e a concentracdo de soélidos podem dvanmpimento das
microcapsulas. (ROSENBERG; TALMON; KOPELAMAN, 1990)

A superficie rugosa das microparticulas, observagate trabalho,
pode ter ocorrido durante o resfriamento, devidocascteristicas das
suspensdes que, apds o0 entumescimento, com alsaidpor de 4gua pode
ter adquirido este aspecto ou talvez a forma deogeneizacdo. Em um
estudo para obtencdo de microparticulas de Olecafdeutilizando como
material suporte maltodextrina, goma arabica eefmas do soro de leite,
Frascareli (2010) obteve microparticulas com modia altamente rugosa
e agregada e atribuiu esse efeito as propriedadssspensdo e aos método
de homogeneizacéao.
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Figura 1 - Micrografia eletronica de varredura das micropatéis obtidas através
da evaporacdo da agua sobrenadante da fermentac&mido de mandioca
(ASFAM), de diferentes produtores espray dryer utilizando como carga
maltodextrina com diferentes DE.

*(1): ASFAM 1; (2): ASFAM 2; (3): ASFAM 3; (A): mabdextrina DE 5 (B)
maltodextrina DE 15 e (C): maltodextrina DE 20.
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3.3 Identificacdo do potencial antimicrobiano das meroparticulas das
ASFAM

Na Tabela 3 podem ser observados os resultadosfeito das
microparticulas, obtidas através das ASFAMSs, oirisnde trés produtores
do Estado de Santa Catarina, utilizando-se maltddaxcomo carga sobre
o crescimento e IVCM d€olletotrichum gloeosporioide® efeito da agua
de fermentagcdo, das solugBes de maltodextrina eonsoles também
podem ser observados na Tabela 3. Através da enflssresultados, para
0 crescimento micelial, verificou-se que néo hodierencas significativas
entre os tratamentos.

Na Figura 2 pode ser observado o efeito das nmacticplas e das
ASFAMs sobre a germinacdo conidial. Pode-se obsgu@a as ASFAMs
oriundas dos produtores 1 e 2, de Sdo Jodo do Siibirama,
respectivamente tiveram o mesmo comportamento dérate positivo,
onde foi utilizado estreptomicina. As micropartéulobtidas a partir da
ASFAM 1 onde utilizou-se as maltodextrinas com asle@s mais
hidrolisadas também resultaram em um numero muisixob de
germinagfes. Os resultados obtidos nesta andlisgordtram que a
atividade antimicrobiana das microparticulas é ddpete da composicao
da ASFAM que lhe da origem e do material utilizadmo carga.

Observou-se uma reducéo na atividade antimicroldasaASFAMs
ap0s o0 processamento para a obtencdo das miccofesti Tal
comportamento indica que o tratamento térmico omaterial utilizado
como carga diminuem ou afetam 0s compostos antbimmos das
amostras. E possivel que os &cidos presentes nastrasnpossam ter
formado complexos de inclusdo com residuos de aeniéinda presentes
nas maltodextrinas utilizadas e ndo tenham si@éodios na suspensao.

Neste trabalho verificou-se efeitos positivos nadliaa de
germinacédo conidial que ndo foram observados nesnoe tratamentos na
analise de crescimento micelial. Constatou-se gUASFAMs tém maior
acdo sobre o conidio quando comparada ao micéllegénvolvido. Estes
resultados direcionam para estudos com as ASFAMs aplicacdo em
tratamentos preventivos e ndo curativos.
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Tabela 3 - Efeito das suspensdes produzidas a partir da égheenadante da
fermentacdo do amido de mandioca (ASFAM) e maltodex em diferentes

concentragdes, sobre o didametro da colénia e imt#ceelocidade de crescimento
micelial (IVCM) deColletotrichum gloeosporioides.

Tratamento ** °BRIX das Crescimento micelial IVCM
suspensdes (mm)
1-P1/M5/C5 1,3 46,81 6,917
2-P1/M5/C10 2,8 46,84 6,09%
3-P1/M5/C15 4,2 45,87 6,67
4—-P1/M5/C20 5,6 43,39 6,39%
5-P1/M15/C5 1,4 43,85 6,44°™
6 —P1/M15/C10 2,8 42,30 6,253
7-P1/M15/C15 4,3 40,62 5,03*
8 —P1/M15/C20 57 45,19 6,68
9-P1/M20/C5 1,3 45,68 6,78
10 - P1/M20/C10 2,8 47,30 7,053
11 -P1/M20/C15 4,2 42,11 6,18
12 -P1/M20/C20 5,6 45,36 6,72%
13- P2/M5/C5 1,3 39,45 5,74*
14 - P2/ M5/ C10 2,6 43,23 6,37
15-P2/M5/C15 4,1 44,87 6,597
16 — P2/ M5/ C20 5,4 40,77 5,06
17 -P2/M15/C5 1,2 41,05 6,00°™
18 — P2 /M15/C10 2,4 42,44 6,24
19 -P2/M15/C15 3,7 43,34 6,38
20 — P2/ M15/ C20 5,0 47,15 7,02
21-P2/M20/C5 1,2 47,16 7,02*
22 —P2/M20/C10 2,4 46,86 6,94
23-P2/M20/C15 3,6 44,97 6,66
24 — P2/ M20/ C20 4,9 44.%6 6,54
25-P3/M5/C5 1,3 45,89 6,80™
26 — P3/M5/C10 2,7 46,14 6,85
27 -P3/M5/C15 4,0 46,20 6,86™
28 — P3/M5/C20 5.4 42,087 6,17*
29 - P3/M15/C5 1,4 41,36 6,06™
30-P3/M15/C10 2,5 41,23 6,03
31-P3/M15/C15 3,8 41,31 6,03
32 -P3/M15/C20 5,1 45,32 6,70°™
33-P3/M20/C5 1,3 43,38 6,39
34 -P3/M20/C10 2,5 43,80 6,417
35-P3/M20/C15 3,8 44,13 6,522
36 —P3/M20/C20 51 44,36 6,56

37-M5/C5 1,7 45,49 6,73
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38 -M5/C10 3,0 42,56 6,32
39 -M5/C15 4,5 39,9% 5,82%
40 — M5/ C20 5,9 47,48 7,07
41 - M15/C5 1,6 44,1% 6,52
42 —M15/C10 3,2 44,38 6,56
43 —M15/C15 4,7 45,93 6,82°
44 —M15/C20 6,2 42 5% 6,12>
45 —M20 / C5 1,5 41,18 6,02
46 —M20/ C10 3,0 44,08 6,50
47 —M20/C15 4,5 44,858 6,63
48 —M20/ C20 6,0 55,51 8,47°
49 — 4gua P1 0,4 40,47 5,91"
50 — 4gua P2 0,8 39,85 5,89°
51 — 4gua P3 1,0 44,77 7,48
52 controle negativo - 47,80 7,00%
53 — controle positivo - 18,80 2,30°

* Para cada andlise realizada, os valores compammeédias dos diferentes
produtores de amido de mandioca fermentado, médigisidas da mesma letra na
coluna néo diferem significativamente (p<0,05) pedste de Tukey.

P1: ASFAM oriunda de S&o Jodo do Sul; P2: ASFAMirdte de Ibirama; P3:
ASFAM oriunda de Agron6mica; M5: maltodextrina DENBL5: maltodextrina DE
15; M20: maltodextrina DE 20; C5: cinco vezes n@acentrada que a agua de
origem; C10: dez vezes mais concentrada que adgoegem; C15: quinze vezes
mais concentrada que a agua de origem; C20: vegesvmais concentrada que a
agua de origem; **Fungicida estreptomicina (3 mt).L
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Figura 2 - Efeito das suspens@es produzidas a partir da agudarchentacdo do
amido de mandioca (ASFAM) e maltodextrina, com acemtracdo de sélidos de
10 vezes a da agua de origem, bem como somentasdéguas sobre a
percentagem de germinacaoCgletototrichum gloeosporioides.
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Tratamentos

* P1: ASFAM oriunda de S&o Jo&o do Sul; P2: ASFANirda de Ibirama; P3:
ASFAM oriunda de Agrondmica; (A): maltodextrina & (B): maltodextrina DE
15 e (C): maltodextrina DE 20; (C-): Controle cogua mineral; (C+): Controle
com fungicida (Estreptomicina).
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4 CONCLUSOES

As microparticulas obtidas poiSpray Drying apresentaram
diferencas morfoldgicas entre os tratamentos iz, sendo que as
formulagBes compostas pelas maltodextrinas com BELS apresentaram
uma melhor uniformidade. No entanto, pode-se obsaque em todos os
tratamentos houve tendéncia a aglomeracdo e a ¢donde uma rede
envolvendo as particulas de maltodextrinas.

As andlises de crescimento micelial e de germinagdiidial
demonstraram que ASFAM possui atividade antimieodi A partir da
analise de germinacdo conidial também pode-se romnfi 0 efeito
antimicrobiano das microparticulas de ASFAM, oligarSpray Drying
sobre a germinacdo @& gloeosporioides.

Este trabalho sinaliza para a realizacdo de estsdle atividade
antimicrobiana, bem como a otimizacdo do processo, estudos
envolvendo outros métodos de obtencéo das miciopiat que detalhem a
cinética de liberacdo dos acidos orgéanicos, pam api mesmos sejam
considerados como uma possivel alternativa aosdidag sintéticos e que
possam ser usados em embalagens ou em cobertusas paotecédo de
frutas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos realizados, pode-se considerar

- Que as aguas sobrenadantes da fermentacdo do @enidandioca
(ASFAM) possuem atividade antimicrobiana sobre dréa$ e fungos.
Podendo-se atribuir a atividade antimicrobiana, parte, & presenca dos
acidos orgéanicos. No entanto, em muitas analisASBAM mostrou-se
superior aos padrdes dos acidos testados isolatiapema comparacao.

- A possibilidade de concentrar os sélidos contid@sASFAM em
microparticulas com uso de uma carga como encapeulaostrou-se
viavel, no entanto é necessario que o processbtéagiio seja melhorado.
Estudos a respeito da perda destes compostos @argnbcessamento e da
liberacdo no meio em que forem atuar sdo impres@isdpara que esta
matéria prima seja ainda mais valorizada.

- Substéncias naturais capazes de inibir o crestimee
desenvolvimento microbiano sdo as alternativas miai®is e seguras para
o controle de micro-organismos em alimentos.

- Este trabalho inclui mais uma matéria prima ratucom
propriedades antimicrobianas a qual tem a posioié de substituir
agrotéxicos para controlar fungos e bactérias emrslbs alimentos.
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